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Resumen

Los cultivares de Panicum coloratum son poblaciones estabilizadas que presentan un
cierto grado de variabilidad intracultivar. Plantas individuales provenientes de pasturas
establecidas en suelos salinos, afectados ademas por condiciones de extrema sequia,
pueden ser fuente de germoplasma con tolerancia a estreses maltiples. El objetivo del
presente trabajo fue identificar la variabilidad para tolerancia a la salinidad en 16
individuos de P. coloratum var coloratum provenientes de una pastura establecida en la
Pampa Deprimida, provincia de Buenos Aires, que sobrevivieron a sequia prolongada y
fuertes heladas. Los materiales se multiplicaron vegetativamente en invernadero y se
realizaron ensayos en condiciones controladas de luz y temperatura. Esquejes homogéneos
enraizados, se cultivaron sobre sustrato inerte de arena y perlita con suministro de solucion
nutritiva. Se administraron tres niveles de salinidad (0, 200 y 400 mM NacCl) y se evalu6
crecimiento vegetativo durante la etapa de crecimiento vegetativo inicial. Las variables
analizadas fueron tasa de aparicion de hojas, tasa de macollaje, peso seco aéreo, niUmero
de hojas y macollos finales, ademas se evalu6 concentracion foliar de Na* y K*. La
tolerancia a la salinidad fue evaluada por la comparacion del crecimiento en presencia
salinidad respecto al de ausencia de salinidad, usando una 0 mas variables de crecimiento.
El analisis de crecimiento indico variabilidad entre clones en tolerancia a la salinidad y
crecimiento La jerarquizacion de los materiales de acuerdo a la tolerancia fue calculada
teniendo en cuenta una o varias variables de crecimiento obteniendo resultados similares.
También se identifico variabilidad genética entre los clones mediante marcadores
moleculares ISSR. La variabilidad identificada podria ser usada en programas de
mejoramiento genético vegetal para obtener poblaciones con mayor tolerancia a la
salinidad en esta especie.

Palabras claves: Panicum coloratum, tolerancia a la salinidad, fenotipificacion,

marcadores moleculares ISSR, variabilidad fenotipica y genotipica.



Abstract

P. coloratum cultivars are highly heterozygous genotypes and represent panmictic
populations where internal genotypic variability offers the possibility of selecting
individuals with improved performance in specific traits. Thus, surviving P. coloratum
plants in pastures established in saline soils may be a source of germplasm for tolerance to
multiple stress conditions. The purpose of this work was to determine variability for salt
tolerance among 16 P. coloratum var. coloratum plants that had survived fluctuating soil
salinity, severe droughts and frost in a plot established in the Depressed Pampa, in the
province of Buenos Aires, Argentina. Plants were vegetatively cloned and trials were
conducted under controlled greenhouse conditions, using homogeneous cuttings grown on
an inert substrate of sand and perlite and irrigated with nutrient solution. Plants were
treated with three salinity concentrations (0, 200 and 400 mM NacCl) and evaluated for
responses at the initial stages of vegetative growth. Shoot dry weight, number of leaves
and tillers, rate of emergence of leaves and tillers and leaf Na" and K* concentrations were
evaluated. Salt tolerance was assessed by comparing growth under saline conditions to
growth in the absence of salinity, using one or more growth variables. The analysis of
growth data indicated variability among clones both in terms of growth and salt tolerance.
Salt tolerance ranking using one or more variables shed similar results. Genetic variability
among clones was assessed by inter simple sequence repeat analysis (ISSR). The
variability detected in this study suggests the collected plants could be adequately used in
a breeding scheme to increase salt tolerance in this species.

Key words: Panicum coloratum, salt tolerance, phenotyping, ISSR molecular markers,

phenotypic and genotypic variability
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CAPITULO1

INTRODUCCION GENERAL

Panicum coloratum L var. coloratum es una especie graminea C4 perenne de
crecimiento estival, nativa de Africa oriental, adaptada a zonas subtropicales y tropicales,
(Armando et al.,, 2013). La produccién promedio de materia seca por afio es de
aproximadamente 8 ton/ha y proporciona valores de proteina cruda superiores a 14% en la
estacion estival (diciembre) en Argentina. Las principales caracteristicas de esta forrajera
son su resistencia a sequia y a heladas (Petruzzi et al., 2003), su adaptacion a una amplia
variedad de suelos y condiciones climaticas (Armando et al., 2013) y se considera una
alternativa interesante, a ser utilizada en zonas con restricciones climaticas y edaficas para

la agricultura, adonde la ganaderia ha sido desplazada (Stritzler, 2008).

En Argentina 7,8 millones de hectareas estan sembradas con pasturas forrajeras. De los
cuales 1,4 millones son cultivadas con gramineas tipo C4 y 130.500 hectéareas estan
sembradas con P. coloratum. Esto significa que P. coloratum representa el 9,3% de las
pasturas de estacion calida y el 1,7 % de la superficie total destinada al uso de pastos
forrajeros (INDEC, 2002), la baja adopcion de esta especie por los ganaderos se atribuye a
la dificultad durante el establecimiento y a la baja disponibilidad de semillas en el
mercado. Por ello, su incorporacion dentro de programas de mejoramiento genético es
importante (Armando et al., 2013) para lograr cultivares con mejores caracteristicas
productivas en ambientes con restricciones climaticas y edéaficas. EI mejoramiento
genético de pasturas basado en el aumento de la produccién de forraje, la mejora en la
calidad y en el incremento de tolerancia a estreses bioticos y abiodticos, como la salinidad
(Rasmussen et al., 2010), lo cual requiere de técnicas eficientes que permitan identificar

variabilidad genética (Munns y James, 2003).

La salinidad es considerada una seria restriccion a la productividad agricola ya que el
rendimiento de la mayoria de los cultivos disminuye cuando la conductividad eléctrica del
agua del suelo supera los 4 dS/m (Maas y Hoffman, 1977; Tester y Davenport, 2003;
Munns y Tester, 2008). Durante la década del 80, se concluyo6 que la salinidad afectaba la

fisiologia de la planta y se identificaron plantas con tolerancia a elevadas concentraciones



de salinidad a las que se denominaron haléfitas, observandose ademas diferentes niveles
de tolerancia entre genotipos dentro de una misma especie (Glenn, 1987). Los diversos
efectos observados a distinta escala de salinidad, son el producto combinado de estrés

hidrico, toxicidad ionica y desequilibrio nutricional (Greenway y Munns, 1980).

La salinidad involucra aproximadamente 900x10° ha a nivel mundial (Flowers, 2004;
FAO, 2005). Lamentablemente, no se dispone de informacion sistematizada mas
actualizada. En la regién pampeana de Argentina existen alrededor de 19x10° ha con
algin problema de salinidad. Aungue esta cuantificacion es imprecisa, la extension
estimada es suficiente como para que la salinidad constituya una amenaza para la
agricultura, ya que la mayoria de los cultivos no crecen en condiciones de altas
concentraciones de salinidad (Taleisnik et al., 2008). La necesidad de mejorar la tolerancia
a la salinidad en los cultivos se hace evidente ante una demanda mundial de obtener mayor
cantidad de alimentos, tanto para humanos como para animales, con una mayor eficiencia

del uso de los recursos naturales (Flowers, 2004; Cominelli et al., 2013).

Los cultivares de P. coloratum son considerados poblaciones con cierto grado de
variabilidad genotipica intracultivar. Esto ofrece la posibilidad de seleccionar individuos
que expresan determinados rasgos diferenciales en cuanto a su aptitud productiva o de
tolerancia a estrés abidtico dentro de un cultivar (Young, 1994). La mayoria de las
pasturas perennes poseen capacidad de reproduccion asexual, ya sea por la propagacion
vegetativa o por apomixis. En algunas especies, la reproduccion asexual es el inico modo
de regeneracion, como ocurre en Chenchrus ciliaris L. (Moser et al., 2004). En la mayoria
de los taxones, la reproduccién vegetativa puede ser de tipo facultativa y combinarse con
la reproduccion sexual en cierto grado (Eckert y Barrett, 1993). P. coloratum presenta
polinizacién de tipo cruzada, la forma de diseminacion mas comun es por semillas pero
también puede ser por rizomas cortos que tienen capacidad de emitir raices cuando los

nudos entran en contacto con el suelo (Petruzzi et al., 2003).

Se reconocen principalmente dos variedades P. coloratum var. coloratum y P.
coloratum var. makarikariense, sin embargo una tercera variedad P. coloratum la var.
kabumlabula también es mencionada en la literatura (Tischler y Ocumpaugh, 2004). El

cultivar 'Klein', perteneciente a P. coloratum var. coloratum, exhibe mayor tolerancia a la



salinidad que el cultivar 'Bambatsi', de P. coloratum var. makarikariense, mostrando
mayor acumulacion de biomasa durante el tratamiento de 200 mM de NaCl en condiciones
de invernadero y se identificd mayor concentracion de K* y mayor relacién K*/Na" en la
parte aérea (Taleisnik et al., 1998). Estas caracteristicas de tolerancia, hace que el cv
“Klein” sea considerado atractivo para explorar variabilidad en tolerancia a la salinidad.
Armando et al. (2013) han recolectado individuos de P. coloratum en distintas partes de
Argentina que presentaron variabilidad genética para caracteres relacionados con la
produccién de forraje y de semillas. Ademas, se han identificado genotipos de la especie
con algun grado de tolerancia diferencial a salinidad (Chen et al., 2005), abriendo la
posibilidad de utilizar esta variabilidad en tolerancia a salinidad en programas de
mejoramiento genético vegetal. Existen lineas de investigacion para el conocimiento de
los procesos fisiologicos involucrados en la tolerancia a estreses abidticos en otras
gramineas como trigo, cebada, arroz, entre otros (Tester y Bacic, 2005). Sin embargo, se
desconocen los mecanismos fisiol6gicos involucrados en tolerancia al estrés salino en P.

coloratum.

Maas y Hoffmann (1977) definen tolerancia a la salinidad en funcién de la reduccion
porcentual del rendimiento en condiciones salinas con respecto a no salinas. Mientras que
Yeo (1983) la define como la capacidad de un individuo de mantener el crecimiento y el
metabolismo en situaciones de estrés por salinidad. En las respuestas a la exposicién a la
salinidad se distinguen aquéllas tempranas, dominadas por efectos osméticos, de las méas
tardias, donde prevalece la respuesta a la incorporacién interna de iones (Greenway y
Munns, 1980; Munns, 1993). El efecto osmético se manifiesta inmediatamente despues de
la exposicion a la salinidad y continGa durante la misma. La segunda fase de respuesta a la
salinidad es especifica de la presencia de iones, se inicia cuando se acumulan iones Na* y
CI" en la planta. Elevadas concentraciones tisulares de Na* y de CI" alteran la estructura de
proteinas, interfieren en la sintesis y en la actividad de enzimas, produciendo sintomas de
toxicidad en hojas maduras que se manifiestan como senescencia. Los mecanismos de
tolerancia durante esta fase estan relacionados con la capacidad de reducir la
concentracion de estos iones en el citosol de las células, mediante la
compartimentalizacion en vacuolas o en células especificas, manteniendo la concentracion
de K" citosolico (Maathuis y Amtmann, 1999) de modo de reducir el dafio metabdlico
(Yeo, 1983; Rajendran et al., 2009).



La excesiva acumulacion de los iones sodio (Na*) y cloro (CI) reducen
significativamente el crecimiento y rendimiento de los cultivo por dafios osméticos e
ionicos (Munns y Tester, 2008). Los efectos osmdticos se observan inmediatamente,
durante la exposicion a la salinidad, resultando tanto en inhibicién de la division y
expansion celular, como en el cierre de estomas (Flowers et al., 1991; Yeo et al., 1991;
Passioura y Munns, 2000; Fricke y Peters, 2002; Munns, 2002; Munns y Tester, 2008). El
estrés idnico provoca senescencia prematura de hojas maduras y sintomas de toxicidad
como clorosis, necrosis (Munns, 2002; Tester y Davenport, 2003; Munns et al., 2006),
aungue concentraciones toxicas toman un tiempo para acumularse antes de comenzar a
afectar las funciones de la planta (Munns y Tester, 2008). Altas concentraciones de Na* a
nivel citoplasmatico, interfieren en la sintesis de proteinas y la actividad enzimética
(Bhandal y Malik, 1988; Blaha et al., 2000). Ademas, pueden considerarse toxicas ya que
podrian competir por los mismos lugares que el K* en las funciones celulares. Alrededor
de 50 enzimas son activadas por K*, donde el Na* no puede sustituirlo. Altos niveles de
Na’ o alta relacion Na'/K" pueden provocar disturbios en diversos procesos enzimaticos
(Tester y Davenport, 2003).

Una de las caracteristicas claves de tolerancia a la salinidad suele ser la capacidad de
mantener una alta relacion de K*/Na" a nivel del citosol en las células vegetales (Chen et
al., 2005). Se considera “alta” cuando la concentracion de K* excede a la de Na*, es decir
cuando la relacion K*/Na* > 1 (Maathuis y Amtmann, 1999), la cual permite mantener el
normal metabolismo celular. En condiciones de salinidad la relacion K*/Na" normalmente
cae a valores menores a 1. La relacion K*/Na" en los tejidos vegetales, a menudo se ha
sugerido como una herramienta potencial para la deteccién de tolerancia a salinidad (Chen
et al., 2005). En hojas de trigos tetraploides y hexaploide, se ha encontrado variabilidad
genética respecto a esta caracteristica cuando las plantas se encuentran en condiciones de
salinidad (Tester y Davenport, 2003). Se conoce que la P. coloratum var. coloratum
presentd mayor concentracion de K* en hojas que la P. coloratum var. makarikariense en
condiciones de salinidad, relaciondndose esta caracteristica con la tolerancia a la salinidad
(Taleisnik et al., 1998). Sin embargo se desconoce si existe 0 no variabilidad genética en

este caracter dentro de P. coloratum var. coloratum.



La fenotipificacion se ha definido como la accion de describir un conjunto de
organismos por sus caracteres (Walter et al., 2012). Cuando se trata de especies forrajeras,
se hace referencia comunmente al crecimiento en biomasa y/o la productividad, a la
arquitectura de planta, la calidad, la duracién de las etapas fenoldgicas de la planta, entre
otros caracteres fenotipicos. Identificar los mecanismos fisioldgicos involucrados en el
control de tales caracteres, permite seleccionar genotipos con caracteristicas deseadas
como materiales potenciales para ser incorporados en programas de mejoramiento

genético vegetal.

Convencionalmente, la tolerancia a la salinidad se cuantifica comparando el peso de
las plantas que crecen en condiciones de salinidad con el peso obtenido de plantas que se
han desarrollado en condiciones no salinas (Rajendran et al., 2009), durante un periodo de
tiempo lo suficientemente prolongado para que las plantas expresen sus mecanismos de
tolerancia (Munns, 2010). EIl tiempo necesario para que las plantas muestren diferencias
fenotipicas de tolerancia a la salinidad no es preciso, por lo que el tiempo que la duracion
de los ensayos debe definirse (Munns, 2002). Sin embargo, es factible que la fase iénica
de la salinidad se inicie antes en plantas susceptibles o0 que se inicie cuando las plantas
crecen en condiciones de elevada concentracion salina (Munns, 2010). Se desconoce el
tiempo necesario que debe transcurrir para encontrar diferencias de tolerancia a la

salinidad entre genotipos de P. coloratum.

En la actualidad las técnicas de fenotipificacion utilizan metodologias rapidas, eficaces
y se realizan en ambientes con temperatura, humedad y radiacion controlados (Walter et
al., 2012). Existen también dispositivos automaticos disefiados para la deteccién de area
foliar total y diversos caracteres morfoldgicos tales como altura de la planta, ancho de
copa, area foliar total, nimero de hojas y/o forma del dosel de la planta, han sido usados
originalmente en plantas modelo como Arabidopsis thaliana. Estas técnicas se han
mejorado en los uUltimos afios y pueden ser usadas en otras especies, entre ellas las
forrajeras. Por otra parte, diversas mediciones fisiologicas, como la de dafio celular, el
contenido de clorofila y la fluorescencia de la clorofila constituyen herramientas
ampliamente utilizadas para caracterizar las respuestas al estrés en plantas (Munns, 2010).

En conjuncion con las anteriores, permiten diferenciar susceptibilidad entre genotipos. Por



otro lado, herramientas de fenotipificacion actuales incluyen los andlisis automatizados de

transcriptémica, protedmica, metabolémica e ionémica.

Durante los ultimos 50 afios, los ensayos de tolerancia a la salinidad en distintas
especies aportaron informacion valiosa y protocolos de caracterizacion que fueron
variando en el tiempo. Antes de la década del 80, los ensayos para cuantificar la tolerancia
a la salinidad en forrajeras se basaron en la caracterizacion de un gran nimero de especies
en condiciones experimentales no controladas (Albert y Popp, 1977; Briens y Larher,
1982; Gorham et al., 1980; Glenn, 1987). Luego, las lineas de investigacion se focalizaron
en la evaluaciéon de un gran nimero de especies bajo condiciones experimentales de luz,
temperatura y concentracion salina controladas (Ahmad et al, 1981a; Ahmad et al, 1981b;
Dudeck y Peacock, 1985; Gorham et al., 1984; Glenn, 1987). Estos experimentos se
hicieron con el objetivo de encontrar plantas forrajeras promisorias en condiciones de
salinidad. Como ejemplo, se puede citar el trabajo de Glenn (1987) donde se evaluaron en
invernadero 25 especies, entre ellas haldfitas y glicofitas con suplementacién de NaCl en
niveles de 0, 180 y 540 mM. En todos los casos, las plantas crecieron mejor en ausencia de
salinidad, dado que en presencia de salinidad tuvieron mayor concentracion de Na* y
menor de K, al igual que menor contenido hidrico de los tejidos en comparacion con las
plantas en condiciones de control o sin suplementacién de NaCl. Se conoce que la especie
P. coloratum posee cierta tolerancia a la salinidad, con respecto a otras especies forrajera,

aunque se desconoce el rango de tolerancia.

La cuantificacién de la tolerancia a la salinidad es compleja, entre otras cosas, porque
existen variaciones durante el ciclo de vida de las plantas que hacen variar los
mecanismos de defensa a dicho estrés (Shannon, 1987). Para el caso del arroz, los
componentes del rendimiento son mas susceptibles a la salinidad que el crecimiento
vegetativo (Zeng y Shannon, 2000). En cambio en tomate, la tolerancia a la salinidad
durante la germinacion no se relaciona con la capacidad de crecimiento vegetativo en
condiciones salinas (Foolad y Lin, 1997). Sin embargo se desconoce la etapa de
crecimiento que presenta mayor susceptibilidad a la tolerancia a la salinidad en P.
coloratum. Las etapas de implantacién y establecimiento de pasturas se consideran como
las de mayor sensibilidad a las adversidades del medio ambiente, siendo critica en

ambientes con restricciones edafoclimaticas. La implantacion incluye la germinacion y la



emergencia de las plantulas, mientras que el establecimiento de las mismas hace
referencia la cantidad de plantas logradas desde la siembra. Esta Ultima etapa esta
condicionada por varios aspectos del medio (Di Nucci de Bedendo y Sevilla, 2011), por
ello, en este trabajo de tesis se plantea evaluar la tolerancia a la salinidad en P. coloratum

durante la etapa de crecimiento vegetativo inicial.

La evaluacién conjunta de caracteres fenotipicos y genotipicos constituye el primer
paso hacia la identificacion de variabilidad en materiales bajo estudio (Garcia et al., 2007).
La aplicacion de la tecnologia de marcador molecular puede mejorar la eficiencia y
precision de proceso de mejoramiento (Kaushik et al., 2003). Tienen la ventaja de poder
ser aplicados sobre semillas o en plantulas permitiendo identificar variabilidad genética en
grandes colecciones de germoplasma, de manera rapida y especifica (Munns y James,
2003). Estos constituyen una herramienta precisa para cuantificar la diversidad genética en

plantas y han sido utilizados en otras gramineas forrajeras, inclusive del género Panicum.

La técnica Inter Simple Sequence Repeat (ISSR), es muy utilizada en el mejoramiento
genético de plantas y se ha empleado en numerosas especies forrajeras para estudios de
diversidad genética (Dangi et al., 2004). Respecto a Panicum coloratum var. coloratum
hay informacion del uso de marcadores ISSR, que permitieron diferenciar colecciones de
distintas procedencias (Tomas et al., 2011). Resultados preliminares de Barrios et al.
(2010) indican que existe variabilidad intracultivar en colecciones de P. coloratum
recolectados de diferentes regiones de Argentina. Esta técnica ademas permite tipificar
polimorfismo de poca cantidad de pares de bases asi como el estudio de poblaciones a
nivel de subespecie, no requiriendo informacion previa de secuencia de DNA, por lo que
resulta de facil implementacion. Es util en areas de estudio de diversidad genética, en
filogenia, en el etiquetado de genes, en el mapeo del genoma y en el anélisis de la
evolucion biologia en una amplia gama de especies de cultivo (Reddy et al., 2002). Esta
técnica tiene ciertas ventajas, entre ellas la alta reproducibilidad debido al uso de
iniciadores largos. La region de amplificacion ha tenido, evolutivamente, una tasa de
cambio considerablemente mayor que el resto del DNA, por lo que la probabilidad de
identificar polimorfismo en estas secuencias es alta (Pa&akinskiene et al., 2000; Bornet y
Branchard, 2001; Reddy et al., 2002; Budak et al., 2004; Martins et al., 2004; Poulin et
al., 2005).


http://link.springer.com/search?facet-author=%22B.+Bornet%22
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En esta tesis se usaron dichos marcadores ISSR, ampliamente utilizados para
determinar diversidad intra e inter gendmica, ya que revelan variaciones en regiones
particulares del genoma de varios loci simultaneamente (Blair et al., 1999; Zietkiewicz et
al., 1994, Kaushik et al., 2003). Entre sus ventajas, estos marcadores se consideran una
técnica rapida y especifica, que permite el estudio de poblaciones a nivel de subespecie, no
requiriendo informacion previa de secuencia de DNA de la especie (Bornet y Branchard,
2001), como ocurre para el caso de los clones de P. coloratum, por lo que resulta de facil
implementacion. Esta técnica es altamente informativa (Reddy et al., 2002), econ6mica y
sencilla en el analisis de la diversidad genética de gramineas (Padakinskiene et al., 2000).
Son marcadores altamente polimorficos y robustos y tienden a distribuirse de manera
uniforme en los genomas de las plantas, aunque son de tipo dominantes (Casasoli et al.,
2001; Venkateswarlu et al., 2006). Los marcadores ISSR producen la amplificacion del
ADN a través del producto de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR de sus siglas
en inglés Polymerase Chain Reaction). Los iniciadores son di-nucleétidos, tri-nucledtidos,
tetranucleétido o penta-nucledtido. Ademéas pueden ser no anclado o anclado en los
extremo 3' 0 5' con una a cuatro bases degeneradas, extendido la secuencia a la cual
flanquean (Zietkiewicz et al., 1994). Los iniciadores utilizados en la técnica basada en
marcadores ISSR, se denominan no anclados. Son marcadores multilocus usando como
cebador a microsatélites (Bornet y Branchard, 2001). Sin embargo, estos marcadores
presentan algunas limitaciones, entre ellas que los fragmentos de igual peso molecular
entre muestras pueden no tener la misma secuencia molecular de nucleétidos, por lo que el
polimorfismo puede ser conocido s6lo si los fragmentos son extraidos del gel y
posteriormente secuenciados (Reddy et al., 2002).

En este trabajo de tesis se propone identificar variabilidad fenotipica para tolerancia a
la salinidad en genotipos de P. coloratum var. coloratum Yy caracterizarlos

genotipicamente por medio de marcadores ISSR.



HIPOTESIS

1. La identificacion de individuos de Panicum coloratum var. coloratum con
tolerancia diferencial a la salinidad durante la etapa de crecimiento vegetativo inicial, se

lograra a través de la observacion de caracteres fenotipicos.

2. La variabilidad fenotipica para tolerancia a la salinidad que presentan los
individuos de P. coloratum var. coloratum, se relacionara con la alteracién de la

acumulacion diferencial de Na* en hoja.

3. La variabilidad fenotipica para tolerancia a la salinidad presente en los individuos
de P. coloratum var. coloratum, se correlaciona con variabilidad genotipica, observable

por medio de marcadores moleculares de ISSR.

OBJETIVO GENERAL

Identificar variabilidad intracultivar para tolerancia a la salinidad en P. coloratum var.

coloratum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir un criterio de fenotipificacion que permita la identificacion de individuos
de P. coloratum var. coloratum adaptados a las condiciones de salinidad durante la etapa

de crecimiento inicial.

2. Determinar la concentracion foliar de sodio (Na*) en individuos de Panicum

coloratum var. coloratum y relacionarlo con la tolerancia a la salinidad.

3.  Caracterizar la variabilidad genotipica en la coleccion en estudio y verificar su

correspondencia con la variabilidad fenotipica.



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL ORIGINAL Y PRODUCCION DE
ESTOLONES ENRAIZADOS (CLONES) PARA LA
FENOTIPIFICACION

En enero del 2009 se recolectaron 16 matas de Panicum coloratum var. coloratum de la
localidad de Chascomds, provincia de Buenos Aires, de un lote ubicado a una latitud de
35° 24" 48" Sy 57° 43°12"" O de longitud, implantado cinco afios antes sobre un suelo
Natracualf tipico. Las matas fueron elegidas por permanecer verdes, luego de haber
sufrido periodos de intensa sequia, ya que las precipitaciones totales durante 2007 fueron
semejantes al promedio historico de los Gltimos 20 afios, mientras que en 2008 y 2009
llovid aproximadamente un 35 % menos coincidente con el periodo primaveral (Grecco,

2011). Los materiales recolectados fueron denominados P1 hasta P16.

La multiplicacion del material se realiz6 en invernadero, separando macollos de matas
originales. Estos se colocaron en vasos de 750 ml, con vermiculita gruesa para promover
el enraizamiento. Fueron regados cada dos dias con agua corriente y una vez a la semana
con solucién nutritiva. De esta forma, se obtuvieron esquejes de cada una de las plantas
originales recolectadas en Chascomus, a los que haremos referencia desde aqui en
adelante como “clones” o “materiales”, que fueron caracterizados fenotipicamente a través

de las variables de crecimiento vegetativo, descriptas a continuacion.

La caracterizacion de los clones para tolerancia a la salinidad se realiz6 sobre mesadas
bajo condiciones controladas de invernadero. Esté cuenta con paredes de policarbonato e
iluminacién suplementaria, programada con ciclo 16/8 horas de luz/oscuridad. Estos ciclos
fueron suministrados a través de lamparas de halogenuro metalico HQI de 400W. Ademas
se registraron valores de temperatura (°C) minima, media y maxima, de radiacion
fotosintéticamente activa (photosynthetic active radiation, PAR, u mol/m**s) y de
humedad relativa (%HR), por hora y por ensayo, mediante un logger de nombre comercial

Cavadevices. La temperatura media en el invernadero fue de 24,5 °C +/- 2,8 ° C.
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Para la fenotipificacion se seleccionaron esquejes de tamafio homogéneo, con dos hojas
desarrolladas, sin macollos y de 0,40 g de peso promedio. Los mismos se dispusieron en
macetas de cafio de PVC de 55 mm de didmetro y 330 mm de alto, el sustrato que se usé
fue una mezcla de una parte de arena gruesa de rio (previamente lavada) y dos partes de
perlita. Las macetas fueron dispuestas en tres bandejas de 59,5x40x18,5 cm, en cada
bandeja se ubicaron 60 macetas. Los clones fueron ubicados de acuerdo a una distribucion
al azar, que fue la misma para cada uno de los tratamientos de salinidad, ubicados en

bandejas separadas, y se usaron siete repeticiones por clon y por tratamiento.

La caracterizacion de cada clon fue evaluada bajo tres tratamientos, un tratamiento sin
el agregado de salinidad (control) y dos niveles de salinidad (200 mM y 400 mM de
NaCl). El nivel de salinidad final de cada bandeja se logré6 mediante de incrementos
sucesivos de 50 mM NacCl, disuelto en solucién de Hoagland (0,5 x) (Hoagland y Arnon,
1950). Las macetas se regaron una vez por semana con 200 ml de solucion. Después de
cada riego se corrobord la concentracion de las soluciones midiendo la conductividad
eléctrica (CE) del drenaje por bandeja seleccionando macetas al azar dentro de la bandeja,

utilizando un termo/ conductivimetro digital de mesa marca Altronix, modelo CTX-II.

Dado que el espacio fisico del invernadero era limitado , no pudo realizar la
caracterizacion de los 16 clones simultdneamente. Para acomodar suficientes repeticiones
de cada clon y los tratamientos en el invernadero, los clones tuvieron que ser caracterizado
en ensayos sucesivos. Para fines de comparacion entre ensayos sucesivos, se incluyeron

dos clones comunes: P4 y P15 (Tabla 2. 1), que surgieron de los resultados del primer

ensayo.
El protocolo de riego de los ensayos I, 11, 11I, IV y VI fue de tipo manual, con un riego
semanal (I, I1, 111, 1V) y dos riegos semanales (VI), mientras que durante el ensayo V, el

riego se realizd6 mediante un sistema de hidroponia automatico. Este sistema permitio el
ascenso de la solucion nutritiva desde la base de las macetas de PVC hasta el borde
superior, permaneciendo asi durante 12 minutos al cabo de los cuales la solucion dreno
hacia un deposito. Este ciclo se repitié ocho veces al dia, con intervalos de dos horas. Esta
variacion en el sistema de riego, permitio que el sustrato de las macetas estuviese a

capacidad de campo de manera constante.
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La fenotipificacion se hizo en la etapa de crecimiento vegetativo inicial. La cosecha del
material vegetal producido por cada clon, se realiz6 a los 600-650 grados dias (GD)
aproximadamente, considerando 10 °C la temperatura base de la especie (Ferri et al.,
2006). El crecimiento en esta etapa se corresponde con la etapa de implantacion y
concuerda con una de las etapa mas sensible a las adversidades del medio ambiente en
relacion con la etapa de germinacion de la semilla y las etapas fenoldgicas posteriores (Di
Nucci de Bedendo y Sevilla, 2011).

Durante los ensayos se midieron las siguientes variables fenotipicas:

Numero de hojas y macollos (NH y NM): se cuantificaron nimero de hojas y macollos

dos veces por semana.

Tasa de aparicion de hojas y macollos (TAH GD y TAM GD): La tasa de aparicién fue
estimada como la pendiente de la relacion entre el numero de hojas y de macollos

aparecidos en un periodo de tiempo medido en grados dias.

Al momento de la cosecha se midieron: peso fresco aéreo (PFA), peso fresco radicular
(PFR) y peso seco total (PST); para lo cual se separd la parte aérea de la radicular, se
pesaron por separado y juntas. Luego se colocaron en estufa a 70 °C durante tres dias hasta
peso constante, obteniendo el peso seco aéreo (PSA), radical (PSR) y total (PST). Con
estos datos se calcul6 la razon aérea radical.

En cada ensayo, se calcul6 la magnitud relativa de cada variable en salinidad con
respecto a su control (ausencia de salinidad), para cada repeticién, dividiendo el valor de
la variable por la media de la misma en condiciones control, en ese clon y se multiplicd
por 100. Eso generd una serie de datos relativos al control, para cada clon y condicion de

salinidad, por ensayo.

Se determind la concentracion de iones Na® y K* en la primera lamina crecida en
condiciones de salinidad durante la cosecha del ensayo. Para ello, se extrajeron tres
muestras por clon. Cada lamina se dividio en tres secciones y la concentracion de iones se
cuantifico en la seccion apical. Las muestras fueron cosechadas y puestas en 1 ml de 0.1 N
de HNOa. La concentracion de Na* se determind en las muestras digeridas a través de un

fotémetro de llama.
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Tabla 2. 1. Resumen por ensayos.

Temperatura Radiacion Duracion Variables
Ensayos Tratamientos Clones  promedio PAR de
0 . del ensayos T
(°C) promedio crecimiento
P4, P5, P8, NH, NM,
. onn. P9, P13, PSA, TAH
I 0; 200; 400 P14, P15, 29,75 379,33 567 (23) GD, TAM
P16 GD
P1,P2P NH, NM,
. 200 3,P4,P7, PSA, TAH
I 0; 200; 400 P10, P11, 26,37 234,54 632 (34) GD. TAM
P15 GD
NH, NM,
200 P4, P6, PSA, TAH
Il 0; 200; 400 P12 P15 22,23 nd 682 (44) GD. TAM
GD
P2, P3, P4, NH, NM,
. 200 PS5, P8, P9, PSA, TAH
v 0; 200; 400 P12 P14 26,6 213,56 819 (34) GD. TAM
P15, P16 GD
P3, P4, P5, NH, NM,
_ P9, P12, PSA, TAH
V 0; 200 P14, P15, 254 nd 664 (41) GD. TAM
P16 GD
VI 0; 200 P14, P15, 26,32 478,35 480 (30) ’
GD, TAM
P16 GD

Nota: Tratamientos en concentracion salina (0, 200 y 400 mM NacCl), materiales (clones)
que participaron en cada ensayo; temperatura promedio (°C); radiacion promedio durante
el ensayo PAR: p mol/m®*s; duracion de los ensayos desde el trasplante a la cosecha
medidos en grados dias (GD) y dias (d). Variables de crecimiento cuantificadas PSA: peso
seco aéreo; NM: namero de macollos (M/planta); TAM GD: tasa de aparicion de macollos
GD (NM/ GD); NH: namero de hojas (H/planta); TAH GD: tasa de aparicion de hojas GD
(NH/GD). nd: no hay dato.
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Analisis de datos fenotipicos

Los resultados de las mediciones de las variables fenotipicas, tanto los datos
absolutos como los relativos (proporcion de la variable en condiciones de salinidad con
respecto a condiciones no salinas), fueron sometidos a un analisis de la varianza
(ANAVA). En todos los casos se corroboraron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, recurriendo a modelos lineales para contemplar el
incumplimiento de estos. Ademas, todas las variables, por ensayo y por nivel de
salinidad, fueron incluidas en analisis multivariado de componentes principales (ACP).
Este ultimo se hizo tanto para datos absolutos como relativos. Las componentes
principales (CP) generadas son un conjunto de variables sintéticas que resultan de la
combinacion lineal de las variables originales, previamente estandarizadas
multiplicadas por los autovectores (e). Los coeficientes que acompafian a cada una de
las variables originales estandarizadas para formar la CP permiten identificar la
contribucion de cada una a la variabilidad entre los clones. Cada CP tiene asociado un
autovalor (AV) que indica la porcién de la variabilidad total explicada por dicha
combinacion lineal. La CP que explica la maxima variabilidad es denominada CP1, la
segunda componente que explica menos variabilidad que la CP1 pero mas que la
siguiente es denominada CP2 y asi sucesivamente (Johnson y Wichern, 1998). Los
autovectores (e), junto al valor del CP1 fueron usados para el célculo de los indices “de
éxito de crecimiento inicial” (IP) y "de tolerancia relativa" (IT) (descriptos mas

adelante).

Finalmente, los datos de crecimiento y de tolerancia de los clones fueron agrupados
segun su similitud/disimilitud en ausencia y presencia de salinidad y porcentaje
respecto al control, utilizando la técnica multivariada de analisis de conglomerados.
Todos los andlisis de datos fueron procesados con el software estadistico InfoStat (Di
Rienzo et al., 2013), Info-Gen (Balzarini y Di Rienzo, 2013) y con el paquete R (R
development core team, 2010) en su interface con InfoStat e Info-Gen.
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INDICE DE EXITO DE CRECIMIENTO INICIAL (IP) E INDICE
DE TOLERANCIA RELATIVA (IT)

Para poder comparar los sucesivos ensayos entre si, eliminando posibles fuentes de
variabilidad, los resultados de todos los clones fueron comparados, por ensayo, con uno
de los clones comunes, utilizando los datos generados por el ACP. El indice IP resume
el comportamiento de los clones a través de todas las variables fenotipicas referidas al
crecimiento durante la implantacion. Para su célculo, se utilizé el valor promedio por
clon y por ensayo de cada una de las variables (férmula 2.1). Al valor promedio de cada
clon, se le rest6 el promedio de uno de los clones comunes. El valor absoluto de la
diferencia es el desvio de un clon respecto al clon comun de ese ensayo. Luego, la
diferencia se dividio por el promedio del clon comUn de esa variable. De esta forma se
obtuvo el comportamiento relativo de cada clon respecto al clon comdn de dicho
ensayo. Esta comparacion, de cada clon con respecto a los clones comunes del ensayo
se realiz6 independientemente con ambos clones comunes (P4 y P15) y por ensayo.
Este valor obtenido indica si el valor promedio para esa variable, en ese clon particular,
en ese ensayo, estuvo por encima o por debajo del clon comdn. Este indicador ademas
fue multiplicado por el valor del autovector (e) (ACP). Luego, los indicadores
calculados para cada variable fueron sumados a través de todos los clones, de manera
tal, que los materiales con mayor variabilidad y mayor diferencia respecto al clon
comun presentara los valores mas altos de IP, tanto negativos como positivos.
Finalmente, cada indicador fue ponderado por la variabilidad explicada al combinar
todas las variables relacionadas con el crecimiento simultaneamente a traves de todos
los clones, este ponderador es el autovalor obtenido del ACP (CP1). El indice, se
expresa de la siguiente manera (férmula 2. 1):

P

P ‘)?VP;—X i

IP%) =| > x—F’ CP1|e |.100 (Formula 2.1)

i-1 v

Donde XPes el promedio para el i-ésimo clon, con i=1,..,P, para la n-ésima
variable (v), X['es el promedio para el clon comin (j-ésimo clon) para la misma

variable. CP1 es el coeficiente obtenido por combinacion lineal del autovector (e),
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obtenido para cada variable por el valor correspondiente de la variable en un clon

determinado.

El IT se calcul6 de la misma manera que IP, es decir, es un indicador relativo al clon
comparado. Pero, para este caso, la comparacion de cada clon es relativa al

comportamiento del mismo clon sin salinidad (control).

Este indice representa la tolerancia a la salinidad de cada clon, respecto a la
tolerancia de un clon comdn que no ha sido sometido a salinidad. También presenta
valores negativos y positivos que indican que el clon presentd una tolerancia superior o

inferior al control (formula 2.2).

cPlle 100 (Férmula 2.2)

Donde X" es el promedio para el i-ésimo clon, con i=1,..,P, para la n-ésima variable

(v), X es el promedio para el clon comin (j-ésimo clon) para la misma variable. CP1

es el coeficiente obtenido por combinacion lineal del autovector (e), obtenido para cada

variable por el valor correspondiente de la variable en un clon determinado.

CARACTERIZACION GENOTIPICA DE MATERIALES DE P.

coloratum var. coloratum

Los clones de P. coloratum se caracterizaron genotipicamente mediante el analisis
de marcadores moleculares ISSR. La extraccién de DNA se hizo a partir de dos laminas
de tejido fresco pertenecientes a plantas crecidas en invernadero en condicion de no
salinidad. Se sigui6 el protocolo CTAB, descripto en Assefa et al. (2003). Las hojas
fueron homogeneizadas usando mortero y pilén sobre hielo, adicionando 700 pl de
buffer de extraccion (2,5 ml Tris-HCI 50 mM pH 8; 1 ml EDTA 10 mM pH 8; 1 ml
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NaCl 100 mM; 35 uL B-mercaptoetanol 10 mM) y docecilsulfato sédico (SDS) al 10
%. La solucién se incubd a 65 °C durante 20 min. Luego, se adicionaron 200 ul de
acetato de potasio 5 M (pH 4,8) y se incubd en hielo durante 20 min. Se centrifugo a
13000 rpm por 20 min y se colectd el sobrenadante, se centrifugd nuevamente a la
misma velocidad durante 10 min, sacando nuevamente el sobrenadante. Se agregaron
700 pl de isopropanol y se incubd por 10 min a -20 °C. Esta ultima solucién se
centrifugd durante 4 min a 13000 rpm y se extrajo el DNA depositado en el fondo del
tubo. Se realizé un lavado adicionando 600 pl de etanol 70 %, se centrifugd 4 min a
13000 rpm, se descartd la fase liquida y se repitio este paso. Se extrajo el alcohol y se
dejo secar el pellet en estufa. Por Gltimo, se adicionaron 80 pl de TE 1X (10 mM Tris
Base, 2 mM de EDTA, PH 8), se disolvié el pellet, dejandolo en estufa por 30 min. Se
verifico la calidad del DNA en geles de agarosa al 1,5 %, tefiidos con una solucion de
bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador de tipo Benchtop UV
Transilluminator, UVP. También se mididé la concentracion de DNA utilizando

Nanodrop (Nanodrop 2000 SpectropHotometer, Thermo Scientific).

Se usaron 12 iniciadores que contaron con una secuencia repetida de entre 16 a 25
pb, que amplificé multiples fragmentos localizados entre microsatélites (Zietkiewicz et
al., 1994). Las amplificaciones de PCR se realizaron en un Termociclador LongGene
Scientific Instruments Co., Ltd. L series Thermal Cycler, Model MGL96G (\Versién
2.0). Para la reaccion de amplificacion se usaron 23 pl buffer (17,125 ul de agua; 2,5 pl
buffer; 1ul MgCl; 0,5 ul BCA; 0,5 pul DNTP; 1,25 pl iniciador; 0,125 pl DNA
Polimerasa) y 2 ul de DNA. Se adiciond en cada gel de agarosa un control negativo,
solucion sin ADN. EIl programa del termociclador siguié la siguiente secuencias de
temperaturas: una desnaturalizacion inicial de 94°C por 1min 30 s y un paso final a 72
°C por 5 min; con 39 ciclos intermedios de 94 °C por 40 s; 52 °C por 45 sy 72 °C por 1
miny 30 s.

A continuacion se muestra la nomenclatura de cada iniciador (en ndmeros) y su

secuencia con las letras respectivas de los nucledtidos que lo conforman:
14: (CAC) 4GC; 17: (ACTG)4;

4: (GA)T,; 5: (AG); TC;
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8: (GTG)3C; 7: (CT)s TG;

9: (CAA)s; 11: (ACC)s.
16: (GACA)4; 13: CAA(GA)
20: (ACTG), ACCG (ACTG); 12: (AGA)s

Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis a 80 V durante
90 min, en geles de agarosa al 1,5 % (peso/v) en una solucion amortiguadora de TBE
0,5 X (0,0447 M acido borico, 0,0445 M Tris Base, 0,001 M de EDTA, PH 8). Se tifid
en una solucién de bromuro de etidio (0,5 pg/ml) a 80 V por 1h 30m para la tincion del
gel. En cada gel se corri6 un marcador de peso molecular Ladder 100 pb, PB-L
Productos Bio-Logicos. Los geles fueron visualizados con el transiluminador citado
anteriormente. Los perfiles ISSR fueron registrados para cada clon como caracteres
discretos. Se generaron matrices de presencia y ausencia de bandas, de dimension nxp,
donde n representa la cantidad de clones genotipados por ISSR (16 clones) y p la
cantidad de marcadores utilizados para la genotipificacion (12 ISSR).

Analisis de datos genotipicos

Con la amplificacién de los iniciadores se pidieron medidas resumen para describir
a los iniciadores usados. Los perfiles genotipicos registrados para cada clon fueron
sometidos analisis multivariado de conglomerado y andlisis de coordenadas principales,
de esta forma se identificaron agrupamientos entre clones de acuerdo a la variabilidad
genotipica. Para estos andlisis se utiliz6 el programa InfoGen (Balzarini y Di Rienzo,
2013). La relacion entre la matriz de distancia genética generada por los iniciadores
ISSR y los agrupamientos fenotipicos entre clones en condiciones de control, 200 mM
NaCl y % control explicados anteriormente, utilizando el programa InfoGen (Balzarini
y Di Rienzo, 2013). Asimismo se hizo un analisis de varianza molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992), la prueba de correspondencia de Mantel (Mantel, 1967).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

IDENTIFICACION DE CLONES COMUNES A SER INCLUIDOS
EN LOS DEMAS ENSAYOS

En el ensayo | se caracterizaron ocho de los 16 clones bajo estudio: P4, P5, P8, P9,
P13, P14, P15 y P16, y en base a los resultados de este ensayo se eligieron dos clones a

ser incluidos en todos los ensayos subsiguientes.

En ausencia de salinidad, se pudo observar que hubo variabilidad en el PSA de los
clones (P<0,001), distinguiéndose los clones P4 y P14 como los de mayor biomasa
(Figura 3.1 A). La salinidad redujo el crecimiento vegetativo (P<0,05), salvo en la
TAM GD (P=0,429) tal como se muestra en la Figura 3.1 C. Tal reduccién fue mayor
en condiciones de estrés severo (400 mM de NaCl) que a 200 mM NaCl y los clones en
general tuvieron un crecimiento similar a este nivel de salinidad. A 200 mM NaCl, el
PSA de los clones P4, P13 y P14 fue muy afectado por salinidad, mientras que en P5,
P8, P9, P15 y P16 lo fue en menor grado. P4 fue el Unico que mostré reduccion en la
variable NM a 200 mM NacCl (Figura 3.1 B). Las variables de NH y TAH GD (Figura
3.1 D y E), en general no fueron diferentes entre clones (P=0,064 y P=0,1907,

respectivamente).

Los valores de las variables en salinidad, relativizados a la condicion control, se
muestran en la Figura 3.2. Tal como se observo con el crecimiento absoluto, estos
porcentajes fueron mayores a 200 mM NaCl que para el estrés mas severo, en la
mayoria de las variables (Figura 3.2). Para ambos tratamientos de salinidad, se pudo
identificar variabilidad en el %PSA de los clones (P<0,0001) (Figura 3.2 A) el cual
oscilé entre 30 % a 70 %; P4 y P15 fueron los de mayor y menor susceptibilidad,

respectivamente.
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Fig. 3.1. Efecto de la salinidad sobre variables de crecimiento vegetativo en clones de P. coloratum var coloratum evaluados en el ensayo |,
en cada panel, las barras indican medias y EE. Variables y numero de repeticiones (n): A. PSA: peso seco aéreo n: (7). B. NM: nimero de

macollos (M/planta) n: 6. C. TAM GD: tasa de aparicion de macollos GD (NM/ GD) n: 7. D. NH: namero de hojas (H/planta) n: 6. E. TAH
GD: tasa de aparicion de hojas GD (NH/GD) n: 7.
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Fig. 3.2. Porcentaje con respecto a la condicién no salina de diversas variables de crecimiento evaluadas en clones de P.coloratum var.
coloratum en el ensayo I. Las barras indican medias y EE. Variables y numero de repeticiones (n): A. PSA: peso seco aéreo (5). B. NM:
namero de macollos por planta (5). C. TAM GD: tasa de aparicién de macollos, medida en GD (4) 4. D. NH: numero de hojas por planta (6).

TAH GD: tasa de aparicion de hojas medida en GD (6).
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Para cada uno de los tratamientos se realizd un analisis de componentes principales
(ACP) con todas las variables de crecimiento simultaneamente. Las componentes
principales 1 y 2 explicaron méas del 70 % de la variabilidad total (Figura 3.3 A, B, C). En
ausencia de salinidad (Figura 3.3 A), las variables analizadas presentaron una alta
correlacion positiva entre ellas, salvo NH, TAH y el cociente A/R. Los clones P4 y P14
fueron los de mayor crecimiento, mientras que los P8, P9, P5 y P15 tuvieron menor
crecimiento. A 200 mM NaCl (Figura 3.3 B) el clon P4 mostr6é una reduccién severa en
crecimiento, ubicdndose alejado de los demés y en otro cuadrante. Es esta condicion los

clones P8, P15 y P5 mantuvieron bajo crecimiento medio.

Respecto a las variables relacionadas al crecimiento de raices, entre ellas PFR, PSR,
PFT, PST y A/R, a pesar de haber tenido aportes similares al resto de las variables en
analisis multivariado de ACP (Figura 3.3), se decidi6 no utilizarlas en posteriores analisis
ya que cuando se hizo la cosecha hubo pérdida de material radical en el sustrato, dificil de
cuantificar (Anexo Tabla 1). Por lo tanto, estas variables no se consideraron para

identificar variabilidad entre clones.

La variable de PFA mostré un vector similar al PSA a la hora de explicar la variabilidad
de las observaciones en los ACP (Figura 3.3 A, B, C). Ademas, ésta podria haber sido
afectada por el contenido relativo de agua de los tejidos en las distintas condiciones de
estrés (dato no tomado durante los ensayos), por lo que no se incluyé en la descripcion del
crecimiento y tolerancia a la salinidad de los clones de P. coloratum var. coloratum. La
descripcion de variabilidad inter clonal se hizo con PSA, NM, TAH GD, TAM GD y NH.

En base a las diferencias en crecimiento, tanto en ausencia de salinidad como en la
respuesta a esta condicion y ademas considerando la facilidad para obtener esquejes, se

decidio utilizar los clones P4 y P15 como materiales comunes en el resto de los ensayos.
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Fig. 3.3. Biplots del Analisis de componentes principales, durante el ensayo I. A. En ausencia de estrées salino. B. 200 mM NaCl, y C. 400

mM NaCl. CP1 Componente principal 1, CP2 Componente principal 2.

Nota: variables, PSA: peso seco aéreo, PFA: peso fresco aéreo, PFR: peso fresco de raices, PSR: peso seco radical, PFT: Peso fresco total,
PST: peso seco total; A/R: aéreo/radical, TAH GD: tasa de aparicién de hojas; TAM GD: tasa de aparicion de macollos; NM: nimero de

macollos y NH: nimero de hoja.
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CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO Y DE LATOLERANCIA
A LA SALINIDAD EN DOS CLONES REFERENTES P4 Y P15

Como se indic6 anteriormente, se hicieron seis ensayos de fenotipificacion. En primer
lugar, se evalud si los clones comunes respondieron de manera similar en todos los
ensayos (Anexo Tabla 3), para comparar los ensayos de forma répida, se graficaron
estrellas multivariadas con las variables de crecimiento (Figura 3.4). En general, los
poligonos resultantes fueron simétricamente similares, tanto para el clon P4 como para
P15, a excepcion del ensayo VI que presentd un patron diferente. La comparacion de los
materiales se llevo a cabo a traves de un ANAVA, incluyendo el ensayo VI (Anexo Tabla
3.B) y sin incluir el mismo (Anexo Tabla 3.A), observando que la inclusion del ensayo VI
al andlisis introdujo diferencias significativas (P<0,05) en PSA'y NM en alguno de los dos
clones. En base a esto, los resultados de crecimiento y el % control se analizaran

solamente en los ensayos | al V.

v vi A.
PSA
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Fig. 3.4. Graficos de estrella para las variables de crecimiento vegetativo, medidas en los
dos clones comunes A. clon P4 y B. Clon P15, en los sucesivos ensayos (I al V1), para los
tratamientos de salinidad 0, 200 y 400 mM NacCl.

Nota: variables, PSA: peso seco aéreo; NM: nimero de macollos; TAH GD: tasa de
aparicion de hojas GD; TAM GD: tasa de aparicion de macollos GD; NH: nimero de
hojas.
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ANALISIS DEL CRECIMIENTO Y TOLERANCIA A LA SALINIDAD
EN16 CLONES DE P. coloratum var. coloratum

En general, el crecimiento y el porcentaje respecto al control de los clones indicaron
tendencias similares entre ensayos observandose una disminucién en el crecimiento
vegetativo por efecto de la salinidad (Anexo Figuras 1 a la 10). Esta disminucion fue aun
mayor a 400 mM NaCl y segun se indicé mas arriba, esta condicion fue eliminada de los
analisis que se muestran a continuacion porque a ese nivel de salinidad no se detectaron

diferencias entre los clones.

En el andlisis de componentes principales (ACP), efectuado sobre los datos de
crecimiento absoluto, el componente principal 1 explicd la variabilidad de los datos en
mas de un 40 % (Tabla 3.1, Anexo Figuras 11, 12, 13, 14 y 15). Los valores de los
autovectores indican que las variables de crecimiento vegetativo tuvieron diferentes
aportes para explicar la variabilidad de las observaciones tanto en ausencia como en
presencia de salinidad, lo que vari6 también por ensayo. Las variables de PSA, NM y

TAM GD tuvieron el mayor peso para diferenciar los materiales.

Este tipo de andlisis también se llevd a cabo con los datos relativos de salinidad con
respecto al control (Anexo Tabla 4) también en estos casos .La CP1 explicé mas del 50 %
de la variabilidad total. Asimismo, al igual que los resultados obtenidos con los datos de

crecimiento absoluto, se identificaron diferentes aportes por variable y por ensayo.
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Tabla 3.1. Autovalores y autovectores del analisis de componentes principales para las variables fenotipicas de clones de P. coloratum var.
coloratum.

Ensayos Clones Salinidad Autovalores Autovectores
(MM NaCl)  CP1 PSA NM  TAHGD TAMGD  NH
P4, P5, P8, P9, 0 0,49 0,4 0,16 0,61 0,61 0,26
| P13, P14, P15,
P16 200 0,57 0,53 0,39 0,26 0,44 0,55
P1, P2, P3, P4, 0 0,78 0,47 0,48 0,44 0,43 0,4
Il P7, P10, P11,
P15 200 0,48 0,53 0,59 0,12 0,59 0,12
0" P4, P6. P12, 0 0,72 0,52 0,28 0,44 0,5 0,47
P15 200 0,46 0,54 0,66 -0,36 -0,02 -0,38
P2, P3, P4, P5, 0 0,4 0,37 0,67 0,11 0,63 -0,04
\Y; P8, P9, P12,
P14, P15, P16 200 0,41 0,45 0,6 -0,16 0,59 -0,25
P3, P4, P5, P9, 0 0,48 0,49 0,61 -0,25 0,56 0,1
\V; 12, P14, P15,
P16 200 0,64 0,51 0,55 -0,39 0,53 0,1

Nota: Ensayos | a V, para los tratamientos de salinidad 0 y 200 mM NaCl, variables: PSA: peso seco aéreo; NM: numero de macollos; TAH
GD: tasa de aparicién de hojas GD; TAM GD: tasa de aparicion de macollos GD; NH: nimero de hojas.
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CRITERIOS PARA JERARQUIZAR LA TOLERANCIA RELATIVA
A LA SALINIDAD ENTRE CLONES

Para la caracterizacion de la tolerancia a la salinidad en los 16 clones, se propusieron
tres criterios utilizando en todos los casos los valores de las variables en estrés como
proporcion de los valores alcanzados en ausencia de estrés (de aqui en adelante, a este
calculo se lo denominara “tolerancia”):

-teniendo en cuenta Unicamente la biomasa aérea,

- teniendo en cuenta en forma conjunta todas las variables de crecimiento

- teniendo en cuenta todas las variables de crecimiento, pero relativizadas a uno de los

clones comunes.

a) Tolerancia a la salinidad basada en el porcentaje de biomasa
acumulada en condiciones de salinidad con respecto de la lograda en

ausencia de estrés (%oPSA)

Como se indica, en este calculo se tomd en cuenta Unicamente el porcentaje de peso
seco aéreo obtenido en condicion de salinidad con respecto a la condicion no salina
(%PSA). Los datos calculados por ensayo fueron incluidos en un unico andlisis. A partir
de las medias ajustadas por un ANAVA, contemplando una varianza por clon, se
obtuvieron los valores medios del %PSA para cada clon (Tabla 3.2). Las diferencias
estadisticamente significativas entre materiales se obtuvieron a posteriori con un test
DGC. Los materiales se ordenaron decrecientemente segln esta variable y se agruparon en
tres categorias segun la misma. El clon P4 fue el menos tolerante y el P15 se ubic6 en una

posicién intermedia, resultando de los mas tolerantes.
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Tabla 3.2. Valores promedios y de EE del peso seco aéreo en salinidad como porcentaje
del peso logrado en ausencia de salinidad, en clones de P. coloratum var. coloratum.

Porcentaje
Clones de peso EE

seco aéreo
P8 68,44 7,19 A
P7 64,99 16,74 A
P5 63,28 6,56 A
P3 61,99 6,83 A
P6 57,11 12,45 A
P9 57,1 5,26 A
P2 54,18 6,61 A
P15 50,99 4,24 A
P1 43,48 7,4 B
P11 43,33 6,78 B
P12 43,23 5,82 B
P16 39,46 531 B
P13 36,21 4,81 B
P10 31,58 5,65 B
P14 31,22 3,31 B
P4 22,67 2,41 C

Nota: letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (valor p<0.05)

b) Jerarquizacion basada en la consideracion de diversas variables de

crecimiento

Para este célculo se consideraron por ensayo los datos de todas las variables de
crecimiento a 200 mM NaCl, relativizadas a su valor en ausencia de salinidad (% peso
seco aéreo, % tasa de aparicion de hojas GD, % tasa de aparicion de macollos GD, %
numero de macollos y % numero de hojas). Con todos estos datos, sin particionar por
ensayo, se realizd un analisis de componentes principales (ACP). Las componentes
principales 1 y 2 explicaron el 80 % de la variabilidad total (Anexo Figura 16). En la Tabla
3.3, los materiales se ordenaron decrecientemente segun la variable sintética CP1. El clon
P4 mostr6 tener uno de los valores menores de CP1, junto con P1 y P10, mientras que P15

se ubicd nuevamente en una posicion intermedia.

28



Tabla 3.3. Componente principal 1 (CP1) de anélisis de componentes principales (ACP),
en clones de P. coloratum var. coloratum.

Clones CP1
P8 4,05
P5 2,53
P9 1,69
P3 0,7
P13 -0,04
P2 -0,16
P15 -0,19
P6 -0,37
P14 -0,43
P7 -0,5
P12 -0,54
P16 -0,58
P11 -0,77
P4 -1,32
P1 -1,72
P10 -2,37

Nota: datos de los ensayos I, II, I, IV y V.

¢) Jerarquizacion basada en la comparacion con un clon comun

Como se indicé en la seccion de Material y Métodos, se calcularon dos indices, uno de
éxito de crecimiento inicial (IP) y otro de tolerancia relativa a salinidad (IT) para comparar
a todos los clones con uno en comdn, incluido en todos los ensayos. Estos indices se
calcularon en cada ensayo para cada una de las condiciones de crecimiento (0 y 200 mM
NaCl). En primer lugar, se realizaron comparaciones con cada uno de estos dos clones
comunes por separado (P4 y P15), a fin de decidir con cual de ellos se trabajaria como
material de comparacién. El célculo de los indices incluyé las variables de crecimiento
vegetativo mencionadas en el apartado anterior, ponderadas en cada ensayo por los valores

de los autovectores para considerar su contribucion a la distincion entre los clones.

La Figura 3.5 Ay B muestra los valores de IP200 e 1T200 con respecto a IP0O, tomando

como base el material P4, y calculados para los ensayos I, I1, 111, IV y V.
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En la Figura 3.5 A se observa que la mayoria de los clones se encuentran en el
cuadrante superior izquierdo, indicando un mayor crecimiento en presencia de 200 mM
NaCl y menor crecimiento en ausencia de estrés, en relacion al clon P4, excepto P14 que
parece tener mayor crecimiento en ausencia de estrés. Al evaluar los IT 200 respecto a P4,
la mayoria de los clones mostraron mayor tolerancia que P4 (Figura 3.5 B). Por lo anterior,
la comparacion de los clones respecto a P4 no permitiria establecer una jerarquizacion
entre los mismos basada en crecimiento (IP) ni en tolerancia, ya que P4 mostro alto
crecimiento en ausencia de salinidad (IP0), superior al resto y relativamente baja
tolerancia a 200 mM NaCl (IT).

Por el contrario, las comparaciones con el clon P15 (Figuras 3.5 C y D) permitieron
detectar diferencias entre los clones. Se pueden distinguir clones como P7, P2, P1, P3 y
P10, con crecimiento inferior a P15 en ausencia de estrés por salinidad, mientras que en
presencia de salinidad su crecimiento fue inferior. Los clones P4 y P14 fueron de
crecimiento superior a P15 en ausencia de salinidad y se distingue a P4 de bajo
crecimiento y tolerancia a 200 mM NaCl respecto a este clon comudn (Figura 3.5 C y D).
El resto de los clones (P11, P8, P9, P5, P13 y 16) se encontraron cercanos a P15 en
crecimiento en ambas condiciones y en tolerancia. Sin embargo, P12, también cercano a

P15 en crecimiento en ausencia de salinidad, tuvo valores de tolerancia superiores a P15.
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Fig. 3.5. Crecimiento y tolerancia relativa de clones P. coloratum var. coloratum en
condiciones de estrés por salinidad vs crecimiento en ausencia del mismo, en los ensayos
I, 11, 11, IV y V. Ay B: relativo al clon 4 (A) crecimiento vegetativo y tolerancia relativa
(B) de los clones en condiciones de salinidad (200 mM NacCl) en relacion al crecimiento
en ausencia de estrés. C y D: relativo al clon 15 crecimiento vegetativo (A) y tolerancia
relativa (B) de los clones en condiciones de salinidad (200 mM NaCl) en relacion al
crecimiento en ausencia de estrés, en los ensayos I, 11, I11.

COMPARACION DE CRITERIOS DE ESTIMACION DE
TOLERANCIA

Al comparar los tres métodos, se pudo observar que dieron resultados concordantes
para varios de los clones (Tabla 3.4). Los clones P8, P3, P5 y P9 se ubicaron
consistentemente en el tercio superior del listado basado en los valores decrecientes de
tolerancia, mientras que P15, P6 y P2 presentaron una tolerancia media de acuerdo a los

tres criterios. Los clones P4, P10 y P16 fueron menos tolerantes que el resto de los clones
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de acuerdo a estos criterios. Sin embargo, se observaron clones con diferentes tendencias

de acuerdo a los diversos criterios, entre ellos P7, P13, P12, P14 y P1.

Tabla 3.4. Ordenamiento decreciente de clones de P. coloratum var. coloratum de acuerdo
a los criterios de estimacion de tolerancia a la salinidad.

Porcentaje de

peso seco CP1 IT
aereo
P8 P8 P5
P7 P5 P3
P5 P9 P8
P3 P3 P9
P6 P13 P7
P9 P2 P12
P2 P15 P2
P15 P6 P11
P1 P14 P14
P11 P7 P15
P12 P12 P6
P16 P16 P1
P13 P11 P16
P10 P4 P13
P14 P1 P4
P4 P10 P10

Nota: CP1 producto de ACP % control de las variables %PSA, %NM, %NH, %TAH GD
y %TAM GD; IT: indice de tolerancia respecto al clon comun P15

ACUMULACION DIFERENCIAL DE IONES K" Y NA" EN LAMINAS
FOLIARES EN CLONES DE P. coloratum var. coloratum

Se observo que la salinidad no afectd la acumulacion de iones de K* en las laminas
foliares de los clones (Figura 3.6) los clones P10 y P13 se eliminaron en la figura ya que
no dieron resultados consistentes. Respecto a la concentracion de este ion, la interaccion
entre clones y tratamientos de salinidad (0, 200 y 400 mM NaCl) no fueron
estadisticamente diferentes (P>0,005). Sin embargo, si se observaron diferencias

significativas entre clones (P<0,005) pero no entre los distintos tratamientos.
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Fig. 3.6. Media y EE de concentracion media de K* en relacion al peso seco.
Nota: en clones de P. coloratum var coloratum. n=3. Ensayos I, II, I1I.

Se observaron incrementos en la concentracion de Na* en condiciones de estrés mas
severo (Figura 3.7). La interaccién entre clones y los tratamientos de salinidad no fueron
estadisticamente diferentes respecto a la concentracion Na® a nivel de lamina foliar

(P>0.005).
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Fig. 3.7. Media y E.E. de concentracion de Na* en relacion al peso seco
Nota: en clones de P. coloratum var. coloratum. n=3. Ensayos I, 11, I11.
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CARACTERIZACION GENOTIPICA DE MATERIALES DE P.

coloratum var. coloratum

Para estimar la cercania genética entre los clones de P. coloratum var. coloratum, se
utilizé la amplificacion de solo nueve de los iniciadores usados en los marcadores

moleculares ISSR, los restantes se descartaron por no permitir una correcta visualizacion.

Los marcadores moleculares generaron 87 bandas, se trabajo con un 95,4 % bandas
polimorficas, que permitieron diferenciar los clones. Se identificaron ocho bandas con el
mismo perfil a través de las observaciones, es decir duplicadas y cuatro bandas
monomorficas las cuales no varian a través de las observaciones. El iniciadores mas
polimorfico fue el 11 (Tabla 3.5), con un 46,53 % de amplificacion y los iniciadores 4 y 11

fueron los de mayor contenido de informacién polimérfica (PI1C).

Tabla 3.5. Resumen del analisis de los perfiles de marcadores moleculares ISSR.

Iniciador  BP BM BT PMF(95) PIC EE AMP
4 10 0 10 1 0,31 0,02 38,75
20 11 0 11 1 0,26 0,03 23,3
9 11 0 11 1 0,24 0,03 21,59
11 8 1 9 0,89 0,31 0,01 46,53
16 9 0 9 1 0,2 0,03 34,03
8 7 1 8 0,88 0,27 0,03 42,19
7 8 0 8 1 0,24 0,02 25,78
14 9 1 10 0,9 0,23 0,03 27,5
17 10 1 11 0,91 0,26 0,03 46,02

Total 83 4 87 33,69

BP: nimero de bandas polimorficas, BM: nimero de bandas monomorficas y BT: nimero
de bandas totales, PMF 95: proporcion de locis polimorficos, PIC: contenido de
informacion polimorfica. EE: error estandar del PIC, AMP: porcentaje de amplificacion.

En esta tesis se usaron andlisis estadisticos de tipo multivariados para identificar
agrupamientos genotipicos entre clones. Entre ellos, el anélisis de coordenadas principales
y el analisis de conglomerado, como métodos exploratorios que permitieron conocer la

estructura genotipica de los clones.
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El andlisis de coordenadas principales (Anexo Figura 17), permitio interpretar
diferencias y relaciones entre clones en cuanto al perfil genético. Este, identifico clones de
mayor inercia que se encontraron a mayor distancia del cero en el eje 1, como fueron los
casos del P8, P13, P114 y P9 en un sector, en otro sector opuesto P2, P5, P4, P11 y P1.
Asimismo se hizo un analisis exploratorio de agrupamiento genotipicos entre clones
mediante la técnica multivariada de conglomerados, usando metodo promedio e indice de
similitud de Dice (correlacién cofenética 0,764, como una medida de la calidad de la
reduccion lograda). Esta técnica generé tres grandes grupos, donde el clon P15 se separa
del resto de los materiales indicando un perfil genémico diferente al resto de los clones.
Uno de los grupos estuvo conformado por los clones P1y P10, P16, P4 y P5, P11, P7 y P2

(Figura 3.8) y el otro por los restantes.

P15
P8

P3

P9

P6
P13
P14 -
P12

P2

P7
P11

P5
P4 —
P16
P10

P1 —

0.00 0.19 0.39 0.58 0.78

Fig. 3. 8 Dendrograma a partir del indice de similitud de Dice. Producto del patron de
bandas de nueve iniciadores de marcadores moleculares ISSR en clones de Panicum
coloratum var. coloratum.
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CORRELACION ENTRE LA CARACTERIZACION GENOTIPICA Y
FENOTIPICA DE MATERIALES DE P. coloratum var. coloratum

En esta instancia, se evalud si la variabilidad genotipica de los clones tenia correlato en
las agrupaciones que surgieron del analisis de crecimiento vegetativo y tolerancia. Para
definir grupos de clones mediante las caracteristicas fenotipicas, se usé la técnica
multivariada de conglomerados, en la que se combinaron diferentes distancias y
algoritmos. Los agrupamientos se hicieron de acuerdo a los criterios de crecimiento
vegetativo (teniendo en cuenta las variables PSA, TAH GD, TAM GD, NM y NH) en
ausencia y presencia de salinidad y respecto a su relacion a la tolerancia relativa
(porcentaje al control de las variables PSA, TAH GD, TAM GD, NM y NH); (Anexo
Figuras 18, 19 y 20). En ausencia y presencia de salinidad, la distancia Gower y el
algoritmo promedio dieron los mayores coeficientes cofenéticos de 0,8 y 0,804,
respectivamente (Anexo Figuras 18 y 19), al igual que respecto a la tolerancia relativa la
distancia Gower Yy el algoritmo promedio dio un mejor coeficiente cofenético (0,804). Para
estimar la significancia estadistica de los agrupamientos mencionados, se realizaron
ANAVA, utilizando en cada caso, como criterio de clasificacién los grupos y como
variable el valor del componente principal 1 que surgié del ACP en cada caso. Se evaluo si
los agrupamientos eran o no estadisticamente diferentes entre ellos. Estos resultados
(Anexo Tabla 5 y 6) indicaron que si bien los grupos fueron estadisticamente diferentes

entre si, no puede descartarse que haya algun grado de heterogeneidad dentro de cada uno.

Posteriormente, se aplico la herramienta estadistica AMOVA, que permitio estimar la
variabilidad genética dentro de cada uno de los grupos que resultaron del analisis de
crecimiento (Tabla 3.6). Para ello, se tomaron como referencia los grupos formados segun
tres diferentes criterios: a) segun el crecimiento vegetativo en condiciones de salinidad, b)
segun el crecimiento vegetativo en ausencia de salinidad y ¢) segun la disminucion en
PSA en tratamiento salino respecto del control. Los conglomerados con sus integrantes se
detallan en la Tabla 3.6.
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Tabla 3. 6. Agrupamiento de clones de Panicum coloratum var. coloratum segun analisis
de conglomerados en ausencia y presencia de salinidad y segun relacion al control (%).

Conglomerados

Criterios de
agrupamientos
PSA, NM, TAH GD,

TAM GD en P1, P2, P3, P5, P8, P4,P6, P9, P12, P15,

A B C

presencia de P10, P11, P13, P16, P
salinidad
PSA, NM, TAH GD, P2, P3, P4, P8, P9,
TAM GD en P1, P7, P10, P11, P12, P13, P14, P5, P6
ausencia de salinidad P15, P16,
% PSA, %NM, P1, P2, P3, P6, P7,
%TAH GD, %TAM P11, P12, P13, P14, P4, P10, P5, P8, P9

GD P15, P16,

Variables: peso seco aéreo (PSA); nimero de macollos (NM); tasa de aparicion de hojas
GD (TAH GD); tasa de aparicion de macollos GD (TAM GD) y nimero de hojas (NH).

En la tabla 3.7, los valores de p superiores a 0.05 indican que la probabilidad de que los
perfiles genotipicos de los clones entre clusters sean iguales es muy alta, tanto como lo es
dentro de un mismo cluster, como fue en todos los agrupamientos. Es decir, los
agrupamientos propuestos, en ausencia y presencia de salinidad, como porcentaje al
control, no fueron genéticamente diferentes, lo que sugiere que los agrupamientos no se

asociaron con el perfil genotipicos de los clones.

Las pruebas de Mantel realizadas entre las matrices de distancia genética basadas en
marcadores ISSR y cada uno de los agrupamientos morfoldgicos propuestos, confirmaron
que no fueron significativos las asociaciones entre los agrupamientos fenotipicos y los
genotipicos. Los valores de r en todos los casos fueron muy bajos y no significativos (para
agrupamiento de crecimiento vegetativo en ausencia de salinidad r: 0,027, p: 0,660, para
crecimiento vegetativo en presencia de salinidad, 0,024, p: 0,62 y para porcentaje control
r: 0,035, p: 0,67).
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Tabla 3.7. Resultados de AMOVA para la asociacion en los agrupamientos de crecimiento

vegetativo y los del analisis genético de clones P. coloratum var. coloratum.

Fuente de Variacion p-valor Porcentaje
Entre clusters en ausencia Salinidad 0,552 0
Dentro clusters en ausencia Salinidad 0,507 100
Entre clusters en presencia Salinidad 0,754 62%
Dentro clust(_er_s en presencia 0,463 38%
Salinidad

Entre clusters % control 0,105 12%
Dentro clusters % control 0,763 88%
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CAPITULOA4

DISCUSION

CARACTERIZACION DE CRECIMIENTO Y TOLERANCIA DE
MATERIALES DE P. coloratum var. coloratum EN PRESENCIA DE
SALINIDAD

Las estrategias para mitigar los problemas de salinidad en la produccion de cultivos,
incluyen el desarrollo de opciones de manejo (Shannon, 1987) y la mejora genética
para tolerancia a la salinidad (Epstein et al., 1980). La estrategia de manejo puede
incrementar el rendimiento en estos ambientes, aunque su implementacién es a menudo
limitada debido al costo y la disponibilidad de recursos, lo que resalta la necesidad de
mejorar la tolerancia a la salinidad en los cultivos (Flowers, 2004). La carencia de
métodos de evaluacion eficaces para detectar tolerancia a la salinidad se ha mencionado
como una de las razones del escaso éxito en el mejoramiento convencional de cultivos
(Chen et al., 2005).

Existen trabajos que describen la tolerancia a la salinidad en cultivares comerciales
de P. coloratum, enfocados en la etapa de germinacion y/o supervivencia de plantulas
en diferentes niveles de salinidad (Taleisnik et al., 1998), aunque se desconoce cémo
son afectados diferentes parametros de crecimiento, que definiran el rendimiento de la
pastura. En este trabajo la caracterizacion fenotipica de tolerancia a la salinidad,
durante la etapa de crecimiento vegetativo inicial de la pastura tuvo una duracion de

aproximadamente 600 GD que fue suficiente para identificar variabilidad entre clones.

Los diferentes ensayos realizados en esta tesis (I a V1), se hicieron en condiciones
controladas de invernadero, sin embargo, se registraron algunas diferencias en las
temperaturas medias (Anexo Tabla 2) y en el sistema de riego (detallado en materiales
y métodos). No obstante, las temperaturas siempre se mantuvieron dentro del rango
optimo de crecimiento de gramineas tipo C4 (6ptimo fotosintético alrededor de 37° C)
(Gliessman, 1998).
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En los ensayos conducidos sobre grupos de clones diversos, siempre se incluyeron
dos clones comunes, cuyo analisis permitié evaluar la estabilidad de los ensayos. Pese a
las diferencias en las condiciones ambientales, el analisis de crecimiento de los clones
comunes indico que las tendencias en los ensayos, en general fueron similares para la
gran mayoria de las variables (Figura 3.4; Anexo Figura 1 a la 10 y Tabla 3), excepto
en el ensayo VI, por lo que se decidié omitirlo de los analisis. Las causas de las
diferencias entre el ensayo VI y los demés solamente puede asociarse a la gran

amplitud térmica verificada en ese ensayo (Anexo Tabla 2).

Los clones presentaron variabilidad en crecimiento en ausencia de salinidad (Figura
3.1, Anexo Figuras 1 a 5). El posible uso de esta variabilidad para la seleccion de
materiales para zonas salinas se discute mas adelante. Las variables de crecimiento
vegetativo (NH, PSA, TAH GD y TAM GD); (Figura 3.1, Anexo Figuras 1 a 5) fueron
afectadas negativamente por la salinidad en todos los clones de P. coloratum var.
coloratum. Estas respuestas a la salinidad fueron similares a las registradas en otras
especies. Tal como fue reportado por Munns y Rawson (1999) en trigo, donde la
salinidad redujo el crecimiento vegetativo, afectando la superficie foliar, el nimero de
hojas y una aceleracion en la senescencia de hojas. En maiz, Cramer y Quarrie (2002)
identificaron una reduccién similar del crecimiento en presencia de salinidad, ademas
de un escaso desarrollo de distintas partes aéreas e inhibicion de la aparicion de hojas
nuevas. En otras forrajeras se identificaron respuestas similares como fue el casos de 18
lineas de Panicum miliaceum evaluadas, donde incrementos de NaCl tuvieron efecto
negativo sobre diferentes variables de crecimiento (Sabir y Ashraf, 2007) y el caso de
Chloris gayana, donde la salinidad redujo el rendimiento, estimado principalmente por

la reduccidn del &rea foliar (De Luca et al., 2001).

La respuesta a la salinidad varia de acuerdo al grado de estrés impuesto (Shannon,
1987). Como era de esperar, en este trabajo se observd un efecto negativo en el
crecimiento de 16 clones de P. coloratum en dos niveles de salinidad (200 y 400 mM
NaCl) siendo mayor con un nivel de salinidad de 400mM NaCl (Figura 3.1, 3.2 Anexo
Figura 1 a la 10). La elevada concentracion de NaCl no permitio identificar variabilidad
entre clones que si pudo identificarse a 200 MM NaCl. Concordando con lo citado por
Shannon (1987) donde habia identificado mayor variabilidad en tolerancia a la

salinidad a bajas que altas concentraciones en glicéfitas. Diferente a lo observado en
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ecotipos de Agrotis stolonifera, donde Ahmad et al., (1981b), encontraron que bajas
concentraciones de salinidad redujeron las diferencias entre los ya que fueron
necesarias elevadas concentraciones de salinidad (300 mM NaCl) para identificar
variabilidad.

SELECCION DE VARIABLES PARA CARACTERIZAR LA
TOLERANCIA A LA SALINIDAD

En fenotipificacion se ha definido como la descripcion de un conjunto de
organismos por medio de sus caracteres. Al tratarse de especies forrajeras, las
caracteristicas frecuentemente usadas se refieren al crecimiento en biomasa, calidad,
fotosintesis, arquitectura y/o productividad (Walter et al., 2012). Los indicadores
comunmente usados en una caracterizacion en salinidad ademas incorporan criterios de
supervivencia, area foliar, necrosis foliar, entre otros (Munns, 2010). Sin embargo, se
desconocen los parametros mas eficientes para determinar variabilidad en diversos

genotipos en condiciones de salinidad (Zeng et al., 2002).

Los indicadores usados para identificar variabilidad en crecimiento y tolerancia a la
salinidad, son herramientas destinadas a incrementar la tolerancia en distintos cultivos
de importancia agricola en programas de mejoramiento genético (Ashraf y Harris,
2004). En un contexto agronémico, la tolerancia se describe de acuerdo al rendimiento
en un gradiente de concentraciones salinas (Maas y Hoffman, 1977). Otros indicadores,
involucran la conductancia estomatica, exclusion Na® (Garcia et al., 1995),
mantenimiento de alta relacion de K*/Na* (Asch et al., 2000), exclusion de CI" (Noble y
Rogers, 1992), etc. que también pueden otorgar mediciones indirectas de tolerancia,
siempre y cuando se relacionen con respuestas del crecimiento en condiciones de
salinidad. En todos los casos se entiende que un genotipo que presenta tolerancia a la
salinidad, mantiene valores relativamente similares en condiciones de salinidad
respecto a la ausencia de estrés en las variables utilizadas para caracterizar su

crecimiento (Rajendran et al., 2009).

La mayoria de los estudios valoran la tolerancia a la salinidad a traves de técnicas

destructivas (Munns, 2010), sin embargo, hay numerosas técnicas no destructivas que
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miden tasa de elongacion de hojas y/o raices o usan tecnologias de imagenes modernas
para estimar biomasa y otros pardmetros de crecimiento (Walter et al., 2012). En esta
tesis, para caracterizar la tolerancia a salinidad de P. coloratum var. coloratum se
utilizaron ambos tipos de técnicas, mediciones no destructivas donde se recabaron
datos diarios para estimar NH, TAH GD, NM y TAM GD y mediciones de tipo
destructivo tales como mediciones de acumulacion de biomasa (PSA) y la

determinacion de la concentracion de iones Na* y K* a nivel foliar.

El criterio de seleccion de variables de crecimiento vegetativo para la
fenotipificacion fue que contribuyeran a caracterizar la variabilidad entre clones.
Algunas variables usadas en esta tesis no sirvieron para este propdsito, por lo que no se
incluyeron en la fenotipificacion, entre ellas, eficiencia del PSIl, FV/FM vy tasas de
fotosintesis (datos no discutidos en esta tesis), ya que no diferenciaron los clones entre
si. Otras variables que no otorgaron informacion para diferenciar los clones, entre ellas
las relacionadas al crecimiento de las raices (Anexo Tabla 1), directamente no fueron
incluidas en los anélisis. Las variables de mayor peso, para la distincién entre los
clones como fueron NM y PSA y en algunos ensayos la TAM GD (Figuras 3.1, 3.2,
Anexo Figuras 1, 2, 3, 6, 7 y 8). Sin embargo otras variables, no siempre identificaron
variabilidad entre clones y tratamientos, entre ellas TAH GD y NH, siendo estos
caracteres muy conservados (Skinner y Nelson, 1995), con poca variacion interclonal.
Asimismo se encontraron diferencias entre variables (Tabla 3.1), un clon con tolerancia
a la salinidad superior en PSA, no necesariamente sera igualmente tolerante que otro

con elevada tolerancia en NH.

En plantas forrajeras los macollos son la unidad principal de crecimiento, el aumento
en la produccidn forrajera puede atribuirse a un aumento en densidad y/o peso de los
mismos (Hernandez Garay et al., 1999). Lemaire et al. (2009) consideran que los
componentes morfoldgicos estan determinados genéticamente, aunque estos pueden ser
afectados por variables ambientales alterando de esta forma la estructura de las
pasturas. En forrajes es conocida la plasticidad morfoldgica como un fenGmeno propio
de pasturas de reproduccion de tipo clonal (Hernandez Garay et al., 1999). Richards
(1983) indico que los suelos con problemas de salinidad son heterogéneos, por lo que
esto podria modificar la plasticidad morfolégica. Esto le permite conducir las

ramificaciones dependiendo del tipo de habitat donde se encuentre la pastura. De Kroon
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y Hutchings (1995) observaron un incremento de las ramificaciones en parches de

suelo relativamente buenos, conduciendo sus ramificaciones de manera selectiva.

En pasturas megatérmicas, se desconocia como la salinidad podria afectar la tasa de
macollaje, David y Laude (1964) observaron que este era un fendmeno dependiente
principalmente de la luz, siendo esto mismo confirmado por otros autores, entre ellos
Deregibus et al. (1983) y Casal et al. (1985) que encontraron vinculacion entre el
macollaje y fendmenos de defoliacion, relacionados con la intensidad y frecuencias del
mismo, es decir mediante modificaciones de la luz que ingresa en la estructura de la
planta. En esta tesis los clones P. coloratum var. coloratum, presentaron variabilidad en
NM de acuerdo a las condiciones de salinidad, algunos de ellos incrementaron las
ramificaciones con 200mM NaCl respecto del control, entre ellos P2, P3, P5, P6, P7,
P8, P9, P15 y P16, por lo que estos clones fueron afectados ventajosamente, por
salinidad (200mM NaCl); (Figura 3.1, Anexo Figuras 1 a 5). De esta forma podriamos
hablar de un efecto estimulante de la salinidad en algunos clones durante las etapas de
crecimiento vegetativo inicial. En otras Poaceas, sin embargo, la salinidad afectd
negativamente la tasa de aparicion y desarrollo de macollos y estimulé su muerte,
reduciendo significativamente el nimero de macollos primarios y secundarios, ademas
afectando, aunque en menor medida, el porcentaje de espiguillas por macollos como se

vio en los cultivares 'Anza’' y "Yecora Rojo' de trigo (Maas et al., 1994).

CARACTERIZACION DE VARIABILIDAD PARA TOLERANCIA
A LA SALINIDAD ENTRE CLONES DE P. coloratum var. coloratum

En este estudio, se compararon distintos criterios para evaluar variabilidad para
tolerancia a la salinidad en un grupo de clones de P. coloratum var. coloratum y
jerarquizar los mismos. Uno de ellos tuvo en cuenta la relativizacion unicamente de la
variable peso seco aéreo en condiciones de 200 mM NaCl respecto a la ausencia de
salinidad (% PSA), mientras que los demas tuvieron en cuenta el conjunto de variables
de crecimiento en salinidad relativizadas al control (entre ellas, peso seco aéreo,
numero de hojas y macollos, tasas de aparicion de hojas y macollos). En un caso, se

utilizaron para la jerarquizacion de los clones los resultados de la técnica multivariada
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de andlisis de componentes principales, de ésta se uso la variable sintética CP1. En
otro, en el caso de los indices (IP e IT), los datos que se utilizaron son las variables
relativizadas respecto a los valores de las de los clones comunes (P4 y P15) incluidos
en todos los ensayos (1, 11, I1I, IV y V) y ademés se tuvo en cuenta el peso relativo de
las variables en la diferenciacidn de los materiales, por ensayo. El uso de indices mitigo
las diferencias entre ensayos y fue similar, conceptualmente, a la usado por Rajendran
et al. (2009), donde se evaluaron tolerancia a la salinidad en distintos cultivares de
Triticum monococum, relativizando respecto al genotipo de mayor tolerancia de los

genotipos evaluados.

Respecto al uso de los indices, la decision sobre la utilizacién de cual clon comdn
usar como base de la comparacién (P4 o P15), se baso en la tolerancia relativa de cada
uno a 200 mM NaCl, P15 es un clon de tolerancia intermedia respecto a los demas,
mientras que P4 es muy susceptible, por lo que la comparacion con P15 fue la que
otorgd mayor informacidon sobre la variabilidad en tolerancia a la salinidad entre clones
(Figura 3.5).

Estos distintos criterios otorgaron resultados similares en la jerarquizacion de clones
de P. coloratum var. coloratum (Tabla 3.4), la inclusion de distintas variables de
fenotipificacion (relativizadas o no a un clon comudn) no modifico sustancialmente la
jerarquizacion de la tolerancia a la salinidad de clones de P. coloratum var. coloratum
respecto a la basada Unicamente en el %PSA, sugiriendo que esta variable es una

herramienta fuerte para evaluar la tolerancia a la salinidad en esta especie.

Como ya se menciond, los clones presentaron variabilidad en ausencia de salinidad
(Figura 3.1, Anexo Figuras 1 a 5), lo cual debe ser considerado al evaluar los materiales
para zonas salinas con un criterio diferente al de tolerancia. Debido a la heterogeneidad
en la distribucion de las sales en suelos salinos (Richards, 1983), resulta conveniente
tener en cuenta esta caracteristica a la hora de identificar variabilidad en crecimiento
y/o tolerancia a salinidad. La confrontacion de la tolerancia en salinidad y el
crecimiento en ausencia de estrés tuvo en cuenta estas caracteristicas (Figura 3.5).
Aunqgue pocos fueron los clones identificados con tolerancia y crecimiento alto, este
tipo de analisis puede considerarse ventajoso para materiales destinados a suelos

heterogéneos.
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ACUMULACION DE IONES K" Y Na* EN LAMINAS FOLIARES
EN MATERIALES DE P. coloratum var. coloratum

El mantenimiento de bajas concentraciones foliares de Na* y un adecuado balance
K*/Na" se han asociado con tolerancia a la salinidad en muchos cultivos (Tester y
Davenport, 2003). En los clones de P. coloratum, la concentracion de K* fue superior a
la de Na*, en ausencia y presencia de salinidad, es decir los clones no alteraron la
concentracion de este ion en presencia de salinidad, manteniendo la relacion K*/Na*
por encima de 1. En promedio se cuantificaron entre 1,091 y 1,055 mmoles de K*/g PS,
a 0 y 200mM NaCl respectivamente. En cambio, Glenn, (1987) encontr6 que en
glicofitas crecidas a 180 mM NaCl, la concentracion promedio de K* en salinidad se
redujo respecto a la ausencia de salinidad, desde 1,05 a 0,6 mmoles de K*/g PS, aunque

ésta no fue estadisticamente significativa.

Glenn (1987) identifico que la tolerancia a la salinidad en 25 especies forrajeras,
definida por el crecimiento, se encontré asociada a la capacidad para excluir Na*, es
decir a baja tasa de transporte de Na* a la parte aérea y alta selectividad de K*, siendo
similar a lo identificado para trigos tolerantes a la salinidad (Gorham y Bristol,1990;
Schachtman et al., 1992; Munns y James, 2003; Poustini y Siosemardeh, 2004) en los
cuales se encontrd correlacion positiva entre el rendimiento en grano, la exclusion de
Na® a nivel foliar y alta relacion K*/Na* (Chhipa y Lal, 1995; Ashraf y O' Leary, 1996;
Ashraf y Khanum, 1997). En general, en trigo, genotipos con bajas concentraciones de
Na* produjeron una mayor cantidad de materia seca, presentaron menor dafio foliar y
mayor proporcién de hojas vivas que muertas (Munns y James, 2003), aunque esta
caracteristica, no puede generalizarse a todos los genotipos de trigo (Ashraf y
McNeilly, 1988; El-Hendawy et al., 2005), como tampoco es un rasgo que se haya
observado en otros cereales (Garthwaite et al., 2005). En el presente estudio, la
variabilidad en tolerancia a la salinidad observada en los clones de P. coloratum, no se
relaciond con diferencias en la acumulacion de Na™ a nivel foliar, ya que los 16 clones
presentaron una concentracion promedio de Na* de 0,027 mmoles/g PS en condiciones
de 200 mM NaCl, siendo ésta inferior a la concentracion de Na* observada en brotes de
cultivares tolerantes a la salinidad de cebada (Chen et al., 2005) una Poacea con

reconocida tolerancia a la salinidad.
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En plantulas de cultivares de cebada, con tolerancia diferencial a la salinidad,
concentraciones de Na' radical, pareciera ser un indicador menos sensible que el de K*
a 300 mM NaCl (Chen et al., 2005). En numerosas especies no incluyentes de Na®, se
registrd ajuste osmotico a través del ion K* (Yeo, 1983). En ecotipos de Agrostis
estolonifera (haldfita) crecidos en condiciones salinas, el ajuste osmotico estuvo
relacionado a la capacidad de reducir o regular la acumulacion de Na* y CI" en los
tejidos aéreos, mediante la capacidad de exclusion de sales (Chen et al., 2005). No
obstante se desconoce si los clones de P. coloratum var coloratum acumulan iones de

CI" como respuesta a la salinidad.

CARACTERIZACION GENOTIPICA DE MATERIALES DE P.

coloratum var. coloratum

Padakinskiene et al. (2000), informaron que mediante los marcadores moleculares
ISSR, se revelaron diferencias y se logr6 discriminar entre Lolium multiflorum y
Lolium perenne. Asimismo Dangi et al. (2004), usaron estos marcadores como una
herramienta efectiva para identificar diversidad genotipica y descifraron relaciones
filogenéticas entre especies de Trigonella foenum-graecum y Trigonella caerulea,
asistiendo las estrategias de mejoramiento genético. En esta tesis el uso de estos
marcadores permitié identificar variabilidad genotipica entre los clones de P. coloratum

var. coloratum.

Se usaron 9 iniciadores para la caracterizacién genotipica de clones de P.
coloratum, los cuales generaron numerosas bandas polimérficas y tal como ocurrié en
Padakinskiene et al. (2000) algunos iniciadores fueron mejores para identificar

diferencias genotipicas entre especies que otros, es decir mas polimarficos.

CORRELACION ENTRE LA CARACTERIZACION GENOTIPICA
Y FENOTIPICA DE LOS CLONES

Cotejando ambas caracterizaciones, la genotipica y la fenotipica, se pueden observar
diferentes agrupamientos entre clones. Mediante la prueba de Mantel no se encontrd
correlacion significativa entre los datos fenotipicos con los genotipicos. Asimismo una

baja correlacion entre los agrupamiento fenotipicos y genotipicos, se ha observado en
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otros casos, tal como lo demuestra el trabajo de Zeng et al. (2004) donde la diversidad
genética en genotipos de arroz, mediante marcadores ISSR, fue diferente a la
identificada por adaptaciones de arroz en suelos salinos. Sin embargo Kaddour et al.
(2011) observaron que la variabilidad en tolerancia a la salinidad identificada entre dos
variedades de Sulla, mediante caracteristicas de peso seco aéreo y la relacion K*/Na',
se correlacion6 positivamente con el agrupamiento identificado por los marcadores
ISSR. Esto mismo se observé en cultivares de arroz con tolerancia diferencial a la
salinidad, donde iniciadores de ISSR identificaron una correlacion positiva (Sheetal et
al., 2008). Por otra parte y reafirmando lo anterior, el anélisis molecular de la varianza
(AMOVA), identifico que la variabilidad dentro de los grupos morfologicos
propuestos, fue mayor a la identificada entre los grupos, por lo que estos no
correlacionan con el perfil genotipico, lo cual es diferente a lo observado por Hensen et
al. (2009), donde grupos de Stipa capillata L. de diferentes regiones de Europa central,

identificaron mayor variabilidad entre los grupos que dentro de los mismos.

Es posible que la falta de correlacion entre la informacidn fenotipica y genotipica se
deba a que los ISSR son marcadores neutrales asociados a regiones no codificantes del
genoma (Chen et al., 2009) y pueden no ser los mas indicados para separar los
individuos de acuerdo a su capacidad para tolerar la salinidad, por ello, puede ser
necesario el uso de otros marcadores con otras caracteristicas que nos permitan

identificar las plantas que por su tolerancia parecen diferentes.

47



CAPITULOS

CONCLUSIONES

En esta tesis se evalud variabilidad en tolerancia a la salinidad en un grupo de clones
de Panicum coloratum var. coloratum durante la etapa de crecimiento vegetativo
inicial, mediante la observacion de caracteres fenotipicos. Se probaron varios criterios
para jerarquizar los clones entre si, utilizando como datos las variables de crecimiento
medidas en condiciones de salinidad relativizadas a la condicién control (ausencia de
salinidad). Uno de los criterios considerd Gnicamente la variable de biomasa a€rea, otro
el producto de analisis multivariado de componentes principales y el tercero, indices
elaborados en base a la comparacion del crecimiento de cada clon con el de clones
comunes incluidos en cada ensayo. De esta manera se aceptd la primer hipotesis
planteada en este trabajo ya que pudo identificarse tolerancia diferencial a la salinidad
durante la etapa de crecimiento vegetativo inicial en clones de Panicum coloratum var.

coloratum mediante la observacion de caracteres fenotipicos.

Las distintas variables de crecimiento vegetativo evaluadas en los clones de P.
coloratum var. coloratum fueron, en general, afectadas negativamente por la presencia
de salinidad, aunque en grado variable. Es interesante destacar que en algunos casos se
observo que la presencia de 200 mM NaCl estimulé la produccion de macollos durante
la etapa de crecimiento inicial, este es un componente del peso seco aéreo de
importancia durante la etapa de establecimiento de la pastura, por lo que este aspecto

merece ser investigado en profundidad en el futuro.

En condiciones de salinidad se incremento la acumulacion de Na* a nivel de laminas
foliares. Los 16 clones caracterizados presentaron una acumulacion similar de Na*, de
esta forma se rechazd la segunda hipotesis planteada, ya que la variabilidad fenotipica
para tolerancia a la salinidad que presentaron los clones de P. coloratum var.

coloratum, no se relacioné con la acumulacion diferencial de Na* en hoja.
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Se identifico variabilidad genética entre los clones mediante los marcadores
moleculares ISSR, las diferencias genotipicas entre clones no se correspondieron con
las diferencias fenotipicas, tanto en ausencia como en presencia de salinidad, por lo que
se rechazaria la tercera hipotesis del trabajo.
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Tabla 1. Medias y EE de variables de crecimiento en clones de Panicum coloratum var.
coloratum en tratamientos de 0, 200 y 400mM NacCl, durante el ensayo I.

Trat

O O O O o o o o

200
200
200
200
200
200
200
200
400
400
400
400
400
400
400
400

Clon
13
14
15
16

4

13
14
15
16

13
14
15
16

© o0 o1 b

PFT

PST

AR PFR (g/planta) (@planta) PSR (g/planta) (g/planta)
media E.E media E.E. media E.E. media E.E. media E.E.
1,72 0,14 5,42 1,22 13,78 2,5 0,82 0,17 2,16 0,35
1,64 0,12 8,43 0,95 17,54 0,04 1,3 0,15 33 0,27
1,98 0,16 2,8 0,32 7,02 0,56 0,55 009 16 0,25
2,34 0,25 4,54 1,69 10,83 3,05 0,55 0,14 1,73 0,32
2,13 0,27 75 2,41 17,71 391 1,02 0,27 2,92 0,55
2,1 0,3 1,96 0,52 5,33 1,05 0,51 0,14 151 0,36
2,72 0,47 1,85 0,41 5,04 0,71 0,31 0,03 1,11 0,14
1,99 0,27 1,95 0,91 5 2,67 0,32 0,07 1,01 0,24
1,58 0,24 2,03 0,82 3,51 1,24 0,34 0,07 0,79 0,13
1,57 0,14 3,58 0,37 7,01 0,81 0,44 0,05 1,09 0,09
1,83 0,1 3 0,85 571 1,53 0,37 0,05 1,05 0,15
2,06 0,23 1,91 0,67 3,99 1,25 0,32 0,07 0,95 0,18
1,99 0,29 1,28 0,17 2,61 0,36 0,14 0,03 04 0,09
1,62 0,24 2,77 0,51 5,19 0,68 0,48 0,08 121 0,22
1,8 0,21 2,48 0,46 5,45 0,8 0,42 0,06 1,13 0,17
2,22 0,26 2,15 0,83 4,22 1,31 0,26 0,07 0,77 0,15
1,61 0,15 1,49 0,56 2,69 0,89 0,22 0,04 0,53 0,08
1,34 0,13 2,8 0,16 4,95 0,66 0,2 0,03 0,48 0,09
2,44 0,92 4,23 0,29 7,19 0,24 0,28 0,07 0,77 0,15
2,6 0,36 1,19 0,33 2,67 0,42 0,15 0,02 0,52 0,05
2,37 0,8 1,54 0,15 2,52 0,22 0,13 0,03 0,33 0,05
1,43 0,17 1,34 0,61 2,53 0,89 0,23 0,03 0,53 0,06
2,57 0,85 1,46 0,68 2,65 1,12 0,22 0,08 054 0,14
1,64 0,21 0,83 0,03 1,76 0,22 0,12 0,02 03 0,03

Nota: variables y nimero de repeticiones (n) A/R relacion aéreo/radical (7): PFR:
fresco radical (g/planta) (3); PFT: peso fresco total (g/planta) (7); PSR: peso
radical (g/planta) (7) y PST: peso seco total (g/planta) (7).

peso
Seco
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Tabla 2. Radiacion y temperatura méxima, minima y media registrada en invernadero,
durante los ensayos (I, 11, 111, IV, V y VI). Los datos promedio por ensayo.

. . Radicaciéon Duracién en Duracién en
Ensayos Temp max Temp min Temp media

cenit GD dias

| 50,7 20,1 29,75 379,33 567 23

38,1 16 26,37 234,54 632 34

Il nd nd 22,23 nd 681 44
v 42,6 17,9 26,6 213,56 819 34
\Y 45,24 15,2 254 nd 663 41
VI 54,1 12 26,32 478,35 480 30

Nota: nd, no hay datos

Tabla 3. Resultados de ANAVA entre ensayos enclones comunes de P. coloratum var.
coloratum, P4 y P15.

A. P-valor, P4, Ensayos |, I1, 111, IVyV
PSA NM TAH GD TAM GD NH
Ensayos 0,2383 0,9373 <0,0001 0,0004 <0,0001
Trat <0,0001 0,0050 <0,0001 0,0147 <0,0001
Ensayos: Trat 0,1839 0,7512 0,0318 0,7508 0,0314
P-valor, P15, Ensayos |, I, I1I, IVy V
PSA NM TAH GD TAM GD NH

Ensayos <0,0001 0,05 0,0042 <0,0001 <0,0001
Trat <0,0001 0,5674 0,0995 0,0725 0,0159
Ensayos: Trat 0,1439 0,185 0,3852 0,3915 0,0576
B. P-valor, P4, Ensayos I, II, II1, IV, Vy VI

PSA NM TAH GD TAM GD NH
Ensayo 0,0102 0,2126 <0,0001 0,0001 <0,0001
Trat <0,0001 0,0005 <0,0001 0,0047 <0,0001
ENSAYO: Trat 0,035 0,7950 0,0203 0,8183 0,0002

P-valor P15, Ensayos I, I, 11, IV V y VI

PSA NM TAH GD TAM GD NH
Ensayos 0,0001 0,0002 0,013 <0,0001 <0,0001
Trat <0,0001 0,0465 0,0613 0,0130 0,0790
Ensayo: Trat 0,2067 0,0043 0,5647 0,3613 0,0485

Nota: tratamientos 0 y 200 mM NacCl. Variables y nimero de repeticiones (n) peso seco
aereo, (PSA) (g/planta) (7); nimero de macollos (NM) (7); tasa de aparicion de hojas
GD, (TAH GD) (N H/GD) (7), tasa de aparicion de macollos GD, (TAM GD) (N
M/GD) (7); nimero de hojas NH (7). A. Durante los ensayos I, II, Ill, IV y V. B.
Incluye, ademas de los anteriores el VI. La tabla muestra la probabilidad (P-valor) de
que los efectos no sean significativos, P<0,05 indican efectos significativos.

60



Tabla 4. Andlisis de componentes principales de datos relativos de salinidad con respecto a control, obtenidos de clones de P. coloratum var.

coloratum durante los ensayos I, I, Il1, IV, V y VI para los tratamientos de salinidad 200 y 400mM NacCl.
Salinidad (mM Autovalores CP Autovectores CP1
Ensayos Clones
NaCl) 1 PSA NM TAM GD NH TAH GD
P4, P5, P8, P9, 200 0,49 0,55 0,58 0,4 0,2 0,41
| P13, P14, P15,
P16 400 0,49 0,52 0,58 0,03 0,37 -0,51
P1, P2, P3, P4, 200 0,71 0,5 0,51 0,4 0,4 0,41
Il P7, P10, P11,
P15 400 0,6 0,55 0,54 0,6 -0,04 0,31
0 P4, PG, P12, 200 0,49 -0,07 -0,32 0,5 0,6 0,54
P15 400 0,6 0,23 0,57 0,52 0,4 -0,46
P2, P3, P4, PS5, 200 0,47 0,56 0,58 0,58 0,06 0,04
v P8, P9, P12,
P14, P15, P16 400 0,52 0,55 0,57 0,49 0,17 0,31
P3, P4, P5, P9,
Vv 12, P14, P15, 200 0,79 0,43 0,5 0,48 -0,49 0,3
P16
P2, P3, P4, P14,
Vi P15, P16 200 0,6 0,53 0,5 0,49 0,41 0,23

Variables: peso seco aéreo (PSA); nimero de macollos (NM); tasa de aparicion de macollos GD (TAM GD); nimero de hojas (NH); tasa de

aparicion de hojas GD (TAH GD).
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Tabla 5. ANAVA de los agrupamientos producto de los analisis de conglomerados en
clones de P. coloratum var. coloratum con mas de dos repeticiones entre ensayos.

Cluster de crecimiento en ausencia de salinidad

Cluster de crecimiento en presencia de
salinidad

Cluster de tolerancia

Nota: variables peso seco aéreo (PSA); nimero de macollos (NM); tasa de aparicion de
hojas GD, (TAH GD); tasa de aparicién de macollos GD, (TAM GD); nimero de hojas,
(NH), en ausencia y presencia de salinidad; variables relativas al control. En los ensayos I,
I, 1, 1V, V, VI. La tabla muestra la probabilidad (P) de que los efectos no sean

significativos, P < 0,0001 indican efectos significativos.

Tabla 6. Test a posteriori de LSD Fisher,

Cl_usyer de
crecimiento en e i 33
salinidad
2 1,86 0,26
1 -1,13 0,24
3 -3,98 0,68 C
Cluster de
crecimier)to en Medias EE,
presencia de
salinidad
3 2,19 1,02
2 0,47 0,29
1 -2,61 0,59
?olltizsrt:nrccijg Medias EE,
3 2,76 0,42
1 -0,42 0,22
2 -1,84 0,51 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Fig. 1. Efecto de la salinidad sobre el peso seco aéreo (PSA) en clones de P. coloratum evaluados en los ensayos Il, 111, IV, V y VI. En cada

panel, las barras indican medias y EE, (6). En el cuadrante superior derecho se indica el ensayo.
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cada panel, las barras indican medias y EE, (5). En el cuadrante superior derecho se indica el ensayo.
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Fig.10. Porcentaje con respecto a la condicidn no salina sobre la tasa de aparicion de hojas GD, (TAH GD) ((NH/ GD)/ (control) *100) en
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clones de P. coloratum var. coloratum en el ensayo I, 111, IV, V Y VI, Las barras indican medias y EE (6). En el cuadrante superior derecho

se indica el ensayo.
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Fig.11. Biplots de analisis multivariado de componentes principales (ACP), en ensayo I.
Variables: peso seco aéreo (PSA) (g/planta); tasa de aparicion de hojas GD (TAH GD)
(NH/GD); tasa de aparicién de macollos GD (TAM GD) (NM/GD); nimero de macollos
(NM) y numero de hojas (NH). A. En condiciones de ausencia de estrés (0 mM NaCl). B.
Presencia de estrés por salinidad de 200 mM NacCl.
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Fig.12. Biplots de analisis multivariado de componentes principales (ACP), en ensayo II.
Variables: peso seco aéreo (PSA) (g/planta); tasa de aparicién de hojas GD (TAH GD)
(NH/GD); tasa de aparicion de macollos GD (TAM GD) (NM/GD); nimero de macollos
(NM) y numero de hojas (NH). A. En condiciones de ausencia de estrés (0 mM NaCl). B.
Presencia de estrés por salinidad de 200 mM NacCl.
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Fig.13. Biplots de analisis multivariado de componentes principales (ACP), en ensayo IlI.
Variables: peso seco aéreo (PSA) (g/planta); tasa de aparicion de hojas GD, (TAH GD)
(NH/GD); tasa de aparicién de macollos GD (TAM GD) (NM/GD); nimero de macollos
(NM) y numero de hojas (NH). A. En condiciones de ausencia de estrés (0 mM NaCl). B.
Presencia de estrés por salinidad de 200 mM NacCl.
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Fig.14. Biplots de analisis multivariado de componentes principales (ACP), en ensayo V.
Variables: peso seco aéreo (PSA) (g/planta); tasa de aparicion de hojas GD (TAH GD)
(NH/GD); tasa de aparicion de macollos GD (TAM GD) (NM/GD); nimero de macollos
(NM) y numero de hojas (NH). A, En condiciones de ausencia de estres (0 mM NaCl). B.
Presencia de estrés por salinidad de 200 mM NacCl.
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Fig.15. Biplots de analisis multivariado de componentes principales (ACP), en ensayo V.
Variables: peso seco aéreo (PSA) (g/planta); tasa de aparicién de hojas GD (TAH GD)
(NH/GD); tasa de aparicion de macollos GD (TAM GD) (NM/GD); nimero de macollos
(NM) y numero de hojas (NH). A. En condiciones de ausencia de estrés (0 mM NaCl). B.
Presencia de estrés por salinidad de 200 mM NacCl.
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Fig.16. Biplots de analisis multivariado de componentes principales (ACP), ensayos I, I,
I, IV y V. Variables: peso seco aérea (PSA) (g/planta); tasa de aparicion de hojas GD
(TAH GD) (NH/GD); tasa de aparicion de macollos GD (TAM GD) (NM/GD); namero de
macollos (NM) y numero de hojas (NH). En presencia de estrés por salinidad de 200 mM

NaCl.
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Fig.17. Biplots de anélisis multivariado de coordenadas principales (ACooP) en ausencia
de salinidad usando distancia de Dice. Ordenamiento producido por patron de bandas de
marcadores moleculares ISSR en clones (1 al 16) de Panicum coloratum var. coloratum.
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Fig.18. Dendrogramas de clones en base a variables de crecimiento vegetativo en ausencia de salinidad, segun diversos criterios
estadisticos. A. Distancia: Euclidea y método promedio. B. Distancia: Gower y método promedio. C. Distancia: Gower y encadenamiento
simple. D. Distancia: Euclidea y encadenamiento simple,
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Fig.19. Dendrograma de clones en base a variables de crecimiento vegetativo en presencia de 200 mM NaCl segun diversos criterios
estadisticos. A. Distancia Euclidea y método promedio. B. Distancia Gower y método promedio. C. Distancia Gower y encadenamiento

simple. D. Distancia Euclidea y encadenamiento simple.
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Fig.20. Dendrograma de clones en base al porcentaje con respecto a la condicidn no salina de diversas variables de crecimiento vegetativo
segun diversos criterios estadisticos A. Distancia Euclidea y método promedio. B. Distancia Gower y método promedio. C. Distancia
Gower y método encadenamiento simple. D. Distancia Euclidea y encadenamiento simple.
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