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RESUMEN 

Panicum coloratum es una gramínea forrajera de creciente interés, ya que se considera 

una especie con características de tolerancia a helada, adaptada a ambientes con problemas 

de salinidad y alcalinidad, aunque se desconocen las variables fisiológicas subyacentes 

responsables de la tolerancia. Los cultivares de Panicum coloratum son poblaciones que 

presentan cierto grado de variabilidad interna que ofrece la posibilidad de seleccionar 

individuos. En esta Tesis se trabajó con una población colectada de Panicum coloratum 

var. coloratum, que fue elegida por permanecer verde, luego de haber sufrido periodos de 

intensa sequía. Los objetivos generales de esta Tesis fueron, contribuir al conocimiento de 

la variabilidad en tolerancia a salinidad en una población colectada de P. coloratum var. 

coloratum, evaluar tolerancia a heladas y alcalinidad, y determinar heredabilidad de 

caracteres asociados a la tolerancia a la salinidad.  

Los resultados demostraron que la población colectada de P. coloratum fue más 

tolerante a la salinidad que el cultivar comercial `Klein´. La variabilidad interna de esta 

población, en el crecimiento de los materiales en salinidad se relacionó al incremento de la 

actividad superóxido dismutasa y a la disminución de la proporción de la concentración del 

cation K+ en vaina/lámina. El crecimiento de la gran mayoría de los materiales colectados 

de P. coloratum en alcalinidad no se vio afectado, sin embargo, el tratamiento combinado 

de salinidad y alcalinidad tuvo efectos similares al tratamiento de salinidad. Se trabajó bajo 

el supuesto de que la población de P. coloratum verificaría variabilidad en tolerancia a 

heladas, sin embargo, esto no se confirmó. Si bien los tratamientos de salinidad indujeron 

acumulación de compuestos orgánicos como prolina, glicina-betaína y azúcares, ésta no 

incrementó la tolerancia a las heladas en la mayoría de los materiales. Por último, para 

evaluar heredabilidad en los parámetros de crecimiento vegetativo en ausencia y presencia 

de salinidad, se analizaron familias de medios hermanos producto del cruzamiento de los 

materiales colectados y posteriormente cultivados a campo. En este grupo de materiales se 

observó baja heredabilidad en los parámetros de crecimiento vegetativo, así como bajos 

avances genéticos con una intensidad de selección del 15%, lo cual es esperable en un 

grupo de materiales tolerantes. 

Los resultados de esta Tesis podrían resultar un aporte para encarar programas de 

mejoramiento en P. coloratum var. coloratum para tolerancia al estrés por salinidad, 

partiendo de una colecta.  
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Esta Tesis consta de cuatro capítulos: el primer capítulo brinda antecedentes generales 

de temáticas abordadas en este trabajo. El segundo capítulo se refiere al estudio de las 

respuestas fisiológicas asociados a la tolerancia diferencial frente al estrés por salinidad en 

materiales de Panicum coloratum, y la evaluación de la tolerancia al estrés por alcalinidad 

y heladas en estos. Las hipótesis que guían esta parte del trabajo se indican a continuación 

del marco teórico. El tercer capítulo aborda la valoración de parámetros relacionados al 

mejoramiento genético de tolerancia a salinidad usando la población de P. coloratum var. 

coloratum. Las hipótesis correspondientes a este capítulo se indican luego de la 

introducción. Ambos capítulos incluyen las correspondientes secciones de Materiales y 

Métodos, Resultados y Discusión. Por último, el cuarto capítulo presenta una discusión 

general que integra todo el trabajo realizado en esta Tesis.  
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CAPÍTULO 1 

 

Introducción general 

El corrimiento de la frontera agrícola ha desplazado la ganadería de zonas con 

potencialidad agrícola hacia zonas afectadas por sequía, salinidad y heladas. La 

habilitación de estas áreas a la explotación ganadera, exige incorporar pasturas adaptadas a 

estos ambientes marginales.  

La Pampa Deprimida, es una extensa planicie de gran heterogeneidad ambiental (León, 

1992) que forma parte de la pradera pampeana y ocupa alrededor de 10 millones de 

hectáreas dentro de la Provincia de Buenos Aires (Burkart et al., 2005) incluyendo el área 

denominada Depresión del Salado (Vervoorst, 1967). En esta región, la cría de ganado 

bovino para carne es la actividad predominante (Cauhepé e Hidalgo, 2005). La expansión 

de la ganadería en esta área se ha sustentado con el aprovechamiento de pastizales 

naturales, sin embargo en las últimas décadas se registró un notable aumento de la carga 

animal por hectárea, que impactó negativamente sobre el pastizal reduciendo la 

receptividad (Otondo, 2011). La introducción de nuevas especies, entre ellas, Panicum 

coloratum L., son fundamentales para aumentar la oferta de biomasa de calidad (Petruzzi 

et al., 2003). 

El clima en la región de la Pampa Deprimida es de tipo templado, subhúmedo en el 

oeste y húmedo cerca del Atlántico. El 60% de los suelos de la región se incluyen en el 

régimen ácuico y se encuentran afectados por procesos de hidro-halomorfismo (INTA, 

1990). Poseen textura franca fina, con presencia de un horizonte arcilloso sódico poco 

permeable (horizonte nátrico). Sobre estos se acumula el agua de lluvia que ocasiona la 

mayoría de las inundaciones (Lavado y Taboada, 1988; Chaneton et al., 1996). Estos 

suelos pertenecen a los Grandes Grupos de los Natracuoles y Natracualfes (Buol et al., 

2011) y, en algunos casos, presentan proceso de salinización y sodificación. Ello resulta de 

la interacción del clima, la geomorfología, la hidrología, el uso del suelo y las propiedades 

del agua freática y de la dinámica de las sales (Otondo, 2011). Se considera que al menos 
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un 60% de los suelos son halo-hidromórficos y están afectados por deficiente drenaje, 

además de un exceso de sales y sodio en todo o parte del perfil (Salazar Lea Plaza y 

Moscatelli, 1989; Taboada y Micucci, 2009). En estos ambientes la implantación de P. 

coloratum, constituye una alternativa potencial para incrementar la oferta forrajera en los 

bajos salinos-alcalinos (Rossi, 2005). 

En la región de la Pampa Deprimida, por otro lado, es frecuente la ocurrencia de 

condiciones de alcalinidad en suelos salinos (Panigatti, 2010), es decir, cuando el suelo 

salino contiene HCO-3 y/o CO3
-2 elevando el pH del mismo (Yang et al., 2008 a; b). 

Respecto a P. coloratum se considera a esta especie como tolerante al estrés por 

alcalinidad, sin embargo, la bibliografía que sustenta esta información es escasa.  

Por otra parte, la temperatura se considera uno de los factores claves que determina en 

plantas el período de crecimiento y la distribución geográfica (Chinnusamy et al., 2010). 

En la región de la Pampa Deprimida, la temperatura media decrece desde el norte hacia el 

sur; la fecha media de la primera helada ocurre a principios de junio en el noreste, 

anticipándose un mes en el sudeste, la última helada tiene lugar a fines de agosto en el 

noreste y un mes más tarde en el centro oeste (Otondo, 2011). El rebrote de P. coloratum 

comienza durante el mes de septiembre (Petruzzi et al., 2003), por lo que hay probabilidad 

de superposición entre el rebrote con heladas tardías. De esta manera, resulta interesante 

valorar la tolerancia a heladas durante la etapa de crecimiento inicial en la población en 

estudio. 

Panicum coloratum L. es una especie gramínea C4 perenne de crecimiento estival, 

nativa de África oriental (Armando et al., 2013), utilizada principalmente como fuente de 

forraje verde, que se caracteriza por su notable tolerancia a estrés por sequía (Tischler y 

Ocumpaugh, 2004). Se trata de una especie altamente polimórfica y se reconocen 

diferentes variedades, entre ellas, la var. coloratum y var. makarikariense como las más 

comunes, sin embargo, una tercera variedad 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 

`Bambatsí , de la var. makarikariense, mostrando mayor acumulación de biomasa durante 

el tratamiento de 200 mM de NaCl en condiciones de invernadero y además se identificó 

mayor concentración de K+ y una mayor relación K+/Na+ en la parte aérea (Taleisnik et al., 
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1998). Estas características de tolerancia, hacen que el cv `Klein´ sea considerado más 

atractivo para explorar variabilidad en tolerancia a la salinidad. Por otra parte, este cultivar 

se caracteriza por su tolerancia a sequía y a heladas (Petruzzi et al., 2003), su amplia 

adaptación a una variedad de suelos y condiciones climáticas (Armando et al., 2013), 

además de tolerancia a inundaciones y anegamiento (Imaz et al., 2013). 

En esta Tesis se estudió una población de 16 matas de P. coloratum var. coloratum cv 

`Klein´, que presentaron variabilidad para tolerancia a la salinidad. La var. coloratum 

presenta una reproducción de tipo alógama de forma casi estricta, ploidía tetraploide y 

número básico de cromosomas (x=9) (Tischler y Ocumpaugh, 2004; Armando et al., 

2013). 

En la actualidad, el mejoramiento genético de pasturas se basa principalmente en el 

aumento de la producción y el incremento de tolerancia a estreses bióticos y abióticos 

(Rasmussen et al., 2012). Para llevar a cabo el mejoramiento, se requiere entre otros 

elementos de técnicas eficientes que permitan identificar variabilidad genética en una 

población (Munns y James, 2003). La colección del germoplasma de partida, posterior 

cuantificación y caracterización de la variabilidad fenotípica y genética, son los pasos 

iniciales antes de la implementación de un programa de mejora genética. Respecto a la 

población de estudio de P. coloratum var. coloratum ésta presenta variabilidad fenotípica 

en tolerancia a salinidad, sin embargo se desconoce si ésta se corresponde con variabilidad 

genética. 

 

Objetivo general  

“En esta tesis se plantea contribuir al conocimiento de la variabilidad entre 

materiales de Panicum coloratum var. coloratum en tolerancia a salinidad y determinar 

tolerancia a helada y alcalinidad”. 
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CAPÍTULO 2 

 

Antecedentes de la población de estudio de Panicum coloratum L. 

var. coloratum 

P. coloratum L. var. coloratum es una gramínea adaptada a zonas subtropicales y 

tropicales. Las principales características de esta forrajera son su resistencia a sequía, 

heladas (Petruzzi et al., 2003) y salinidad (Taleisnik et al., 1998; Pittaro, 2014; Pittaro et 

al., 2015), con cierta variabilidad intraespecífica para estas características. Además se la 

considera tolerante a inundaciones y anegamiento (Cook et al., 2005; Imaz, et al., 2013; 

Imaz et al., 2015), como así también a suelos de tipo alcalino (Otondo, 2011).  

En este trabajo se estudió una población de 16 matas de P. coloratum var. coloratum, 

proveniente de un lote ubicado en la localidad de Chascomús, provincia de Buenos Aires, 

implantada desde hacía cinco años sobre un suelo Natracualf típico. Las matas fueron 

elegidas por permanecer verdes, luego de haber sufrido períodos de intensa sequía y fuertes 

heladas. Estos materiales colectados fueron denominados: material 1 hasta material 16. 

Esta población fue caracterizada molecularmente y para tolerancia a la salinidad en una 

etapa anterior a este trabajo (Pittaro et al., 2015), cuyos resultados se resumen a 

continuación. El uso de la técnica de marcadores moleculares Inter Simple Sequence 

Repeat (ISSR), permitió identificar variabilidad genotípica entre materiales P. coloratum 

var. coloratum colectados. La población de estudio presentó variabilidad en ausencia y 

presencia de salinidad, que se observó evaluando numerosas variables de crecimiento 

vegetativo, entre ellas, número de hojas, número de macollos, peso seco aéreo, tasa de 

aparición de hojas y macollos. Aunque todos los materiales de la colecta, fueron afectados 

negativamente por la presencia de salinidad, esta respuesta fue diferente entre ellos.  

La variabilidad en tolerancia a la salinidad observada entre los materiales de P. 

coloratum, no se relaciona con diferencias en la acumulación de Na+ a nivel foliar, ya que 
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los 16 materiales presentaron una concentración promedio similar entre ellos de 0,027 

mmoles/gPS en condiciones de 200 mM de NaCl. 

Los diferentes cultivares de P. coloratum son considerados poblaciones con cierto grado 

de variabilidad genotípica intracultivar. Esto ofrece la posibilidad de seleccionar 

individuos con rasgos diferenciales, ya sea en cuanto a su aptitud productiva o de 

tolerancia a estrés abiótico (Young, 1994), sin embargo se desconoce si la tolerancia 

diferencial identificada para un determinado estrés, en este caso salinidad, puede ser usado 

como fuente de variabilidad con posibilidad de selección. 

 

Respuestas fisiológicas al estrés por salinidad, alcalinidad y heladas  

Levitt (1982) considera al estrés abiótico como resultante de cualquier factor ambiental 

potencialmente desfavorable para un organismo viviente. En ambientes estresantes, las 

plantas desarrollan estrategias de respuesta que varían de acuerdo a la especie, y se 

conocen como respuesta de evasión o tolerancia (Levitt, 1982). La estrategia de evasión a 

un estrés abiótico incluye una variedad de mecanismos que retrasan o previenen el impacto 

negativo del estrés. En éstas se incluyen adaptaciones de tipo morfológicas y se consideran 

inherentes y estables en plantas (Krasensky y Jonak, 2012). Por otro lado, en plantas la 

tolerancia a un ambiente estresante se encuentra relacionada a su capacidad de adaptación 

(Krasensky y Jonak, 2012). Las respuestas adaptativas involucran procesos moleculares, 

fisiológicos y bioquímicos (Miller et al., 2010) que usualmente, cuando las condiciones 

adversas no persisten, desaparecen. Exposiciones previas y graduales a una situación de 

estrés, incrementan la tolerancia a una situación de estrés más severa, mediante un proceso 

que se denomina aclimatación (Krasensky y Jonak, 2012). La respuesta de tolerancia en 

plantas suele ser plástica y reversible (Krasensky y Jonak, 2012).  

El estrés abiótico por salinidad afecta gravemente a la productividad agrícola y se 

estima que cerca del 25 % de la superficie total de nuestro planeta se encuentra afectada 

por dicha condición (Yeo, 1998). La salinidad afecta el crecimiento de los cultivos, el 

rendimiento y la productividad (Tester y Davenport, 2003; Munns y Tester, 2008). La 
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mayoría de los cultivos tiende a disminuir su rendimiento, cuando la conductividad 

eléctrica del agua del suelo supera los 4 dS/m (Mass y Hoofman, 1977).  

Se considera que la salinidad provoca en primer término estrés hídrico y posteriormente 

toxicidad iónica y desequilibrio nutricional (Greenway y Munns, 1983). Entre las 

respuestas a la exposición a la salinidad se distinguen las de aparición temprana, 

dominadas por efectos osmóticos, y las tardías donde prevalece la respuesta a la 

incorporación de iones (Greenway y Munns, 1983; Munns, 1993).  

Los efectos osmóticos se observan inmediatamente luego de  la exposición a la 

salinidad y provocan múltiples respuestas, entre ellas, cierre de estomas e inhibición de la 

división y expansión celular (Flowers et al., 1991; Passioura y Munns, 2000; Munns, 2002; 

Fricke y Peters, 2002; Munns y Tester, 2008). 

Elevadas concentraciones tisulares de Na+ y Cl- alteran la estructura de proteínas e 

interfieren en la actividad de enzimas, lo que ocasiona alteraciones metabólicas más o 

menos severas. El estrés iónico provoca senescencia prematura de hojas maduras y 

síntomas de toxicidad como clorosis y necrosis (Munns, 2002; Tester y Davenport, 2003; 

Munns et al., 2006). La excesiva acumulación de iones reduce significativamente el 

crecimiento y rendimiento de los cultivo (Munns y Tester, 2008). El principal sitio de 

toxicidad del Na+ en la mayoría de las plantas es la hoja bandera (Munns, 2002; Munns y 

Tester, 2008). No obstante, pasa un tiempo hasta que la acumulación de iones llega a 

concentraciones tóxicas que afectan las funciones de la planta (Munns y Tester, 2008). 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).  

Estudios previos hechos en P. coloratum indican que la concentración de K+ en láminas 

viejas fue superior a la de Na+, en ausencia y presencia de salinidad (Pittaro et al., 2015). 

Sin embargo, se desconoce si tolerancia diferencial a salinidad entre materiales de P. 

coloratum var. coloratum se relaciona, con cambios en las concentraciones de K+ y Na+ en 

la última hoja totalmente expandida, y tampoco si la concentración de estos iones se altera 

entre las secciones vaina y lámina. Ya que, hay evidencia que la tolerancia diferencial a 

salinidad en líneas de trigo, se relaciona con diferente concentración de Na+ a nivel de 

vaina (Davenport et al., 2005). 
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Las condiciones de estrés abiótico inducen alteraciones de la producción de especies 

reactivas de oxígeno (EROS) y su detoxificación, resultando en daño oxidativo (Parida y 

Das, 2005). Entre las EROS más tóxica se reconocen: ion superóxido (O-2), peróxido de 

hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (OH-) y oxígeno singlete (O-). Aunque las EROS se 

generan normalmente en las plantas, su sobreproducción conlleva aparejados efectos 

dañinos en lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. Para minimizar este daño, las plantas 

inducen un sistema antioxidante de defensa (Abdelgawad et al., 2014). Numerosos 

estudios indican que la tolerancia a la salinidad en plantas se correlaciona con la respuesta 

antioxidante (Shoresh et al., 2011). Sin embargo, algunas EROS se desempeñan además 

como moléculas de señalización (Miller et al., 2010).  

Por otro parte, la mayoría de los compartimentos celulares tienen la potencialidad de ser 

productoras de EROS (Vranová et al., 2002), y se consideran clave en el crecimiento y 

desarrollo de la planta (Bose et al., 2014). En condiciones de ausencia de estrés sin 

embargo, la formación y detoxificación de las EROS se encuentra balanceada (Alscher et 

al., 2002), mientras que en condiciones de estrés su producción se incrementa. El exceso 

de oxidación conduce a daño y muerte celular (Noctor y Foyer, 1998; Bose et al., 2014). 

Sin embargo, algunas plantas bajo condiciones de estrés responden incrementando los 

procesos antioxidantes (Alscher y Hess, 1993; Alscher et al., 2002). 

El sistema antioxidante en las plantas se agrupa en dos clases: enzimático y no 

enzimático. El sistema antioxidante de tipo enzimático se lleva a cabo por una serie de 

enzimas, que catalizan la transferencia de electrones desde las EROS a compuestos 

antioxidantes de bajo peso molecular (Castelli et al., 2010). Se han observado cambios en 

la actividad de estas enzimas en plantas sometidas a estrés por salinidad (Castelli et al., 

2010). El sistema antioxidante no enzimático está integrado por compuestos de tipo 

fenólicos, alcaloides, aminoácidos no proteicos, tocoferoles, glutatión reducido (GSH), 

ácido ascórbico, etc.(Gholizadeh y Kohnehrouz, 2010) que en su conjunto cumplen 

funciones similares a los antioxidantes enzimáticos. 

La acumulación de compuestos orgánicos con actividad osmótica provee elementos para 

el balance hídrico intracelular y constituye uno de los principales cambios bioquímicos 

durante la adaptación a salinidad (Hasegawa et al., 2000). Estos compuestos se consideran 

solutos compatibles porque no inhiben el metabolismo celular, generando el potencial 
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osmótico requerido para permitir la absorción de agua en condiciones de menor potencial 

hídrico. Los solutos compatibles incluyen aminoácidos, compuestos de amonio 

cuaternario, sulfonio terciario (Smirnoff, 1995), polioles y carbohidratos (Adams et al., 

1992; Ahmad et al., 2012). Entre dichos compuestos se destaca la prolina, que desde su 

primer reporte en el 1954 en Lolium perenne (Kemble y MacPherson, 1954), ha 

demostrado tener una correlación positiva entre su acumulación y el incremento de la 

tolerancia a diversos estreses ambientales (Ahmad et al., 2012). Por varios años se ha 

correlacionado la tolerancia a diversos estreses y la acumulación de este aminoácido 

(Barnett y Naylor, 1966; Singh et al., 1972; Stewart y Lee, 1974; Krasensky y Jonak, 

2012). Además de este, el compuesto nitrogenado glicina-betaína ha recibido mucha 

atención en tolerancia a estreses abióticos (Mc Cue y Hanson 1990).  

Los osmolitos compatibles estabilizan las proteínas, la estructura celular y/o mantienen 

la turgencia celular por ajuste osmótico; además actúan en el metabolismo redox 

removiendo los niveles excesivos de EROS y restableciendo el balance redox (Bartels y 

Sunkar, 2005; Valliyodan y Nguyen, 2006; Munns y Tester, 2008; Janska et al; 2010; 

Krasensky y Jonak, 2012).  

La tolerancia a salinidad no siempre se relaciona al incremento de todos los osmolitos 

compatibles por igual. Como pudo observarse en un conjunto de forrajeras de la 

Subfamilia Chloridoideae, en la cual la tolerancia a salinidad se asoció positivamente a la 

concentración de glicina-betaína y no con la concentración de prolina (Marcum, 1999).  

Como se describió arriba, la salinidad afecta la productividad en plantas. Además, 

conduce a la reducción del crecimiento asociado a un descenso de la tasa fotosintética 

(Mehta et al., 2010). En condiciones de salinidad, mantener alta producción de biomasa 

depende de una mayor fotosíntesis neta, mínima pérdida de agua y menor consumo de 

energía (Naidoo et al., 2012).  

La fotosíntesis es particularmente sensible a diversos estreses. En condiciones de estrés 

por salinidad, puede estar limitada por el cierre estomático, reduciendo la concentración 

intracelular de CO2 (Brugnoli y Lauteri, 1991) y por factores no estomáticos, tales como, 

reducción de la síntesis de clorofila, del transporte de electrones o de la fluorescencia de la 

clorofila (Koyro et al., 2013).  

http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-11
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-146
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-151
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La salinidad afecta la eficiencia fotosintética, la tasa de transporte de electrones del 

fotosistema II (FSII), induciendo cambios graduales en dicho fotosistema (Metha et al., 

2010; Jajoo, 2013). El análisis de la fluorescencia de la clorofila, es una técnica que 

permite la evaluación del funcionamiento del FSII, así como la vitalidad del sistema, en 

condiciones desfavorables.  

Como se expresó en la introducción general, en la Depresión del Río Salado de la 

Provincia de Buenos Aires es frecuente la ocurrencia de condiciones de alcalinidad en los 

suelos salinos (Panigatti, 2010). Scoppa y Di Giácomo (1985) consideran que un 50% de la 

superficie de la Pampa Deprimida está ocupada por suelos sódicos y salino-sódicos con pH 

alcalino. Ambos estreses abióticos impactan negativamente en la productividad 

fotosintética y en el metabolismo general de la planta (Nishiuchi et al., 2010; Luo et al., 

2012). Sin embargo, los procesos moleculares y fisiológicos que están envueltos en la 

respuesta son diferentes (Bui, 2013).  

El ajuste osmótico y el equilibrio iónico intracelular juegan papeles claves en la 

resistencia de las plantas al estrés salino y alcalino (Yang et al., 2007). Por otra parte, el pH 

en el suelo afecta directamente la absorción de elementos minerales e interfiere el 

restablecimiento del equilibrio iónico. Por ello, la tolerancia al NaCl no siempre acompaña 

a la tolerancia del estrés por alcalinidad + salinidad (Tuyen et al., 2010). Existe bibliografía 

en arroz sobre las diferencias que presentan las tolerancias a salinidad y alcalinidad (Singh 

y Flowers, 2011). Por el contrario, en otros taxones de gramíneas, como el de Chloris (Bui, 

2013), los mecanismos de tolerancia para ambos estreses aparecen compartidos (Bromham 

et al., 2013).  

La exposición de plantas a bajas temperaturas (subóptimas), no de congelación, se 

considera un proceso por el cual las plantas, adquieren tolerancia a las heladas a través del 

proceso de aclimatación al frío. En este proceso se producen modificaciones en numerosos 

niveles, desde moleculares hasta morfológicos. Entre ellos la expresión de genes 

(Smallwood y Bowles, 2002; Gilmour et al., 1998), acumulación y degradación de 

proteínas (Guy, 1990; Kosmala et al., 2009 a, b), cambios en el contenido de azúcares 

solubles (Hisano et al., 2004 ) y en la maquinaria fotosintética (Rapacz et al., 2008; 

Sandve et al., 2011). 
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Los daños en hojas causados por heladas tardías y tempranas (final de la primavera y 

principio del otoño) limitan significativamente la duración del ciclo de crecimiento de las 

plantas, así como su producción y distribución (Woodward, 1987). Heladas tardías son 

especialmente perjudiciales, ya que se producen en momentos en que la mayoría de las 

plantas han perdido la latencia invernal (Liu y Osborne, 2008). Los daños por helada son 

causados principalmente por la ruptura física de las estructuras celulares causados por los 

cristales de hielo resultantes del congelamiento de los fluidos celulares y posterior 

deshidratación celular (Pearce, 2001). 

Tanto los daños por frío como por heladas se manifiestan a nivel fisiológico, 

primariamente como daños a membranas celulares (Blum, 1988), con pérdida de su 

permeabilidad selectiva (Thomashow, 1999). Bajos potenciales osmóticos en células 

reducen los daños causados por las bajas temperaturas, al disminuir el punto de 

congelación de las soluciones celulares (Smallwood y Bowles, 2002).  

En situación de bajas temperaturas se limita la fijación de CO2, causando en muchos 

casos la fotoinhibición (Sandve et al., 2011). El proceso ocurre cuando la energía 

absorbida en los procesos fotosintéticos es superior a la demanda energética por lo que se 

produce una sobre reducción del FSII y posterior inhibición de la capacidad fotosintética 

(Sandve et al., 2011).  

Estudios previos han sugerido que solamente unas pocas especies C4 tienen la 

capacidad para aclimatarse durante la exposición al frío, aumentando la tolerancia de las 

hojas a subsiguientes heladas. Entre ellas, en Paspalum dilatatum y Eragrostis curvula, 

forrajeras, nativas de África y tolerantes a estrés por sequía (Percival, 1977; Robinson y 

Whalley, 1991), se observó que la aclimatación al frío produjo cambios fisiológicos, que 

aumentaron notablemente la tolerancia a helada (Rowley, 1976). Resultados similares de 

aclimatación al frío y tolerancia a heladas fueron reportados también para plantas perennes 

del género Pennisetum, que se caracterizaban por su elevada tolerancia a sequía (Tellman, 

2002). Sin embargo, otros autores informaron que la gran mayoría de estas especies C4 

forrajeras no desarrollan aclimatación al frío y que tienen una mínima tolerancia a las 

heladas, asociada, a su vez, a altos costos energéticos (Smallwood y Bowles, 2002). Estos 

resultados son confirmados Liu y Osborne, (2008) en Poaceas C4, que sugieren que la 

aclimatación al frío en éstas especies es atípica (Beck et al., 2007). Panicum coloratum se 
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considera una especie tolerante a helada según Tischler y Ocumpaugh (2004), sin embargo, 

se desconoce si materiales colectados de P. coloratum presentan mayor tolerancia a helada 

que el cultivar comercial `Klein´. Además, determinar si la variabilidad en tolerancia a la 

salinidad de la población de estudio se corresponde con una tolerancia diferencial a helada.  

Desde hace tiempo se investiga la capacidad de adaptación de las plantas cultivadas a 

una situación de estrés en particular (Miller et al., 2010). Sin embargo, los cultivos 

rutinariamente están sometidos a una combinación de estreses (Tester y Bacic, 2005; 

Miller et al., 2010). Por otra parte, en agricultura, la magnitud de los daños por diferentes 

estreses, manifiesta la necesidad de desarrollar cultivos y plantas con mayor tolerancia a 

diferentes combinaciones de estreses abióticos y/o bióticos (Miller et al., 2010). 

En plantas, la aclimatación a un estrés abiótico en particular requiere de respuestas 

específicas, que en algunos casos, puede diferir respecto de otros estreses abióticos (Miller 

et al., 2010). Estudios de perfiles transcriptómicos en situación de diferentes estreses 

aislados, muestran cómo cada situación en particular propone respuestas únicas y de poca 

superposición (Miller et al., 2006). Sin embargo, exposiciones simultáneas a diferentes 

condiciones de estrés abiótico da lugar a la coactivación de diferentes vías de respuesta a 

estos estreses. Además, se han observado, efectos sinérgicos o antagónicos entre las 

respuestas, así como, vías específicas de respuesta a un estrés particular, pueden activarse 

por la combinación de estreses (Miller et al., 2006). 

En síntesis, los estreses abióticos alteran la estructura y funciones de las plantas 

(Larcher, 2003). La sequía, salinidad y bajas temperaturas conducen a la pérdida de 

turgencia celular, desorganización de membrana plasmática, desnaturalización de proteínas 

y a menudo aumento del nivel de EROS. Como consecuencia de ello, hay inhibición de la 

fotosíntesis, disfunción metabólica y daño en la estructura celular, que conducen a la 

perturbación en el crecimiento, reducción de la fertilidad y senescencia prematura 

(Krasensky y Jonak, 2012). Algunos cambios metabólicos adaptativos son comunes entre 

estreses como salinidad, sequía y bajas temperatura, mientras que otros son específicos 

(Rizhsky et al., 2004; Gong et al., 2005; Kempa et al., 2007; Sanchez et al., 2008; Usadel 

et al., 2008; Urano et al., 2009; Lugan et al., 2010; Krasensky y Jonak, 2012). 

 

http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-88
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-129
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-46
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-78
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-136
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-168
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-168
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-167
http://jxb.oxfordjournals.org/content/63/4/1593.full#ref-96
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En base a estos antecedentes se plantearon las siguientes hipótesis : 

 

Hipótesis  

1. Materiales de P. coloratum var coloratum sobrevivientes a sequía y heladas 

en condiciones de campo, presentan mayor tolerancia a salinidad que 

plantas del cultivar `Klein´. 

2. Materiales de Panicum coloratum var coloratum presentan variabilidad en 

tolerancia a la salinidad que se corresponde con tolerancia diferencial a la 

alcalinidad y helada.  

3. La variabilidad en la tolerancia a la salinidad entre materiales de Panicum 

coloratum var. coloratum se asocia a diversos mecanismos de tolerancia: 

ajuste osmótico, concentración de K+ y Na+ y su acumulación diferencial en 

hoja joven, respuesta del sistema antioxidante y tasa de transporte de 

electrones del fotosistema II (FSII). 

 

Objetivos Específicos  

1. Comparar la tolerancia a salinidad en materiales de P. coloratum 

sobrevivientes a sequía y heladas en condiciones de campo con respecto el 

cultivar comercial `Klein´. 

2. Caracterizar la tolerancia a helada y alcalinidad en los materiales colectados 

de P. coloratum var. coloratum.  

3. Evaluar la actividad fotosintética, la acumulación foliar de Na+, K+, así 

como de compuestos osmocompatibles (azúcares solubles, prolina y glicina-

betaína), y la actividad antioxidante de materiales de P coloratum cultivados 

en presencia o ausencia de salinidad.  
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Materiales y métodos 

Los ensayos que se describen en este trabajo se hicieron en un invernadero, con paredes 

de policarbonato e iluminación suplementaria suministrada por lámparas de halogenuro 

metálico HQI de 400W (Osram, Argentina) y programada para ciclo diario de 16/8 h 

luz/oscuridad (fotoperiodo). En todos los ensayos se registraron cada hora valores de 

temperatura, radiación fotosintéticamente activa (PAR, µ mol/ m2*s) y humedad relativa 

(%HR), mediante un data logger (Cavadevices, Argentina).  

Para los ensayos se usaron plantas resultantes de la multiplicación vegetativa de matas 

de Panicum colorotum var. coloratum colectadas en la localidad de Chascomús, que habían 

sobrevivido a varios años de sequía y fuertes helada, que se denominaron “materiales”. De 

cada material se obtuvieron macollos y se pusieron a enraizar en vasos de 330 ml 

conteniendo vermiculita de partículas medianas, y se obtuvieron clones de cada uno. 

También se utilizaron plantas obtenidas a partir de semillas de P. coloratum cv `Klein´ y se 

multiplicaron vegetativamente tal como se indicó con los materiales. 

 

Objetivos específicos 1 y 2 

Tolerancia a la salinidad en materiales P. coloratum respecto al cultivar 

comercial `Klein´. 

El objetivo de esta caracterización fue evaluar a partir de caracteres morfológicos si 

matas colectadas tenían tolerancia incrementada a la salinidad, respecto a las plantas 

provenientes de semillas que no habían sido sometidas a presión de selección del ambiente, 

durante la etapa crecimiento vegetativo inicial. 

Para la fenotipificación se usaron los materiales 2, 3, 8, 14, 15 y 16, identificados por 

tener comportamiento diferencial en condiciones de salinidad: 

2, 3, 8: Tolerancia superior a 200 mM NaCl 

14, 15, 16: Tolerancia media a 200 mM NaCl 
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Para la multiplicación vegetativa del cultivar comercial `Klein´ (30), semillas de éste se 

pusieron a germinar en speedling con vermiculita gruesa. Cuando las plantas alcanzaron el 

estadio de 4 hojas se trasplantaron a vasos conteniendo el mismo sustrato. 

Aproximadamente 3 semanas después de realizado el trasplante se comenzó con la 

multiplicación vegetativa, tal como se explicó con las matas colectadas. De esta forma, en 

este ensayo se partió de esquejes homogéneos de todas las plantas a caracterizar con PF 

promedio de 0,7 g.  

Los esquejes obtenidos se dispusieron en tubetes forestales de 55 mm de diámetro y 15 

cm de alto, conteniendo una mezcla de una parte de arena gruesa de río, previamente 

lavada, y dos partes de perlita. Los tubetes fueron dispuestos en bandejas de 59,5 x 40 x 15 

cm. En cada bandeja se ubicaron 54 tubetes, y el diseño usado fue de distribución al azar 

misma para cada uno de los tratamientos. 

Este ensayo se hizo en tres etapas secuenciales, ya que no se disponía de la cantidad de 

tubetes para evaluar todos los materiales juntos. En la primera etapa se evaluaron los 

materiales 2, 3 y 16, en la segunda el 14 y 8, y en la tercera el material 15 y el cultivar 

`Klein´ (30). En cada etapa se usaron 10 repeticiones de cada material en presencia de 

salinidad y 8 sin el agregado de NaCl. La distribución de los materiales salinizados y no 

salinizados fue al alzar. 

El nivel de salinidad final (200 mM NaCl) de cada tubete se logró proveyendo 

incrementos sucesivos de 50 mM de NaCl en solución mineral nutritiva de Hoagland 

(dilución 0,5 x) (Hoagland y Arnon, 1950). Cada tubete se regó una vez por semana con 

200 ml de solución y luego de cada riego se corroboró la concentración, midiendo la 

conductividad eléctrica del líquido drenado de macetas seleccionadas al azar.  

Este ensayo tuvo una duración aproximada de 4 semanas y durante este período se 

midieron las siguientes variables:  

a) Peso seco aéreo (PSA): en el momento de la cosecha se separó la parte aérea de la 

radical. La parte aérea se colocó en estufa a 70ºC durante 3 días hasta que su peso se 

mantuvo constante. 
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b) Tasas de aparición de hojas (TAH) y macollos (TAM): se contó el número de hojas 

y macollos dos veces por semana. Luego se calculó la pendiente de la tasa de aparición de 

los mismos en relación a los grados días. Se consideró 10 ºC la temperatura base de la 

especie (Petruzzi et al., 2003). También se contabilizó el nº de hojas (NH) y macollos 

finales (NM). 

c) Tasa de crecimiento relativo (TCR): esta determinación se hizo de acuerdo a 

Shennan et al. (1987). Para este cálculo, se usó el peso inicial de cada material al trasplante 

(PFA t1), el peso fresco al momento de la cosecha (PFA t2) y los días de duración del 

ensayo. 

TCR: (ln PFA t2- ln PFA t1) / (D t2- D t1) 

Donde, PFA: peso fresco aéreo; D t2- D t1: días acumulados en el ensayo, entre t2 

(cosecha) y t1 (trasplante inicial). 

d) Tolerancia relativa a la salinidad: este parámetro se estimó haciendo la proporción 

del valor de cada una de las variables en condiciones de salinidad por material, respecto a 

la media de ese parámetro de ese clon en ausencia de estrés. 

 

Caracterización de tolerancia a la helada en ausencia y presencia de 

salinidad en materiales P. coloratum var. coloratum 

Se hicieron dos ensayos de tolerancia a helada, utilizando algunos de los materiales 

colectados de P. coloratum var coloratum sobrevivientes a sequía y heladas en 

condiciones de campo. En estos ensayos se usaron esquejes homogéneos de 0,57 g de PF 

promedio. Estos se trasplantaron en tubetes forestales descripto en el ensayo anterior, con 

sustrato inerte de perlita: arena (2:1) y se dispusieron en bandejas con distribución 

aleatoria. 

La tolerancia a la helada se evaluó comparando la estabilidad de membrana de los 

materiales colectados luego de ser sometidos a estrés por helada respecto a los controles 

que se mantuvieron en invernadero, con y sin agregado de 200 mM de NaCl. Además, se 
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comparó la tolerancia a helada de los materiales colectados respecto al cultivar comercial 

`Klein´. Adicionalmente se constató la supervivencia de los materiales. 

En estos ensayos se usaron 10 repeticiones con agregado de salinidad y 8 sin NaCl por 

material, la distribución del tratamiento de salinidad fue al azar. 

Los ensayos tuvieron una duración de aproximadamente 30 días. Las plantas controles 

estuvieron en invernadero durante todo el ensayo, mientras que las plantas que fueron 

sometidas al estrés por helada estuvieron 21 días en invernadero y luego se trasladaron a 

un freezer doméstico (Neba, Argentina). Antes de proporcionar el estrés por helada las 

plantas fueron aclimatadas a frío. 

El freezer contó con un sensor digital (Danfoos, Dinamarca) para la regulación de la 

temperatura. Además, se suministró luz mediante lámparas tipo led, con intensidad 

lumínica de 200 µmoles m-2-seg-1 y fotoperíodo de 16 h de luz. Además, el freezer contaba 

con tres ventiladores tipo cooler para permitir la circulación del aire. La temperatura y la 

intensidad luminosa se registraron con un data logger (Cavadices, Argentina) programado 

para la toma de datos cada 15 min. La aclimatación al frío tuvo una duración de 4 días. 

Durante los primeros 3 días la temperatura promedio fue de 15 ºC, mientras que, el cuarto 

día, la temperatura descendió a 10 ºC por 12 h, y por último a 5 ºC. Pasado el periodo de 

aclimatación se suministró la helada.  

Antes de aplicar la helada se tomaron muestras para la cuantificación de los osmolitos 

compatibles que se describen en: “Potencial osm ótico y concentración de prolina y 

sacarosa en macollos de materiales de P. coloratum ”  y en “Técnicas analíticas” . Luego de 

esto se procedió a aplicar la helada. 

La cinética del descenso de temperatura durante la helada fue gradual, entre 5 y 4 ºC 

cada 2 h con las luces apagadas para simular la noche. La temperatura más baja (-9 ºC) se 

registró a las tres horas de iniciado el periodo de helada. A partir de este punto comenzó el 

ascenso de la temperatura, llegando a los 0 ºC después de 6 h de comenzar la helada 

(Anexo cap 2 Figura 1). Finalizada la helada, las plantas se mantuvieron a 5 ºC hasta el día 

siguiente con suministro de luz. Para evitar el daño por frío del sistema radicular se agregó 

perlita (coeficiente de conductividad térmica 0,046) para rellenar todos los espacios entre 

los tubetes.  



37 
 
 

 

La distribución de los materiales en los ensayos I y II de tolerancia a la helada se 

indican en Anexo cap 2. Tabla 1.  

Luego de la aplicación de helada se evaluó porcentaje de daño de membrana de la 

última hoja totalmente expandida de acuerdo a Blum (1988). Para esta determinación se 

cortaron segmentos de láminas y se colocaron en tubos de ensayo con 20 ml de agua 

destilada. Al cabo de 18 a 24 horas se midió la conductividad eléctrica (CE1), luego los 

tubos se calentaron a 100 °C durante 30 min en un baño termostatizado, que destruye la 

integridad de las membranas celulares permitiendo la liberación del contenido celular. Una 

vez enfriados los tubos se vuelve a medir la conductividad eléctrica (CE2). El porcentaje 

de daño se calculó con la siguiente ecuación:  

Daño de membrana (%): {1- [((T2-T1) /T2) / ((C2-C1) /C2)]} x 100 

Donde, T y C son los valores de CE de los materiales en los tratamientos de presencia y 

ausencia de helada y en control; los subíndices 1 y 2 representan las lecturas: inicial y 

final, respectivamente. La relación (T2-T1) / T2 indicaría la proporción de retención de 

electrolitos en el tejido. 

Durante el análisis estadístico de esta determinación se corrigieron posibles diferencias 

en el suministro de la helada dentro del freezer. Por lo que se tuvo en cuenta la estructura 

de correlación entre las observaciones y se modeló ésta a partir de funciones de distancia 

en el contexto de los modelos lineales mixtos (Gilmour et al., 1997; Zimmerman y 

Harville, 2008; Di Rienzo et al., 2010). Estos modelos contemplan la estructura de 

correlación entre observaciones y controlan la variabilidad espacial. 

 

Evaluación del efecto de estrés por alcalinidad, salinidad y su 

combinación en materiales colectados de P. coloratum var. coloratum 

El objetivo de este ensayo fue valorar la tolerancia a la alcalinidad, salinidad y su 

combinación en materiales de P. coloratum.  

Los materiales usados en esta instancia fueron:  
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2 y 3: Tolerancia elevada a salinidad 

14, 15 y 16: Tolerancia media a salinidad.  

4: Susceptible a la salinidad  

Para esta fenotipificación, los materiales se multiplicaron vegetativamente en 

invernadero, de acuerdo al procedimiento antes descripto. En este ensayo se usaron 

esquejes homogéneos con 2 o 3 hojas, sin macollos, con PF promedio de 0,40 g, que se 

trasplantaron a macetas tipo tubos de PVC con sustrato de perlita/arena lavada (2:1). 

La caracterización de los materiales para la tolerancia a la alcalinidad se realizó en 

invernadero, cuya temperatura media fue de 26,31 ºC.  

Para esta caracterización se usaron cuatro tratamientos: control; salinidad (200 mM 

NaCl); alcalinidad (solución alcalina pH 9) y alcalinidad + salinidad (solución alcalina pH 

9 + 200mM de NaCl). El nivel de salinidad final se logró mediante incrementos sucesivos 

de 50 mM NaCl, disuelto en solución de Hoagland (dilución 0,5 x), con y sin agregado de 

solución buffer alcalina, hasta lograr la concentración deseada.  

La solución alcalina consistió en buffer Na2CO3 (8 mM) / NaHCO3 (2 mM) pH 9. Los 

tratamientos de alcalinidad fueron regados desde el principio con solución de Hoagland pH 

~9 (dilución 0,5 x). Todos los tratamientos fueron regados dos veces por semana 

empleando 200 ml de solución por maceta, midiendo la conductividad eléctrica con un 

termo/conductivímetro digital de mesa Altronix (CTX-II, Argentina) y el pH con un 

pHmetro (Mettler Toledo MP 220) en el líquido de drenaje (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Conductividad eléctrica y pH de los líquidos de drenajes  

Drenajes pH 
Conductividad 

eléctrica (DS/m) 

Control (pH 7) 7,13 0,4 

200 mM NaCl 7,87 19,05 

Alcalinidad (pH 9) 9,18 1,42 

pH 9 + 200 mM NaCl 9,14 18,88 
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El ensayo tuvo una duración de aproximadamente 30 días y se cuantificaron las 

siguientes variables: 

a) Peso seco aéreo (PSA) 

b) Tasa de aparición de hojas (TAH) y macollos (TAM), número de hojas finales (NH) 

y macollos finales (NM) 

c) Tasa de crecimiento relativo (TCR)  

d) Eficiencia del fotosistema II en la última hoja totalmente expandida  

e) Tolerancia relativa a la alcalinidad y alcalinidad + salinidad: este parámetro se 

estimó por material, comparando el valor de las variables de crecimiento en condiciones de 

estrés, respecto a la media de esa variable en ausencia de estrés. De esta forma se relativizó 

el comportamiento de los materiales bajo estrés respecto al control. Para los casos de estrés 

por alcalinidad y salinidad, se relativizaron con la ausencia de estrés. En el caso de estrés 

por alcalinidad + salinidad, se relativizó con la condición de alcalinidad. 

f) Determinación de prolina, glicina-betaína y de iones K+ y Na+ al momento de la 

cosecha (explicado en “Respuestas fisiológicas relacionados a la tolerancia a la salinidad 

en materiales de P. coloratum var. coloratum” y “ Técnicas analíticas”). 

  

Objetivo específico 3 

Respuestas fisiológicas relacionados a la tolerancia a la salinidad en 

materiales de P. coloratum var. coloratum 

En sucesivos ensayos realizados en condiciones de invernadero se hicieron 

determinaciones químicas y fisiológicas según se detalla a continuación. 
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Concentración de proteínas y contenido relativo de agua (CRA). 

Para esta determinación se usaron los materiales colectados 4, 5, 8, 9, 13, 14, 15 y 16. 

Estos se multiplicaron vegetativamente en invernadero, tal como se describió previamente. 

En este ensayo se usaron esquejes homogéneos con 2 o 3 hojas, sin macollos, con PF 

promedio de 0,40 g, que se trasplantaron a macetas tipo tubos de PVC con sustrato de 

perlita/arena lavada (2:1).  

Esta determinación se hizo en tratamientos de ausencia y presencia de 200 mM NaCl. El 

nivel de salinidad final se logró tal como se describió previamente. El riego se hizo 

mediante un sistema de hidroponía manual. 

La concentración de proteínas y contenido relativo de agua se hizo a los 31 días de 

iniciado el ensayo. Estas determinaciones se hicieron en la lámina de la primera hoja 

crecida luego de iniciado el ensayo, la cual fue dividida en tres partes: la parte basal se usó 

para la determinación de proteínas de acuerdo al método de Bradford (Bradford, 1976), el 

segmento medio se utilizó para la determinación del CRA y el segmento apical se descartó. 

 

Efecto de la salinidad sobre la fluorescencia de la clorofila y la actividad antioxidante 

de materiales de P. coloratum con tolerancia contrastante.  

Para estas determinaciones se usaron materiales de P. coloratum 4 y 15, de tolerancia 

contrastante a salinidad. Para esto, se trasplantaron esquejes homogéneos con 2 o 3 hojas, 

sin macollos, con PF promedio de 0,40 g, a macetas tipo tubetes forestales con sustrato de 

perlita/arena lavada (2:1). Luego de 21 días del trasplante de los esquejes, se realizaron los 

tratamientos y las determinaciones que se detallan a continuación.  

Estas determinaciones se hicieron en tratamientos de ausencia y presencia de 50, 100 y 

200 mM de NaCl. El nivel de salinidad se logró tal como se describió previamente y el 

sistema de riego fue manual.  

La medición de la fluorescencia de la clorofila se efectuó sobre la última hoja 

totalmente expandida de macollos nuevos a las 24 h de aplicado el tratamiento salino; 

previa aclimatación a la oscuridad durante 20 min, luego de un pulso luz actínica saturante 
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(3500 µmoles m-2s-1 de radiación PAR). Se usó un fluorímetro portátil Pocket Pea 

(Hansatech, Ingalterra), que lee la curva de inducción de fluorescencia conocida como 

"cinética de Kautsky". Esta cinética muestra una fase de incremento rápido de la 

fluorescencia en un primer segundo de iluminación, seguida de una fase lenta de declive de 

la fluorescencia que dura varios minutos. Los parámetros usados para establecer 

diferencias entre materiales y tolerancia a la salinidad se muestran en Anexo cap 2. Tabla 

13. 

La actividad antioxidante se cuantificó en la última lámina totalmente expandida 

cosechadas 24 h después de aplicado el tratamiento salino. El material colectado se 

conservó a -80 ºC hasta la realización de las determinaciones. Los resultados fueron 

referidos al contenido proteínas, según Bradford (1976). Las determinaciones no 

enzimáticas y enzimáticas se exponen más adelante en la sección “Técnicas analíticas”. 

 

Potencial osmótico y concentración de prolina y sacarosa en macollos de materiales 

de P. coloratum 

Estas determinaciones se hicieron en el ensayo descripto previam ente “c aracterización 

de tolerancia al frío (helada) en ausencia y presencia de salinidad en materiales P. 

coloratum var. coloratum” sobre los m ateriales colectados 2, 3, 4, 14, 15 y 16 de P. 

coloratum (Ensayo I). 

Las determinaciones que se detallan a continuación se realizaron sobre el pseudotallo de 

macollos nuevos crecidos durante los tratamientos de ausencia y presencia de salinidad, 

con y sin aclimatación al frío a los 21 días desde el trasplante.  

1. Potencial osmótico: se determinó en el tejido de la sección superior del 

pseutallo del macollo, utilizando psicrómetro (Wercor HR 33T con cámara 

C-52). Para esto se extrajo la savia de esa sección de acuerdo a Brown y 

Tanner (1981).  

2. Azúcares solubles totales: para su determinación se usó la sección media 

del pseudotallo del macollo y se siguió el procedimiento de Falest (1951). 
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3. Prolina: se cuantificó de acuerdo al método de Bates et al. (1972), 

utilizando la sección basal. 

 

Concentración de prolina, glicina-betaína y de iones K+ y Na+ en láminas de 

materiales de P. coloratum 

Estas determinaciones se hicieron en el ensayo descripto previam ente “Evaluación del 

efecto de estrés por alcalinidad, salinidad y su combinación en materiales colectados de P. 

coloratum var. coloratum ”  sobre los materiales 2, 3, 4, 14, 15 y 16. 

Estas determinaciones se realizaron en la última hoja totalmente expandida de los 

materiales, en los tratamientos de alcalinidad, salinidad, alcalinidad + salinidad y control.  

1. En la parte media de la lámina se cuantificó la concentración de prolina de 

acuerdo a Bates et al. (1972). 

2. En 25 mg de láminas secas se cuantificó glicina-betaína, mediante el 

protocolo de Grieve y Grattan (1983).  

3. La cuantificación de cationes Na+ y K+, en parte superior de lámina y 

vaina se hizo por espectroscopia de absorción atómica usando un equipo 

HPLC (Shimadzu, modelo AA 6300, Japón). 

 

Técnicas analíticas 

Para la determinación de proteínas (Bradford, 1976), las láminas fueron congeladas y 

molidas en nitrógeno líquido. A continuación, se agregó buffer fosfato de potasio 50 mM, 

pH 7,4 conteniendo PVPP 100mg y EDTA 1mM. Luego de centrifugar a 14000 rpm 

durante 30 min a 4ºC se recogió el sobrenadante para la valoración de las proteínas. A 150 

µl del sobrenadante (con dilución 1:75) se les agregó 150 µl de Coomasie brillant blue G-

250 0,11 mM. A continuación, se midió la absorbancia a 595 nm en un espectrofotómetro 

UV-visible (Labsystems Multiskan MS). Para calcular la concentración de proteínas se 
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utiliza una curva patrón realizada con cantidades conocidas (1- 5 ug) de albúmina sérica 

bovina (BSA). 

Contenido relativo de agua (CRA): Para esto se pesaron los segmentos en fresco (PF), 

luego se colocaron en cámara húmeda por 24 h y se pesaron nuevamente para obtener el 

peso turgente (PT). Finalmente se secaron en estufa para obtener el peso seco (PS). El CRA 

se determinó como la relación: 

CRA (%): [(PF-PS) / (PT-PS)] *100 

 

Determinación de daño oxidativo  

Malondialdehido (MDA) (Hodges et al., 1999): la peroxidación de lípidos está 

relacionada con la degradación lipídica por daño oxidativo, siendo el MDA un subproducto 

de aldehído secundario cuantificable por espectrofotometría de este daño. Para ello 50 mg 

de láminas de hoja bandera congeladas y molidas en N2 líquido se resuspendieron en 1 ml 

de etanol al 80%. Luego de centrifugar a 14000 rpm durante 10 min a 4 ºC se colectó el 

sobrenadante para determinar MDA. A 0,5 ml de sobrenadante calentado a 80º C por 20 

min, se agregó 0,5 ml del reactivo cromógeno (TCA 20% y TBA 0,5%). Después de 

mezclar en vortex se calentó nuevamente a 95º C durante 30 min. Al cabo de este tiempo 

se enfrió en baño de hielo y se leyó la absorbancia a 540 y 600 nm con un blanco de 

reactivos. La valoración del MDA se hizo aplicando la siguiente ecuación: 

MDA (mmol/g): (A540-A600) x 1,5 x 1/155  

Dónde 155 corresponde al coeficiente de extinción molar del MDA 

expresado en mM-1 cm-1 
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Determinación de actividad antioxidante no enzimáticos 

Se empleó el método de la capacidad del plasma para reducir el hierro, el cual cuantifica 

la capacidad de los antioxidantes contenidos en una muestra para reducir el tripiridil-

triazina férrica (Fe3+-TPTZ) a la forma ferrosa (Fe2+) (Benzie y Strain, 1996). El 

procedimiento se realizó en placa de ELISA con 5 µl del extracto etanólico y 200 ul de 

mezcla de reacción (buffer acetato de sodio 5 µM, pH 3,6; FeCl3 55 µM; tripiridiltriazina 

(TPTZ) 0,5 µM). Las muestras se incubaron en oscuridad durante 40 min y luego se midió 

la absorbancia a 560nm. La actividad antioxidante no enzimática se expresó sobre la base 

del contenido proteínico foliar. 

 

Determinación de actividad antioxidante enzimática 

La valoración de la actividad superóxido dismutasa (SOD): se realizó por la técnica de 

Beauchamp y Fridovich (1973). Se homogeneizaron aproximadamente 50 mg de tejido 

foliar en N2 líquido, en presencia de 100 mg PVPP y 0,75 ml de buffer de extracción 

fosfato de potasio 50 mM, pH 7,8. Después de centrifugar el homogenato a 12000 rpm 

durante 30 min a 4ºC, se recogió el sobrenadante para ser usado como fuente de enzima 

(extracto).  

La actividad SOD se evaluó usando una mezcla de reacción que contenía 30 µl de 

extracto, buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 7,8; riboflavina 20 µM; EDTA 0,1 µM, 

metionina 13 mM y NBT 75 µM. La mezcla se incubó durante 8 min bajo luz ultravioleta y 

se midió la absorbancia a 560 nm. La actividad SOD se expresó sobre la base del 

contenido proteínico foliar. 

 

La actividad catalasa (CAT): se determinó por el procedimiento Aebi (1984), que mide 

la cinética de descomposición del peróxido de hidrógeno (H2O2). Para esta medición se usó 

el extracto preparado para la determinación de la actividad SOD. Se adicionaron 20 µl de 

extracto la mezcla de reacción conteniendo buffer fosfato de potasio 0,75 M, pH 7,4 y 
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H2O2 50 mM. La degradación del H2O2 se siguió a 240 nm en un espectrofotómetro UV- 

visible (Beckman Coulter TM, USA). Para el cálculo se usó el coeficiente de extinción 

molar del H2O2 cuyo valor es 43,6 M-1cm-1.  

 

Determinación de la actividad ascorbato peroxidasa (APX) (Nakano y Asada, 1981): el 

extracto enzimático se preparó homogeneizando 50 mg de tejido foliar en presencia de N2 

líquido con buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 7,4 conteniendo EDTA 1 mM y ácido 

ascórbico 0,5 mM. Luego de centrifugar a 12000 rpm durante 30 min a 4 ºC se recogió el 

sobrenadante (extracto). Para determinar la actividad APX se usó una mezcla de reacción 

que contiene 50 µl de extracto, 0,1 mM de H2O2 y ácido ascórbico 0,2 mM. La reacción se 

inició con la adición de H2O2 y se registró la oxidación del ácido ascórbico midiendo la 

reducción de la absorbancia a 290 nm en un espectrofotómetro UV-visible (Beckman 

Coulter TM, USA).  Para el cálculo de la actividad se usó un coeficiente de extinción 

molar de 0,49 mM-1 cm-1. 

 

Determinación de la actividad glutatión reductasa (GR) (Schaedle y Bassham, 1977): 

para esta medición se usó el mismo extracto empleado para la actividad SOD. Para 

determinar la actividad GR se usó la siguiente mezcla de reacción: buffer Tris-HCl 50 mM 

pH 7,8; NADPH 1,5 mM, GSSG 0,5 mM; MgCl2 3 mM; EDTA 1 mM; 40 µl de extracto. 

La actividad se determina siguiendo la oxidación del NADPH a 340 nm en un 

espectrofotómetro UV- visible (Beckman Coulter TM, USA). La actividad GR se 

cuantificó como NADPH oxidado por minuto en función de la cantidad de proteína de la 

lámina foliar. Para el cálculo se usó un coeficiente de extinción molar de NADPH 6,22 M -

1cm-1.  

 

Determinación de azucares totales, prolina, glicina-betaína 

Determinación de azúcares solubles totales (Fales, 1951): para esto se pesó 

aproximadamente 50 mg de tejido fresco que se homogeneizó en presencia de 500 µl de 
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buffer Hepes -KOH 50 mM, pH 8,3. Luego de centrifugar el homogenato resultante a 

17000 rpm durante 20´, se colectó el sobrenadante. A 0,5 ml del sobrenadante se agregó 

1ml de solución de antrona al 0,2%. Después de calentar la mezcla en baño a 100º C 

durante 5 min, se enfriaron a temperatura ambiente y se procedió a leer la absorbancia a 

620 nm contra un blanco de reactivos en un espectrofotómetro UV-visible (Beckman 

Coulter TM, USA). La concentración de azúcares totales se obtuvo a partir de una curva 

patrón de glucosa (0,012-0,06 ug/ul). 

Cuantificación de Prolina (Bates et al., 1972): se pesaron 50 mg de tejido fresco que se 

molieron con el agregado de N2 líquido. Luego se agregó 1,5 ml de ácido sulfosalicílico al 

3 % y se centrifugó a 14000 rpm durante 10 min desechando el precipitado. A 0,5 ml del 

sobrenadante, se le agregó 0,5 ml de ácido acético glacial y 0,5 ml de ninhidrina ácida. 

Inmediatamente después se mezcló el contenido de los tubos y se calentaron a 100º C 

durante 1 h. Luego de enfriar en hielo, se agregó 1 ml de tolueno y se mezcló y con vortex, 

dejando reposar unos instantes. La mezcla se separó en dos fases recogiéndose la superior 

que contenía la prolina. La concentración de prolina se cuantificó midiendo la absorbancia 

a 520 nm en un espectrofotómetro (Beckman Coulter TM, USA). Para el cálculo se 

preparó una curva patrón con cantidades conocidas de prolina (0,015 – 0,50 mM). 

Determinación de glicina-betaína (Grieve y Grattan, 1983). Se partió de 25 mg de 

láminas foliares secas. Luego de pulverizar el material se le agregó 1 ml de agua destilada 

y se mantuvo bajo agitación durante 12-16 h. Seguidamente se centrifugó a 14000 rpm 

durante 10 min a 13 ºC, recogiéndose el sobrenadante. A 0,5 ml de sobrenadante se agregó 

0,5 ml de ácido sulfúrico 2 N y se dejó reposar 1 h en frío. Luego se le agregó 0,2 ml de 

trioioduro (KI-I2) y se dejó reposar a 12º C por 24 h. A continuación, se centrifugó a 10000 

rpm durante 30 min a 0 ºC y se eliminó con cuidado el sobrenadante para obtener los 

cristales de la betaína con yodo que quedan en el fondo y paredes del tubo. Completada 

esta fase, se agregó a los tubos 1 ml de 1,2 dicloroethano para disolver los cristales y se 

dejó reposar 1 h. Por último, se diluyó la mezcla en 1,2 dicloroethano (1:20) y se 

determinó la concentración de glicina-betaína a una absorbancia de 360 nm, en un 

espectrofotómetro UV-visible (Beckman Coulter TM, USA). Para determinar la 

concentración de glicina-betaína se usó una curva de betaína de 0.005–0.032 µg.  
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Análisis de datos 

El procesamiento estadístico de datos se llevó a cabo mediante el software estadístico 

Infostat (Di Rienzo et al., 2013) que cuenta de una interfaz con “R” , y se realizó un análisis 

de varianza (ANAVA) con niveles de significancia de p < 0,05. En estos análisis, se 

compararon los datos absolutos como los relativos (proporción de la variable en 

condiciones de salinidad con respecto a condiciones no salinas) por variable. Las 

comparaciones se realizaron en diferentes criterios de clasificación (materiales de P. 

coloratum, tratamientos aplicados) y en su interacción. Posterior a los ANAVA, se hicieron 

test a posteriori entre ellos test de Fisher o DGC.  

En todos los casos se corroboraron los supuestos de normalidad y homogeneidad de 

varianzas, recurriendo a modelos lineales para contemplar el incumplimiento de estos.   
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Resultados  

 

Tolerancia a la salinidad en materiales de P. coloratum respecto al 

cultivar comercial `Klein´ 

El objetivo de esta caracterización fue evaluar si plantas colectadas por haber 

sobrevivido a intensas sequías y fuertes heladas, presentaban tolerancia incrementada a la 

salinidad durante la etapa de crecimiento vegetativo inicial, respecto a plantas del mismo 

cultivar que no habían sido colectadas. 

El crecimiento de todos los materiales colectados de P. coloratum junto al cultivar 

comercial `Klein´, fueron afectados negativamente por la presencia de salinidad. Todas las 

variables evaluadas presentaron menor valor absoluto en presencia de salinidad que en 

ausencia de la misma. 

Por otro lado, se identificaron diferencias estadísticamente significativas en la 

interacción “materiales colectados de P. coloratum junto al cultivar comercial `Klein´ y el 

nivel de salinidad evaluado” en las variables PSA, NH, TCR y TAH (Anexo cap 2. Tabla 

2).  

Así mismo la comparación de la tolerancia relativa a la salinidad de las diferentes 

variables de crecimiento diferenció los materiales entre ellos (Anexo cap 2. Tabla 3).  

A continuación, se detallan los resultados por variable de crecimiento:  

Los materiales 2, 3, 8 y 14 presentaron mayor peso seco aéreo (PSA) en ausencia de 

estrés por salinidad que los restantes materiales (Figura 1. A); mientras que en presencia de 

200 mM NaCl se destacaron los materiales seleccionados 8 y14 con mayor acumulación 

que el resto. Por otro lado, el cultivar comercial `Klein´ presentó similar acumulación de 

PSA que los materiales 15 y 16, en presencia y ausencia de salinidad. La comparación 

de % PSA entre materiales mostró a los materiales 8 y 14 como los menos afectados por 

salinidad, mientras que los materiales 2 y 3 fueron los más afectados (Anexo cap 2 Figura 

2. A). El cultivar comercial `Klein´ se ubicó en el grupo de los más afectados.  
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Figura 1 A. Efecto de la salinidad (200 mM NaCl) sobre el peso seco aéreo PSA (g), en 

materiales de P. coloratum var coloratum y el cultivar comercial `Klein.  

Respecto al número de hojas (NH), los materiales colectados 2, 3, 14 y 15 de P. 

coloratum presentaron similar número de hojas finales en ausencia y presencia de 

salinidad, tal como ocurrió con el cultivar comercial `Klein´. Mientras que, el material 8 

mostró mayor NH en presencia de salinidad que ausencia de esta (Figura 1 B). Respecto a 

la variable % NH, se destacó el material 8 del resto de los materiales, con un incremento 

del % NH en condición de salinidad respecto al control (Anexo cap 2. Figura 2. B).  

   

Figura 1 B. Efecto de la salinidad (200 mM NaCl) sobre el número de hojas (NH) finales 

en materiales de P. coloratum var coloratum y el cultivar comercial `Klein´. 

 En ausencia de estrés todos los materiales evaluados presentaron similar tasa de 

crecimiento relativo (TCR) (Figura 1. C), mientras que en presencia de salinidad el 

cultivar `Klein´ mostró una tasa inferior que el resto. Para esta variable la salinidad no 

diferenció los materiales colectados entre sí. Por otro lado, para la variable % TCR, se 
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destacó el material seleccionado 14 del resto de los materiales evaluados, presentando 

mayor % TCR. Mientras que el cultivar `Klein´ presentó menor % TCR que el resto de 

los materiales (Anexo cap 2 Figura 2. C).  

 

Figura 1 C. Efecto de la salinidad (200 mM NaCl) sobre la tasa de crecimiento relativa 

(TCR) (g/ g día), en materiales de P. coloratum var coloratum y el cultivar comercial 

`Klein´.  

La salinidad afectó la tasa de aparición de hojas TAH (h/h día) en todas las plantas de P. 

coloratum de la misma manera, excepto para el material 15 que presentó una tasa superior 

de aparicion de hojas en presencia de salinidad (Figura 1. D). Respecto a la variable tasa de 

aparición de macollos TAM (m/m día) los materiales colectados de P. coloratum 

presentaron similar TAM en ausencia y presencia de salinidad excepto los materiales 2 y 

15 junto al cultivar comercial `Klein´ (Figura 1. E) siendo en estos casos, inferior la tasa en 

salinidad.  
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Figura 1 D. Efecto de la salinidad (200 mM NaCl) sobre la tasa de aparición de hojas (h/h 

día), en materiales de P. coloratum var coloratum y el cultivar comercial `Klein´.  

El porcentaje respecto al control de las variables TAH presentó elevados valores para 

los materiales colectados 8 y 15, mientras que para % TAM los materiales 8 y 14 

presentaron mayor relación. (Anexo cap 2 Figura 2. D y E). 

 

     

Figura 1 E. Efecto de la salinidad (200 mM NaCl) sobre la tasa de aparición de macollos 

(m/m día), en materiales de P. coloratum var coloratum y el cultivar comercial `Klein´. 

Figura 1. A, B, C, D y E. En cada panel, las barras indican medias de las variables, letras 

diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) según test LSD. Repeticiones por 

material y tratamientos, en salinidad n= 10, en ausencia de salinidad n= 8 y en porcentaje 

respecto al control n=10.  
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Caracterización de tolerancia a la helada en ausencia y presencia de 

salinidad en materiales de P. coloratum var. coloratum 

El objetivo de este ensayo fue caracterizar la tolerancia a helada en los materiales 

seleccionados, durante la etapa de crecimiento vegetativo inicial, en ausencia y presencia 

de salinidad. Se trabajó sobre la hipótesis de que la exposición a condiciones salinas 

incrementa la tolerancia a helada. Para esta caracterización se hicieron dos ensayos, y 

considerando que ambos aportaron resultados similares, se muestran los resultados de uno 

de ellos. 

Para la caracterización de tolerancia a helada se utilizó la relación de estabilidad de 

membranas de los materiales que fueron sometidos al estrés por helada, en ausencia y 

presencia de 200 mM NaCl, respecto a los que se mantuvieron en invernadero. Este 

parámetro identificó diferencias significativas en la interacción “materiales de P. coloratum 

y nivel de salinidad” (Anexo cap 2. Tabla 4), indicando de este modo que no todos los 

materiales de la colecta presentaron similar % daño de membrana en ausencia y presencia 

de salinidad. 

En esta instancia se destacaron los materiales colectados 2, 3, 4, 8, 14 y 16 junto al 

cultivar `Klein´ con % daño de membrana similar en ausencia y presencia de salinidad 

(Figura 2). Por otro lado, el material 15 mostró diferencias significativas en la variable % 

de daño de membrana en ausencia y presencia de salinidad; siendo superior el % daño en 

ausencia de salinidad respecto a la presencia de la misma (Figura 2).  
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Figura 2. % daño de membrana en materiales de P. coloratum en ausencia y presencia de 

200 mM NaCl, luego del estrés por helada. Las barras indican valores promedios y EE. 

Repeticiones por material en tratamientos, salinidad n= 10 y ausencia de salinidad n= 8. 

 

Cabe destacar en esta instancia, que las diferencias significativas en tolerancia a helada 

entre materiales se identificaron en la última hoja totalmente expandida. Sin embargo, 

ninguna de las repeticiones de los materiales murió luego de la aplicación del estrés por 

helada.  

Evaluación del efecto de estrés por alcalinidad, salinidad y su 

combinación en materiales colectados de P. coloratum var. coloratum  

Para detectar variabilidad entre materiales colectados de P. coloratum en condiciones de 

estrés por alcalinidad, se evaluó la afectación de las variables de crecimiento vegetativo en 

presencia de condiciones de alcalinidad y en combinación de estreses de alcalinidad y 200 

mM NaCl.  

Como se puede observar en Anexo capítulo 2. Tabla 5, todas las variables de 

crecimiento se vieron afectadas por la aplicación de los tratamientos. Los materiales 

mostraron diferencias entre ellos para las variables NM, NH y TCR. Por otro lado, las 

variables TCR y TAH fueron las únicas que presentaron diferencias significativas en la 

interacción “material y tratamiento aplicado”. 
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Por otra parte, la comparación de la eficiencia del Fotosistema II (FSII) no mostró 

diferencias en la interacción “materiales y tratamientos” Anexo capítulo 2. Tabla 5. 

Respecto a la TCR, en general, la alcalinidad no afectó la mayoría de los materiales 

evaluados, salvo el material 3 que presentó una TCR menor (Figura 3). 

En presencia de salinidad se destacó el material 15 del resto, con mayor TCR, mientras 

que el material 4 resultó ser el más afectado (Figura 3). 

Por otro lado, la presencia de salinidad y alcalinidad + salinidad redujeron 

significativamente y de manera similar la TCR en todos los materiales, salvo los materiales 

3 y 4, que resultaron más afectados por la combinación de ambos estreses (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Efecto de la alcalinidad, salinidad y su combinación sobre la tasa de crecimientos 

relativa (g/g día) en materiales de P. coloratum var. coloratum, en tratamientos de ausencia 

de estrés, salinidad (200 mM NaCl), alcalinidad (pH 9) y alcalinidad + salinidad (pH 9 + 

200 mM NaCl). Repeticiones por material en tratamientos, control n=5, 200 mM NaCl n= 

8, pH 9 n=8 y pH 9 + 200 mM NaCl n=8 y. Las barras indican medias de tasa de 

crecimiento relativa por material. Letras diferentes indican diferencias significativas 

(p<0,05) según test DGC. 

 

Respecto a la tolerancia relativa a la alcalinidad, sólo % TCR mostró diferencias en la 
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tratamiento alcalinidad/control no diferenció los materiales colectados (Figuras 4). La 

combinación de alcalinidad + salinidad /control tampoco diferencio a ninguno de los 

materiales. Por otra parte, la salinidad/control diferenció los materiales y se destacaron los 

materiales 15, 14 y 3.  
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Figura 4. Efecto de la alcalinidad, salinidad y su combinación, respecto a su control, sobre 

la tasa de crecimiento vegetativo (%g/g día) en materiales de P. coloratum var. coloratum. 

Distribución de paneles por material. Repeticiones por material y tratamiento, % 200 mM 

NaCl n=8, % pH 9 n=8; %pH 9 + 200 mM NaCl n=8. Letras diferentes indican diferencias 

significativas (p<0,05), según test DGC. 
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Respecto a la variable TAH se destacaron con altos valores los materiales 3, 4, 14 y 15 

en condición control, junto a 16 y 4 en presencia de pH 9. Por otro lado, la presencia de 

salinidad y la combinación de salinidad y alcalinidad no diferenciaron la tasa de aparición 

de hojas entre materiales colectados de P. coloratum (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Efecto de la alcalinidad, salinidad y su combinación sobre la tasa relativa de 

aparición de hojas (h/h día) en materiales de P. coloratum var. coloratum, en tratamientos 

de ausencia de estrés, salinidad (200 mM NaCl), alcalinidad (pH 9), alcalinidad + salinidad 

(pH 9 + 200 mM NaCl). Repeticiones por material en tratamientos, control n=5, 200 mM 

NaCl n= 8, pH 9 n=8 y pH 9 + 200 mM NaCl n=8. Las barras indican medias de tasa de 

crecimiento relativa por material. Letras diferentes indican diferencias significativas 

(p<0,05) según test DGC.   
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Resumen de la caracterización de la población en estudio  

Primeramente, se pudo establecer que la presencia de salinidad (200 mM NaCl) afectó 

el crecimiento de todos los materiales de P. coloratum. Entre los materiales colectados, se 

destacan los materiales 14 y 8 con una mayor acumulación de materia seca por planta en 

presencia de salinidad. Por otro lado, los materiales colectados presentaron en conjunto 

mayor tasa de crecimiento relativa que el cultivar comercial `Klein´ en presencia de 

salinidad.  

Respecto a la tolerancia a helada en P. coloratum var coloratum se puede asumir, que la 

gran mayoría de los materiales colectados presentaron igual tolerancia a helada en 

presencia y ausencia de salinidad que el cultivar comercial `Klein´. Por otro lado, entre los 

materiales colectados, el material 15 fue el único que en presencia de salinidad la 

tolerancia a helada mejoró significativamente.  

Por último, se pudo establecer que la alcalinidad por sí sola no afecta el crecimiento de 

la mayoría de los materiales de P. coloratum colectados. La combinación de este estrés con 

la salinidad redujo la tasa de crecimiento en todos los materiales, aunque esta reducción 

fue mayor en los materiales 3 y 4. Por otro lado, en este ensayo el material 4 fue el más 

afectado por la presencia de salinidad y el 15 el más tolerante. 
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Respuestas fisiológicas relacionados a la tolerancia a salinidad en 

materiales de P. coloratum var. coloratum 

 

Concentración de proteínas solubles y contenido relativo de agua (CRA) 

La cuantificación de proteínas mostró diferencias significativas entre materiales y por 

nivel de salinidad. Mientras que el CRA mostró diferencias entre los tratamientos (Anexo 

cap 2 Tabla 7). Para esta última variable, los materiales crecidos en presencia de 200 mM 

NaCl presentaron un CRA del 92,86 %, inferior que en ausencia de la misma (96,67 %).  

 

Luego, se procedió a corregir la concentración de proteínas respecto al CRA en los 

materiales y por tratamiento. Estos resultados identificaron diferencias significativas en la 

interacción “material y tratamiento de salinidad” tal como se puede observar en Anexo cap 

2. Tabla 7. Respecto a este, se verificaron que en presencia de salinidad todos los 

materiales tuvieron similar concentración de proteínas corregidas por CRA entre 

materiales. Por otro lado, en ausencia de salinidad se observaron diferencias entre estos, 

siendo los materiales 16, 15 y 14 los de mayor concentración de proteína (tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 
 

 

Tabla 2. Medias y EE del contenido de proteínas referidos al peso fresco corregidas por 

CRA (mg de proteína/g PF) en materiales de P. coloratum var. coloratum (M), en 

tratamientos control y 200 mM NaCl (T). 

 

mg prot/g PF * CRA 

Material 
Trat   (mM 

NaCl)  Medias E.E. Diferencias significativas según Fisher 

4 0 30,51 2,41 B C 

5 0 19,1 6,72 C 

8 0 25,12 1,77 C 

9 0 22,31 1,16 C 

13 0 22,74 7,86 C 

14 0 32,76 1,57 A B C 

15 0 41,3 10,91 A B C 

16 0 57,79 12,48 A 

4 200 46,21 4,72 A B 

5 200 54,53 13,13 A B 

8 200 49,71 3,46 A B 

9 200 30,99 2,28 B C 

13 200 43,14 15,38 A B C 

14 200 25,97 3,76 C 

15 200 34,16 27,54 A B C 

16 200 39,88 24,41 A B C 

 Nota: Repeticiones por material n=3. 
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Efecto de la salinidad sobre la fluorescencia de la clorofila y la actividad antioxidante 

de materiales de P. coloratum con tolerancia contrastante.  

 

Fluorescencia de la clorofila  

A las 24 h de aplicados los tratamientos de salinidad (50, 100, 200 mM NaCl) los 

materiales no manifestaron efectos significativos en la interacción “material y salinidad” 

en los parámetros de fluorescencia de clorofila. Así mismo, pasados los 7 días de la 

aplicación del nivel superior de salinidad tampoco se observaron diferencias en la 

interacción “material y salinidad (200 mM de NaCl)” (Anexo cap 2 Tabla 8. A).  

Para visualizar esto, se graficaron parámetros de fluorescencia de la clorofila, usando la 

relación salinidad/control *100 en materiales de tolerancia contrastante a los 7 días de 

aplicado 200 mM NaCl (Figura 6). Este gráfico mostró relaciones similares entre ambos. 

Sin embargo, pudieron observarse efectos significativos a las 24 h de aplicado 50 mM 

NaCl por nivel de tratamientos en el parámetro Fv/Fm, que disminuyó en las plantas 

estresadas. Asimismo, en ese tiempo se diferenciaron los materiales entre ellos en las 

variables Vj, Dio/Rc, Tro/Rc, Eto/Rc. En todas estas variables el material 15 fue superior al 

material susceptible 4 (Anexo cap 2 Tabla 8. B).  

Por otro parte, a las 24 h aplicado el tratamiento de 100 mM NaCl pudo observarse 

efecto de la salinidad en la variable Vj, que fue superior en ausencia de salinidad respecto a 

la presencia de ésta. Por otro lado, los parámetros Pi, Abs y Eto/Rc aumentaron en 

presencia de 100 mM NaCl en relación a la ausencia de estrés. Respecto a ABs/Rc, Dio/Rc, 

Tro/Rc, Eto/Cr, pudieron identificarse diferencias significativas para materiales de 

tolerancia contrastante, siendo superior en el material tolerante respecto a susceptible 

(Anexo cap 2 Tabla 8. C). 

A las 24 h de aplicado el nivel superior de salinidad, se observaron mayores valores de 

Vj en el material 15 respecto a 4. Por otro lado, el Tro/Rc y Eto/Rc presentaron niveles 

superiores en el material 4 respecto al 15 (Anexo cap 2 Tabla 8. D).  
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Por último, a los 7 días de aplicado el nivel superior de salinidad se identificaron 

diferencias entre tratamientos en los parámetros Vj y Pi Abs (Anexo cap 2 Tabla 8. E).  

 

 

Figura 6. Efectos de la salinidad en los parámetros ETo/Rc, Tro/ Rc, Dio/Rc, Abs/Rc, Vj, 

Fv/fm y PI abs en materiales 4 y 15 de P. coloratum. Repeticiones por material en 

tratamiento de 200 mM NaCl referidos al control n= 5. Los parámetros se expresan como 

porcentaje respecto al control. 

 

Actividad antioxidante  

Los tratamientos salinos no modificaron el nivel de peroxidación lipídica en materiales 

contrastantes (p>0.05), así como tampoco los niveles de antioxidantes no enzimáticos y 

enzimáticos (Tabla 3). 

Respecto a las enzimas antioxidantes, SOD y GR mostraron diferencia significativa en 

la interacción “material y nivel de salinidad” (Tabla 3). Como puede observarse en la 

figura 7 A, la actividad SOD en el material 15 disminuyó en presencia de 50 mM NaCl 

respecto al control y luego subió su actividad conforme aumentó la salinidad del medio. 

Hasta alcanzar un 50% por encima del control en presencia de 200 mM NaCl. Por otro 

lado, el material 4 (susceptible a salinidad) no registró cambios en la actividad de SOD en 

los diferentes tratamientos de salinidad.  
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La actividad GR mostró un comportamiento inverso a SOD, ya que, el material 

susceptible a salinidad presentó una actividad superior al control en presencia de 50 mM 

NaCl, que posteriormente disminuyó en los incrementos sucesivos de salinidad. Mientras 

que, el material de mayor tolerancia, presentó baja actividad GR en presencia de 50 y 100 

mM NaCl (Figura 7 B).  

Por otro lado, la actividad de la enzima CAT, resultó afectada por los tratamientos 

salinos, de manera similar en ambos materiales. Como puede observarse en la figura 7 C 

con 50 mM NaCl la actividad CAT aumentó 25% en el material susceptible y un 100% en 

el tolerante. Luego, conforme fue progresando el tratamiento de salinidad la actividad de 

esta enzima disminuyó en ambos materiales y se mantuvo en niveles similares al control. 

Por su parte, la actividad APX no se vio afectada por los tratamientos salinos. Sin 

embargo, el material 4 presentó mayor actividad APX que 15. Para esta enzima la 

presencia de 200 mM NaCl, no dio resultados coherentes por lo que no se agregó en los 

análisis (Figura 7 D). Así como también, las enzimas GR y APX en presencia de 200 mM 

NaCl no mostraron resultados consistentes. 

 

Tabla 3. Probabilidad de que los resultados sean iguales entre materiales de P. coloratum 4 

y 15 (M), en tratamientos 50, 100 y 200 mM NaCl respecto al control (T) y su interacción, 

en las variables: contenido malondialdehido (MDA), antioxidantes no enzimáticos 

(FRAP), actividades enzimáticas: superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation 

reductasa (GR) y ascorbato peroxidasa (APX). 

 p- valor 

 MDA FRAP SOD CAT GR APX 

Material (M)          0,2225 0,319 0,7854 0,0061 0,0001 0,0323 

Tratamiento (T) 0,5318 0,9447 0,0149 <0,0001 0,5399 0,4729 

M y T 0,3112 0,3654 0,0259 0,1407 0,0082 0,3683 

Nota: Repeticiones por material en tratamientos referidos al control n= 5. Valores de 

p>0,05 indican diferencias no significativas entre tratamientos para cada variable. 
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Figura 7. Porcentaje de actividad enzimática SOD (A), GR (B) y CAT (C) en condición de 

salinidad respecto al control no salinizado, en materiales de P. coloratum evaluados a las 

24 h de cultivo en 50, 100 y 200 mM NaCl. Las barras indican valores medios. 

Repeticiones por material en tratamientos referidos al control n=5. Letras diferentes 

indican diferencias significativas entre los criterios de clasificación (p<0,05) según LSD. 
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En resumen, se puede concluir que respecto a la actividad de las enzimas antioxidantes 

sólo la SOD presentó un incremento de actividad en el material de mayor tolerancia a 

salinidad a las 24 h de aplicado el nivel superior de estrés (200 mM NaCl), no así el 

material de mayor susceptibilidad.   

 

Potencial osmótico y la concentración de prolina y sacarosa en macollos de materiales 

de P. coloratum  

En esta instancia se identificaron diferencias en el potencial osmótico y la concentración 

de azúcares solubles totales y de prolina, bajo condiciones de salinidad (Anexo cap 2 Tabla 

9).  

El potencial osmótico disminuyó significativamente en los materiales colectados en 

presencia de salinidad (Figura 8). Por otro lado, la aclimatación al frío no indujo cambios 

en este parámetro. 

 

 

Figura 8. Potencial osmótico de macollos de P. coloratum en ausencia de salinidad y en 

presencia de 200 mM NaCl, en plantas aclimatadas y no aclimatadas al frío. Repetición por 

tratamiento n=5. Las barras indican valores medios, letras diferentes indican diferencias 

significativas (p<0,05) según LSD. 
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La concentración de azúcares solubles totales en salinidad fue 46% superior a la 

registrada en ausencia de ésta (Anexo cap 2 Tabla 9).  

Por otro lado, la interacción de “salinidad y aclimatación al frío” mostró diferencias 

significativas en la concentración de prolina. La concentración de prolina se incrementó en 

presencia de salinidad. Sin embargo, materiales crecidos en salinidad y aclimatados al frío 

acumularon un 25% menos de prolina respecto de los no aclimatados al frío (Figura 9). 

 

 

Figuras 9. Concentración de prolina en macollos de materiales de P. coloratum referida a 

peso fresco, en ausencia (0) y presencia de 200 mM NaCl, en plantas aclimatadas o no 

aclimatadas al frío. Repetición por tratamiento n= 3. Las barras indican valores medios, 

letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) según DGC.  
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Prolina, glicina-betaína y concentración de iones K+ y Na+ en láminas de materiales 

de P. coloratum 

 

Prolina y glicina-betaína 

En esta instancia se identificaron diferencias entre los tratamientos evaluados en la 

concentración de prolina y glicina-betaína en láminas de materiales de P. coloratum 

(Anexo cap 2 Tabla 10). La concentración de prolina en láminas jóvenes aumentó en 

presencia de 200 mM NaCl (Figura 10), tal como se observó anteriormente en macollos 

jóvenes. La combinación de salinidad y alcalinidad también incrementó la concentración 

de este osmolito respecto a los tratamientos control y al pH 9. Sin embargo, este 

incremento observado fue menor al que ocurre en salinidad (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Concentración de prolina en láminas de hojas de materiales de P. coloratum, en 

control, salinidad (200 mM NaCl), alcalinidad (pH 9), alcalinidad + salinidad (pH 9 + 200 

mM NaCl). Repeticiones por tratamientos, control n=16, 200 mM NaCl n= 16, pH 9 n= 17 

y pH 9 + 200 mM NaCl n=15. Las barras indican valores medios, letras distintas indican 

diferencias significativas (p<0,05).  
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Respecto a la glicina-betaína tanto en control como en estrés por alcalinidad los niveles 

del metabolito fueron similares. Por otro lado, en los tratamientos de 200 mM NaCl y pH 9 

+ 200 mM NaCl este osmolito presentó concentraciones superiores y similares (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Concentración de glicina-betaína en láminas de materiales de P. coloratum, en 

control, 200 mM NaCl, alcalinidad (pH 9) y alcalinidad + salinidad (pH 9 + 200 mM 

NaCl). Repeticiones por tratamientos, control n=16, 200 mM NaCl n= 16, pH 9 n= 17 y 

pH 9 + 200 mM NaCl n=15. Las barras indican valores medios, letras distintas indican 

diferencias significativas según LSD.  

 

Por otro lado, los materiales de tolerancia contrastante a salinidad 4 y 15, presentaron 

concentraciones similares de prolina y glicina-betaína en los tratamientos evaluados. Tal 

como puede observarse en la tabla 4.  
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Tabla 4. Media y EE de concentraciones de prolina y glicina-betaína en laminas jóvenes de 

materiales de P. coloratum var. coloratum (M) de tolerancia a salinidad contrastante, en los 

tratamientos de ausencia de estrés, 200 mM NaCl, pH 9 y pH 9 + 200 mM NaCl. 

 

umoles / g PF Prolina 

Material Tratamiento Medias E.E. 
letras 
según 
Fisher 

4 
Control 

0,27 0,42 E 

15 0,17 0,34 E 

4 
200 mM NaCl 

2,5 0,42 A  

15 1,95 0,42 A B C 

4 
pH 9 

0,2 0,34 E 

15 0,14 0,34 E 

4 pH 9 + 200 mM 
NaCl 

0,83 0,26 D E 

15 0,89 0,34 C D E  

 umoles / g PF Glicina-betaína   

Material Tratamiento Medias E.E. 

letras 

según 
Fisher 

4 
Control 

459,42 77,03 D E F G 

15 367,1 84,38 D E F G 

4 
200 mM NaCl 

863,69 133,41 A B C 

15 920,77 108,93 A  

4 
pH 9 

313,43 77,03 E F G 

15 321,31 84,38 E F G 

4 pH 9 + 200 mM 
NaCl 

593,19 108,93 B C D E 

15 606,96 108,93 B C D E 

 

Concentración de iones K+ y Na+ en vaina y lámina 

Esta determinación se hizo en 8 materiales P. coloratum con tolerancia diferencial a la 

salinidad.  

La comparación de la concentración de los cationes K+ y Na+ por sección no mostró 

diferencias significativas (Anexo cap 2 Tabla 11). Sin embargo, la comparación del 
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cociente vaina/lámina para los cationes Na+ y K+, indicó diferencias significativas para el 

catión K+ entre materiales y tratamientos de 200 mM NaCl, pH 9, control y pH9 + 200 mM 

NaCl (Anexo cap 2 Tabla 12).  

A fin de explicar los resultados con mayor claridad se exponen los efectos de los 

tratamientos de 200 mM NaCl, pH 9, control y pH9 + 200 mM NaCl en los materiales 4 y 

15.  

Como puede distinguirse en la Figura 12, para el ion K+ estos materiales presentaron 

similar relación vaina/lámina en presencia de alcalinidad y a pH neutro. Por otro lado, la 

presencia de 200 mM NaCl diferenció la relación vaina/lámina entre estos materiales. El 

material de mayor tolerancia a salinidad (15) presentó similar relación vaina/lámina en 

todas las condiciones de estrés evaluadas, así como también en condiciones control. Por 

otro lado, el material susceptible (4) mostró similar relación de K+ en vaina/lámina en la 

condición de pH 9 y control, mientras que el agregado de 200 mM NaCl redujo 

significativamente esta relación.  

Respecto al ion Na+ no se identificaron diferencias entre los diferentes criterios de 

clasificación, en vaina/lámina, así como tampoco en su interacción (Anexo cap 2 Tabla 

12). Sin embargo, la presencia de 200 mM NaCl aumenta el contenido de Na+ en 

vaina/lámina en el material tolerante respecto al susceptible (datos no mostrados).  
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Figura 12. Relación vaina/lámina para K+ en la última hoja totalmente expandida de los 

materiales 4 y 15 de P. coloratum, cultivados en condiciones de: control, 200 mM NaCl, 

pH 9, pH 9 + 200 mM NaCl. Repeticiones por material y tratamiento n=3. Las barras 

indican valores medios, letras distintas indican diferencias significativas según LSD.  
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Discusión 

 

Crecimiento de Panicum coloratum  en salinidad 

Ashraf y Harris (2004) plantean que la medición del crecimiento y supervivencia de 

plantas es una medida integral para evaluar la tolerancia a la salinidad, que comprende 

diferentes mecanismos fisiológicos. Según diversos autores, en las plantas la tolerancia a la 

salinidad involucra mecanismos de alta y baja complejidad (Parida y Das, 2005).  

En los materiales de P. coloratum la salinidad afectó negativamente todas las variables 

de crecimiento vegetativo evaluadas tanto de los materiales colectados de P. coloratum 

como los no colectados (Anexo cap 2 Tabla 2). Respuestas similares se registraron en otras 

especies, entre ellas trigo, donde la salinidad redujo el crecimiento vegetativo, la superficie 

foliar, el número de hojas e indujo una aceleración en la senescencia de éstas (Munns, 

2002). En maíz se observó reducción del crecimiento, escaso desarrollo de distintas partes 

aéreas e inhibición de la aparición de hojas nuevas (Cramer, 2002). En un estudio hecho 

con 18 líneas de Panicum miliaceum se encontró que incrementos de NaCl afectaron 

negativamente diferentes variables de crecimiento en todas las líneas estudiadas (Sabir y 

Ashraf, 2007). Asimismo, en Chloris gayana la salinidad redujo el rendimiento sobre la 

base de la reducción del área foliar (De Luca et al., 2001).  

La selección intraespecífica en tolerancia a salinidad ha sido usada para el desarrollo de 

cultivares con tolerancia diferencial a este estrés (Flowers et al., 1991). Los materiales de 

P. coloratum var. coloratum sobrevivientes a condiciones extremas de sequía y frío 

presentaron mayor tolerancia a salinidad que plantas no seleccionadas del mismo cultivar 

`Klein´ (Figura 1 E).  

En estudios realizados con P. coloratum, se encontró que la salinidad afectó la 

germinación y supervivencia de los cultivares `Klein´ y `Bambatsí . Sin embargo, el 

cultivar `Klein´ perteneciente a la var. coloratum presentó mayor crecimiento vegetativo en 

presencia de salinidad que el cultivar `Bambatsí  perteneciente a la var. makarikariensis 

(Taleisnik et al., 1998). Dentro de la población colectada de la var. coloratum se identificó 
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variabilidad en la tolerancia a la salinidad. En estudios previos, la salinidad afectó el 

número de macollos y la tasa de aparición de hojas y macollos (Pittaro et al., 2015). Así 

mismo, en este trabajo de Tesis se confirmó el efecto de la salinidad observable también en 

las variables de PSA y NH (Figura 1 A y B). Según Munns y Tester (2008), el principal 

efecto de la salinidad en el crecimiento de los cereales se observa en la reducción del 

número de hojas y de macollos. Sin embargo, como se observó en nuestro trabajo de Tesis 

otras variables también se vieron afectadas por el efecto de la salinidad dentro de la 

población de P. coloratum. 

Como citan Lemaire y colaboradores en su revisión (Lemaire et al., 2009), los 

componentes morfológicos de una pastura entre ellos, tasa de aparición de hojas, así como 

el crecimiento y duración de las mismas, están determinados genéticamente. Estos autores 

también proponen que el ambiente afecta estos componentes, tal como ocurrió entre los 

materiales colectados de P. coloratum.  

En pasturas megatérmicas, la tasa de macollaje es un fenómeno dependiente 

principalmente de la luz, pero que además se lo vincula con la intensidad y frecuencia de 

defoliación, provocando modificaciones en la cantidad y calidad de luz que ingresa en la 

estructura de la planta (Deregibus et al., 1983; Casal et al., 1985). Sin embargo como pudo 

observarse en el trabajo de Maas et al. (1994) la salinidad también afectó la tasa de 

aparición de macollos en cultivares de trigo de tolerancia contrastante a salinidad, tal como 

se corroboró entre materiales de P. coloratum var. coloratum, ya que la presencia de 200 

mM NaCl redujo la TAM de la mayoría de los materiales colectados, excepto para el 

material 14. 

 

Respuestas fisiológicas relacionadas a la tolerancia diferencial a la 

salinidad  

En los últimos años, los mejoradores han alcanzado progresos significativos de 

tolerancia a la salinidad, a través de la selección de individuos superiores y apareamientos 

dirigidos (Noble et al., 1984; Allen et al., 1985; Al-Khatib et al., 1993; Ashraf y Wu, 

1994; Shannon y Grieve 1998; Ashraf, 2002). Esta selección se ha basado en caracteres de 
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tipo agronómicos, como crecimiento y rendimiento (Noble y Rogers 1992; Ashraf y Wu, 

1994), que incluyen la integración de numerosos mecanismos fisiológicos (Munns, 1993). 

Cuando nos referimos al mejoramiento para tolerancia a estreses abióticos, Yeo (1994) 

plantea que la selección de individuos mediante el uso de criterios fisiológicos, parece 

suministrar información más directa y fiable que los caracteres agronómicos. Por ello en 

esta tesis se planteó la identificación de caracteres fisiológicos, relacionados a la tolerancia 

diferencial a la salinidad. 

Respecto a lo citado, existen numerosos reportes que muestran diferentes alteraciones 

fisiológicas relacionadas a la tolerancia a la salinidad (Munns, 1993; 2002). Sin embargo, 

para el caso de P. coloratum se desconocía los mecanismos metabólicos y de adaptación 

que se activan en condiciones de salinidad.   

Por otro lado, no existen indicadores fisiológicos universales que definen la tolerancia a 

salinidad entre especies, que puedan ser utilizados de un modo general en el mejoramiento 

genético (Ashraf, 2004). En este sentido, Ashraf y Harris, (2004), indican que los 

mecanismos de tolerancia a la salinidad son complejos y las variaciones se producen no 

sólo entre especies sino también entre cultivares dentro de una misma especie.  

A continuación, se describen los mecanismos de tolerancia a estrés por salinidad 

estudiados en materiales colectados de P. coloratum.  

 

Ajuste osmótico  

Munns y Tester (2008) plantean que la exposición de las plantas al estrés por salinidad 

tiene dos efectos, primero una reducción del crecimiento debido al estrés osmótico seguido 

de una reducción adicional por efectos iónicos. Ellos proponen que el ajuste osmótico 

permite recuperar el volumen original de las células en cuestión de horas; y en respuesta a 

la tolerancia de salinidad, permite a las plantas a evitar la toxicidad iónica y mantener la 

absorción de agua. Hay dos tipos de osmolitos con papel clave en el ajuste osmótico, los 

solutos orgánicos e iones inorgánicos (Chen y Jiang, 2010).  
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Cuando las plantas crecen en condiciones de salinidad, el potencial hídrico radical se 

afecta negativamente. Soriano (1980) cita diversos autores que postulan diferentes 

interpretaciones de las causas del estrés hídrico, entre ellos, Hsiao (1973), que propone al 

potencial de turgencia, como fuerza impulsora de cambios y ajustes provocados en las 

situaciones de estrés hídrico. Sin embargo, Itai y Benzioni (1976) discrepan con el autor 

citado alegando que las alteraciones hormonales pueden ser señaladas como efecto 

primario. No obstante, cualquiera sea el desencadenante, la respuesta de tolerancia al estrés 

hídrico pone en marcha el ajuste osmótico, mediante la síntesis de sustancias solubles con 

pesos moleculares relativamente bajos (azúcares, aminoácidos, compuestos cuaternarios de 

amonio, poliaminas, polioles, etc) o por acumulación de ciertos iones, que favorece el 

influjo de agua y el aumento de la turgencia (Greenway y Munns 1980; Wyn, 1981; 

Hernandez y Almansa 2002; Taiz y Zeiger 2002; Chaparzadeh et al., 2003; Ashraf, 2004).  

Para el caso de los materiales colectados de P. coloratum en condiciones de salinidad, 

todos presentaron similar potencial osmótico, sin embargo se identificaron diferencias 

entre ellos en diversas variables de crecimiento vegetativo, por lo que se supone que el 

ajuste osmótico no sería la causal de las diferencias en los parámetros de crecimiento 

observadas en los materiales colectados de P. coloratum en salinidad.  

Numerosos autores indicaron una correlación positiva entre la tolerancia a salinidad y 

un incremento en la acumulación de osmolitos compatibles. En la actualidad, hay 

numerosos trabajo que sostienen que la presencia del osmolito prolina se relaciona 

positivamente con la tolerancia a salinidad (Ashraf y Foolad, 2007). Existe suficiente 

evidencia que indica que mayor acumulación de prolina en Triglochin, Puccinellia y 

cebada, indica mayor tolerancia a salinidad (Asrhaf, 1994). Así mismo, en otras especies 

también se correlacionó positivamente la concentración de este osmolito y la tolerancia a la 

salinidad, como fue el caso de dos ecotipos tolerantes de Agrostis stolonifera  (Ashraf y 

Foolad, 2007). Asrhaf (1994) sugiere que la prolina cumple un rol esencial en la tolerancia 

a estrés salino, por lo que la propuso como criterio de selección plausible para la tolerancia 

al mismo. Sin embargo, hay experiencias que indican lo contrario, tal como ocurrió en 

arroz y sorgo en el trabajo de De Lacerda et al. (2003).  

Por otro lado, en un número reducido de especies, la glicina-betaína es un compuesto de 

amonio cuaternario que actúa como osmolito compatible en respuesta adaptativa a la 
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salinidad. Tal como sucedió en hoja de los géneros Suaeda y Salicornia, en presencia de 

salinidad. Asimismo, fue característico en tribus Hordeae y Chlorideae dentro de la familia 

Poaceae en presencia de salinidad (Asrhaf, 1994). Sin embargo, en las Poaceas Agropyron 

junceum y Elymus sabulosus, con elevada tolerancia a salinidad, el contenido de glicina-

betaína no resulta afectado (Asrhaf, 1994), similar a lo que ocurrió en especies de Triticum, 

Agropyron y Elymus (Wyn, 1980). Por lo escrito previamente numerosos autores afirman 

que la acumulación de glicina-betaína en respuesta adaptativa de tolerancia a la salinidad 

no es universal, además existe una considerable variación en la acumulación de este 

osmolito entre especies (Wyn, 1980; Asrhaf, 1994). Por otra parte, Ashraf y Foolad (2007), 

sugieren que la relación entre la acumulación de glicina-betaína y tolerancia al estrés es 

específica entre genotipos.  

Asrhaf (1994) propone que la sacarosa puede actuar como osmolito compatible en 

condiciones de salinidad, asimismo, Cram (1976), sugiere que este osmolito en glicófitas 

puede contribuir en un 50 % al ajuste osmótico.  

Respecto a P. coloratum, este presentó diferencias significativas en la acumulación de 

prolina, glicina-betaína y azúcares solubles totales en presencia de salinidad respecto al 

control. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre materiales en la acumulación 

de estos osmolitos en los tratamientos control y de salinidad. Esto nos llevó a concluir que 

las diferencias en acumulación de materia seca entre materiales en condiciones de salinidad 

no dependen de la acumulación diferencial de estos osmolitos.  

Sin embargo, resultaría interesante evaluar otros osmolitos en materiales de P. 

coloratum de tolerancia contrastante a la salinidad entre ellos, otros hidratos de carbono 

(diversos azúcares), así como ácidos orgánicos, y aminoácidos no proteicos.  

 

Acumulación de iones 

La fase iónica en el estrés por salinidad se inicia cuando los iones se acumulan en 

concentraciones tóxicas, en hojas que ya han dejado de crecer (Munns y Tester, 2008). La 

selectividad de K+, el intercambio K+- Na+ y la reabsorción de Na+ en tejidos, han sido 
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extensamente estudiados en numerosas especies para evaluar la tolerancia a salinidad 

(Asrhaf, 1994). Dentro de las especies se ha documentado variabilidad genética en la tasa 

de acumulación de iones Na + y Cl- en hojas, así como en el grado de tolerancia a estos 

iones en distintos tejidos (Munns y Tester, 2008). En trigo por ejemplo, menor 

concentración de ion Na+ a nivel de hoja se correlacionó con mayor tolerancia a la 

salinidad (Munns y Tester, 2008). Asimismo, Asrhaf (1994), identificó una correlación 

positiva entre tolerancia a salinidad y exclusión de Na+ en otras poblaciones de gramíneas.  

En materiales de P. coloratum de tolerancia contrastante a la salinidad, la concentración 

de Na+ en vaina y lámina de la última hoja totalmente expandida, no se modificó en 

ninguna de las condiciones de estrés evaluadas (Anexo cap 2 Tabla 11). Asimismo, 

tampoco se vio alterada la concentración de Na+ en la primera hoja crecida en condiciones 

de salinidad  en la población de estudio (Pittaro et al., 2015). Esto sugiere que los 

materiales de P. coloratum no retienen iones Na+ en vaina como mecanismo de tolerancia a 

salinidad, mecanismo que se ha observado en trigo (Davenport et al., 2005). Respecto a 

este cultivo, Davenport et al. (2005), encuentran que la tolerancia diferencial a salinidad en 

cultivares de trigo se relacionó con la proporción de Na+ retenida a nivel de vaina. 

Rajendran et al. (2009), consideran que una alta tolerancia a la salinidad durante la fase 

iónica, está representada por la exclusión de Na+ o por la tolerancia de los tejidos a este 

ion. Respecto a lo que se observó entre materiales de P. coloratum no hubo una correlación 

positiva entre la acumulación de Na+ entre las secciones vaina y lámina y la susceptibilidad 

a la salinidad.  

El mantenimiento de la homeostasis iónica es crucial para el normal crecimiento de las 

plantas durante el estrés por salinidad. La gran mayoría de los investigadores evalúan cómo 

la salinidad altera la concentración de Na+ a nivel celular, así como si se inhibe la 

absorción de los iones K+. Este último catión es esencial para el crecimiento y el 

desarrollo, y la inhibición de su absorción puede conducir a una menor productividad e 

incluso a la muerte (Gupta y Huang, 2014). Sin embargo, Shabala et al. (2007), plantean en 

su revisión que la homeostasis iónica para el catión K+ es usualmente considerada de 

importancia secundaria, en la evaluación de la tolerancia a salinidad, ya que los principales 

esfuerzos por parte de los mejoradores genéticos de cultivos en tolerancia a salinidad, se 

han dirigido a minimizar de la captación de Na+ y disminuir su acumulación en tallo. 
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Respecto a los materiales de P. coloratum, la concentración de K+ tampoco se modificó 

significativamente entre ellos en las condiciones evaluadas y por sección (Anexo cap 2 

Tabla 11). Similar a lo observado en estudios previos hechos en la primera hoja crecida en 

condiciones de salinidad (Pittaro et al., 2015). 

Conforme a Gupta y Huang (2014), el nivel de K+ dentro del citosol debe ser de 

aproximadamente 100 mM para la normal actividad de enzimas citoplasmáticas, en 

vacuolas la concentración de este catión oscila entre 10 y 200 mM. Por otro lado, estos 

autores afirman que el K+ juega un papel importante en el mantenimiento de la turgencia 

dentro de la célula. En plantas este catión se transporta en contra de un gradiente de 

concentración a través de transportadores de K+ y canales de membrana (Gupta y Huang, 

2014). Hay experiencia en algunas especies que durante el estrés por salinidad se ha 

incrementado la expresión de transcriptos implicados en la captación de K+, tal como se 

observó en la halófita Mesembryanthemum crystallinum (Gupta y Huang, 2014).  

En genotipos de tolerancia contrastante a salinidad en Oryza sativa la reducción en la 

concentración de K+ en el genotipo susceptible a la salinidad probablemente sea la causa 

de la reducción del crecimiento (Nemati et al., 2011). Por otro lado, Flowers et al. (1977) 

demostraron que las diferencias en tolerancia en condiciones de salinidad especies de 

Agropiron se debe a una mayor absorción de K+ en medios salinos. En los materiales de P. 

coloratum en presencia de salinidad no se modificó la concentración del catión K+ en las 

distintas secciones (Anexo cap 2 Tabla 12). Sin embargo, fue distinta la relación 

vaina/lámina para la concentración de este ion entre materiales de tolerancia contrastante 

(Figura 12), por lo que resultaría interesante identificar las causas que subyacen a esta 

observación. 

Asrhaf (1994), plantea que en plantas glicófitas la relación K+/Na+ tiene que ser superior 

a 1 para el normal funcionamiento de los procesos metabólicos. Asimismo, numerosos 

autores sostienen que bajas concentraciones de Na+ y alta de K+ a nivel citoplasmático son 

esenciales para mantener los procesos enzimáticos (Blumwald, 2000; Zhu, 2003; Yang et 

al., 2008; James et al., 2006; Wang et al., 2011). Además, estos autores proponen que en 

un cociente K+/Na+ elevado puede ser un criterio de selección para tolerancia a salinidad, 

que puede ser usado para numerosas especies.  
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Estudios previos en ecotipos de Festuca rubra y Agrostis stolonifera tolerantes a la 

salinidad mostraron menor acumulación de Na+ y C1- y alta relación K+/Na+ en los brotes 

aéreos, cuando se compararon con otras poblaciones susceptibles (Asrhaf, 1994). Respecto 

a la población de estudio de P. coloratum, la tolerancia a la salinidad no se relacionó con 

cambios en el cociente K+/Na+ (datos no mostrados), así como tampoco con la 

acumulación de Na+.  

Por otro lado, el estrés por alcalinidad + salinidad ejercen efectos osmótico e iónico 

junto a la influencia adicional del pH elevado, que provocan: la precipitación de iones 

Ca+2, Mg+2 (Shi y Zhao, 1997), la inhibición de la absorción de ciertos aniones Cl-, NO3- y 

H2PO4- (Yang et al., 2007; Wang et al., 2011) y perturbación de la homeostasis iónica 

celular (Yang et al., 2008). La presencia de sales de tipo alcalinas en el suelo tales como 

NaHCO3 y Na2CO3, son más perjudiciales para las plantas que las sales de tipo neutras 

(NaCl y Na2SO4) (Shi y Yin, 1993). 

El agregado de buffer alcalino en los materiales P. coloratum, no alteró la concentración 

de K+ y Na+ en lámina ni vaina, así como tampoco en la relación vaina/lámina respecto a la 

condición de ausencia de estrés. Por otro lado, el agregado de buffer alcalino + 200 mM 

NaCl modificó esta relación en el material susceptible, disminuyendo la concentración de 

K+ en vaina/lámina. Es decir que el agregado de salinidad a la solución buffer alcalina, 

afectó este cociente iónico en el material susceptible. En Suaeda glauca (halófita, tolerante 

a salinidad) la presencia de salinidad y alcalinidad no modifica el balance iónico en los 

brotes aéreos (Yang et al., 2008 b), así como ocurrió en el material colectado de P. 

coloratum tolerante a 200 mM NaCl. 

 

Enzimas antioxidantes y tolerancia a salinidad 

Las especies reactivas de oxígeno (EROS), se encuentran implicadas en numerosos 

procesos fisiológicos tales como, crecimiento, desarrollo y señalización (Mittler, 2002; 

Apel y Hirt, 2004; Mittler et al., 2004, Foyer y Noctor, 2005; Miller et al., 2008; Bose et 

al., 2014). Asimismo, Foyer y Noctor, (2005), determinan que en muchos casos las EROS 

se programan genéticamente y se utilizan como mensajeros secundarios. Por otro lado 
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Vranová et al. (2002) propone que las EROS funcionan como mensajeros del estrés de tipo 

ubicuos y que juegan un rol probablemente de señalización en procesos adaptativos. 

Numerosos estudios sugieren que el aumento de la actividad SOD permite a la planta 

tolerar el potencial daño oxidativo causado por la exposición de la salinidad (Ahmad et al., 

2012). Además, informan que estudios transgénicos de sobreexpresión mitocondrial de 

Mn-SOD en Arabidopsis thaliana (Wang et al., 2004) y cloroplástica de Cu / Zn-SOD en 

Nicotiana tabacum (Badawi et al., 2004) proporcionó mayor tolerancia al estrés por 

salinidad (Ahmad et al., 2012). 

Respecto a los resultados de este trabajo se observó una actividad 50 veces superior de 

la enzima SOD a las 24 h de la presencia de 200 mM NaCl respecto al control en el 

material de mayor tolerancia a salinidad, mientras que el material susceptible presentó la 

misma actividad que su control. 

Respuestas similares se observaron en otras especies como arroz, maíz, así como en 

Nicotiana tabacum (Bowler et al., 1994), Pisum sativum (Foster y Edwards, 1980) y 

Spinacia oleracea con mayor actividad de la Mn-SOD (Hernandez et al, 1993; 1995; 

Alscher et al., 2002). Así mismo en Morus alba, Triticum aestivum, Lycopersicon sp, 

Pisum sativum, Vicia faba y Brassica juncea (Ahmad et al., 2012 a). 

Dentro del sistema antioxidante, la SOD es la primera línea de defensa contra las EROS 

(Alscher et al., 2002). Esta enzima usa diferentes metales como cofactores (Bannister et 

al., 1991; Alscher et al., 2002) y remueve el O2
- dismutandolo a H2O2 (Takahashi y Asada, 

1983; Vranová et al., 2002; Alscher et al., 2002). El O2
- es moderadamente reactivo y no 

puede penetrar la membrana plasmática (Vranová et al., 2002). Por otra parte, el H2O2 

también es moderadamente reactivo, aunque de vida relativamente más larga. El peróxido 

de hidrógeno atraviesa fácilmente las membranas celulares y puede difundir desde su lugar 

de producción. Además, hay diversas evidencias que indican que el H2O2 puede inactivar 

diferentes enzimas (Bowler et al., 1994; Vranová et al., 2002) y actúa como molécula de 

señalización en respuestas de defensa (Vranová et al., 2002). Por lo que podría asumirse 

que el aumento de la actividad SOD en el material de P. coloratum tolerante a salinidad, en 

presencia de salinidad, implicaría un temprano incremento en la concentración de H2O2. 

Que se traduciría posteriormente en una mayor tolerancia a la salinidad. 
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Hefny y Abdel-Kader (2009) consideran que las enzimas antioxidantes son buenos 

marcadores fisiológicos para distinguir genotipos de tolerancia contrastante y las proponen 

como criterio de selección en mejoramiento genético en ambientes salinos. En este sentido, 

la actividad de la enzima SOD permitió discriminar materiales con tolerancia diferencial a 

salinidad en P. coloratum.  

La exposición de plantas de arvejas a condiciones severas de salinidad produjo aumento 

de la actividad Fe-SOD y reducción de la actividad Cu-Zn SOD (Hernandez et al, 1993; 

1995). Sin embargo en esta especie, exposición menos severa de salinidad aumento de la 

actividad Cu-Zn SOD (Alscher et al., 2002).  

Respecto a nuestros resultados, la presencia de estrés por salinidad menos severo (50 y 

100 mM NaCl) no indujo cambios significativos de la actividad SOD en ninguno de los 

materiales estudiados, a diferencia de lo observado en una situación más severa de estrés 

(200 mM NaCl). Sin embargo, se desconoce la localización de la enzima SOD responsable 

de dicha modificación, así como el cofactor.   

Similar al observado en los materiales de Panicum coloratum con tolerancia diferencial 

a salinidad. El cultivar de arroz tolerante a salinidad `Pokkali´ en presencia de salinidad 

presenta un ligero aumento de la actividad SOD sin cambios en la peroxidación lipídica, ni 

la acumulación de Na+, sin embargo, el cv susceptible `Bankat´ muestra un 

comportamiento inverso (Ashraf y Harris, 2004).  

Por último, hay evidencias que moléculas implicadas en la homeostasis iónica, pueden 

interactuar con moléculas de señalización. Chung et al. (2008) proponen que la producción 

de EROS inducida por salinidad aumenta la actividad de SOS1 (Na+/H+ de membrana 

plasmática) en A. thaliana y que se considera un determinante de tolerancia a la salinidad 

para el mantenimiento de la homeostasia iónica. Por otro lado, hay evidencias en Populus 

euphratica que la salinidad aumentó la producción de las EROS y que estas actúan como 

moléculas intermedias en la inducción de tolerancia a la salinidad, aumentando la actividad 

de H+ -ATPasa de la membrana plasmática y mejorando la homeostasis iónica de K+/Na+ 

(Ellouzi et al., 2011). Por ello, resulta interesante evaluar si existe alguna correlación entre 

la tolerancia a la salinidad en los materiales de P. coloratum, el incremento de la enzima 
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antioxidante SOD, la activación de los transportadores responsables de las diferencias de 

K+ entre secciones vaina/lámina, en condiciones de salinidad.  

A pesar de toda la información disponible sobre la relación entre la actividad SOD y 

tolerancia a la salinidad, Bose et al. (2014) plantean que en glicófitas existe el mismo 

número de informes que demuestran lo contrario, es decir, que no existe correlación 

positiva entre el aumento la actividad SOD y tolerancia a la salinidad.  

Un estudio realizado con genotipos de sorgo de tolerancia diferencial a la salinidad, 

muestra similar actividad SOD en todos ellos, sin embargo el material susceptible tiene una 

relación de enzimas antioxidantes más alta que la observada en el genotipo tolerante (Costa 

et al., 2005). Estos autores junto a otros, sugirieron que las diferencias en la tolerancia a 

salinidad entre estos genotipos se debe a la relación SOD/(CAT+ APX+ GPX), que 

determina los niveles de O2
- y H2O2 (Badawi et al., 2004). Sin embargo, los resultados de 

esta Tesis indican que en los materiales de P. coloratum, la tolerancia diferencial a la 

salinidad no estaría relacionada al incremento temprano de la actividad de otras enzimas 

antioxidantes.  

Aunque la investigación de la detoxificación de EROS ha ganado terreno en relación a 

la tolerancia a la salinidad, en vista de las variaciones en mecanismos y entre especies, es 

necesario seguir trabajando para la validación de este fenómeno (Ashraf y Harris, 2004).  

 

Fluorescencia de la clorofila  

La tolerancia a la salinidad en las plantas, está relacionada con el mantenimiento de la 

conductancia estomática y la tasa de fotosíntesis neta (Lakshmi et al., 1996; Ashraf, 2004). 

Asraf (2004) identifica variabilidad en la tasa de fotosíntesis y de crecimiento en 

condiciones de salinidad de diferentes especies y cultivares de una misma especie, y la 

plantea como criterio de selección. Sin embargo, para el caso de los materiales de P. 

coloratum la tasa fotosintética no se relaciona positivamente con la tolerancia diferencial a 

salinidad (datos no mostrados) (Pittaro et al., 2015). 

El análisis del rendimiento de la fluorescencia de la clorofila hace posible la evaluación 
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del rendimiento fotosintético y la tolerancia al estrés abiótico (Maxwell y Johnson, 2000). 

El rendimiento de la fluorescencia de la clorofila, provee información de la absorción, uso 

y disipación de la energía lumínica, así como del transporte de electrones en el FSII (Kalaji 

et al., 2011); aportando información de la conversión de energía lumínica en química. En 

ese contexto, se considera que el rendimiento de la fluorescencia de la clorofila ha 

mostrado ser una ventana abierta en el corazón del proceso de la fotosíntesis (Jajoo, 2013).  

En cebada por ejemplo, los parámetros de fluorescencia de la clorofila son las únicas 

características fisiológicos que demostraron tener alta correlación con tolerancia a la 

salinidad (Belkhodja et al., 1994). Para el caso de P. coloratum, los parámetros de 

fluorescencia de la clorofila no presentaron diferencias significativas en la interacción 

“materiales y tratamientos de salinidad”, tanto en respuestas a diferentes niveles de 

salinidad, como de forma temprana o tardías (Anexo cap 2 Tabla 8. A). 

Ashraf, (2004) plantea que, en condiciones de salinidad, el desequilibrio iónico causado 

por la reducción de K+ puede causar la ruptura del fotosistema II (FSII) tal como observan 

en la especie susceptible a salinidad Avicennia marina, en la cual, se muestran cambios en 

la fotosíntesis, elevada acumulación de Na+, Cl- y baja concentración de K+ a nivel de hoja; 

además de reducción en el contenido de clorofila por unidad de superficie y disminución 

del rendimiento cuántico. Por otra parte, Ball (1988), exhibe tilacoides aislados de hojas 

con baja concentración de K+ y centros de reacción del FSII afectados, que induce la 

disminución del rendimiento cuántico en hojas intactas. En esta Tesis, materiales de P. 

coloratum de tolerancia contrastante a la salinidad presentaron diferente relación de K+ 

entre vaina/lámina entre materiales de tolerancia contrastante, sin embargo, el rendimiento 

en la fluorescencia de la clorofila en la condición de 200 mM NaCl fue similar entre estos 

(p > 0,05).  

Por otro lado, en esta Tesis se observaron diferencias en parámetros de la fluorescencia 

de la clorofila entre tratamientos de salinidad. Entre estos fv/fm, siendo superior en control 

que en presencia de salinidad, así como para la pendiente Vj (Anexo cap 2 Tabla 8). Estos 

resultados son similares a lo que normalmente se encuentran en la bibliografía, ya que en 

general, estos parámetros son inferiores en presencia de estrés por salinidad (Brestic y 

Zivcak, 2013). 
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Alcalinidad y crecimiento 

P. coloratum según diferentes fuentes, entre ellas Otondo (2011), considera a esta 

especie como tolerante al estrés por alcalinidad. Sin embargo, en Luna et al. (2016) se 

desafía este concepto y muestran que plantas del cultivar comercial (`Klein´) perteneciente 

a la var. coloratum en condiciones de pH 10 reducen significativamente su crecimiento, 

respecto a las cultivadas a pH neutro. Sin embargo, en los materiales colectados de P. 

coloratum var. coloratum, la alcalinidad no alteró significativamente las variables de PSA, 

NM, NH y TAM en la interacción “material y tratamientos” (Anexo capítulo 2 Tabla 5). La 

presencia de alcalinidad afectó la variable de tasa de crecimiento relativa entre materiales 

colectados de P. coloratum, la gran mayoría de estos presentaron similar TCR en 

alcalinidad que en condiciones control, excepto para el material 3 (Figuras 3 y 4). En base 

a esto, se asume que los materiales colectados de P. coloratum no presentaron tolerancia 

diferencial a la alcalinidad. Resultados similares fueron comunicados para la halófita 

Chloris virgata en los que la alcalinidad no afecta más que la salinidad del crecimiento de 

las plantas (Wang et al., 2011).  

Asimismo, Luna et al. (2016), comprobaron que plantas del cultivar `Klein´ crecidas en 

condiciones de suelo a pH 10 tuvo un efecto más negativo sobre el crecimiento, que la 

salinidad. Este hecho resultó diferente a lo observado en los materiales colectados de P. 

coloratum, ya que en estos la salinidad afectó más la tasa de crecimiento que la alcalinidad 

por sí sola.  

La combinación de salinidad y alcalinidad sobre plantas del cv `Klein´ cultivadas en 

hidroponía fue más negativo que ambos estreses por separado (Luna et al., 2016). 

Resultados similares se observan en numerosas especies cultivadas en condiciones de 

hidroponía (Yang et al, 2012; Wang et al,  2015; Luna et al., 2016) . Por su parte, la co-

ocurrencia de ambos estreses en materiales colectados de P. coloratum no incrementó la 

reducción de la tasa de crecimiento siendo esta reducción similar a la que ocurre en 

salinidad, excepto para el material 3. Esto se propone que se debe a las condiciones a las 

que fueron sometidos los materiales colectados de P. coloratum previas a la colecta. 

En otro aspecto, la alcalinidad no alteró la concentración de prolina y glicina-betaína 

entre materiales de P. coloratum. Similar a lo que ocurre en una colección de Suaeda 
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glauca en condiciones de alcalinidad y salinidad no severa (Yang et al., 2008 b). Sin 

embargo, en presencia de estrés más severo la colección de Suaeda glauca sintetiza 

superior concentración de prolina y glicina-betaína (Yang et al., 2008 b). Similar a lo 

ocurrido entre materiales de P. coloratum cuando crecieron en condiciones de alcalinidad 

+ salinidad. Por lo que, la acumulación de prolina y glicina-betaína es una respuesta 

significativa a la presencia de salinidad entre materiales de P. coloratum. 

Aunque desconocemos las respuestas fisiológicas de la tolerancia a la alcalinidad en 

materiales de P. coloratum, Luna et al. (2016) en plantas del cv. `Klein´ observan 

aumentos en la producción de anión superoxido (O-2) en puntas de raíces crecidas en 

condiciones de pH 10. De acuerdo a otros autores éste anión juega un papel clave en la 

señalización en condiciones de estrés (Suzuki et al., 2011). Por otro lado, Luna et al. 

(2016) asociaron la tolerancia a alcalinidad a diferencias en el índice de rendimiento 

fotosintético y la eficiencia máxima de FSII, aspecto que debiera ser evaluado en estos 

materiales colectados.  

 

Aclimatación al frío y tolerancia a helada  

Liu y Osborne (2008) proponen que solo algunas especies C4 tienen la capacidad de 

adaptarse al frío con posterior adquisición de tolerancia a helada. La acumulación de 

hidratos de carbono solubles y prolina durante la aclimatación al frío es estudiado en 

detalle en numerosas especies, así como la correlación con la tolerancia a bajas 

temperaturas (Fry et al., 1991; Wanner y Junttila, 1999; Cai et al., 2004). La exposición de 

los materiales de P. coloratum a temperatura subóptima (aclimatación al frío), no produjo 

cambios en el potencial osmótico, en la acumulación de azúcares solubles y prolina. Sin 

embargo, se identificaron diferencias en el % de daño de membrana entre materiales en 

respuesta a la helada. Estos resultados difirieron de los identificados entre otras especies 

C4, entre ellas Paspalum dilatatum y Eragrostis curvula, donde la aclimatación al frío 

indujo cambios fisiológicos (Percival, 1977; Robinson y Whalley, 1991). Así también, 

como los resultados reportados por Cai et al. (2004) para Eremochloa ophiuroides, donde 

la aclimatación al frío incrementa los niveles de prolina y azúcares solubles; y se 

correlacionó positivamente con la tolerancia a helada en estolones y otros órganos.  
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En suspensiones de células vegetales de diversas especies, la aclimatación al frío 

además de inducir cambios a nivel de osmolitos y en la fluidez y rigidez de membranas 

celulares (Örvar et al., 2000; Sangwan et al., 2001; Smallwood y Bowles, 2002). Örvar et 

al. (2000) y Sangwan et al. (2001) proponen que células vegetales perciben los cambios 

inducidos por el frío que desencadenan cambios fisiológicos y morfológicos para 

defenderse del estrés. Además, suponen que el frío induce la rigidización de la membrana y 

una reorganización del citoesqueleto, por cambios en los canales de Ca+2. Estos autores 

cuantifican mayor concentración de Ca+2 a nivel citosólico y suponen que provocan la 

expresión de diversos genes de aclimatación a las bajas temperaturas. Asimismo, otros 

autores proponen que la aclimatación al frío induce cambios en la membrana plasmática 

que dan lugar a alteraciones en las proporciones de lípidos (Smallwood y Bowles, 2002). 

Lo mismo se observó en arroz y trigo luego de la aclimatación al frío (Steponkus, 1984; 

Singh y Johnson-Flanagan, 1987). Nuestros resultados sugieren que estos aspectos 

ameritan ser evaluados en la respuesta a la aclimatación al frio en los materiales de P. 

coloratum.  
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CAPÍTULO 3 

 

Valoración de parámetros morfológicos y de crecimiento, 

relacionados al mejoramiento genético en materiales promisorios de 

Panicum coloratum 

Desde el comienzo de la domesticación de las plantas, el germoplasma vegetal se ha 

manipulado a través del mejoramiento genético, como una forma de evolución dirigida por 

el hombre para su propio beneficio. En este proceso y focalizándose en especies forrajeras, 

la selección artificial ha sido utilizada para aumentar las características productivas, como 

rendimiento y calidad , así como mejoramiento durante el establecimiento y persistencia de 

pasturas y resistencia a enfermedades (Vogel y Burson, 2004). Recientemente se ha 

incorporado el mejoramiento de tolerancia a estreses abióticos en estas especies. 

Dentro de un programa de mejoramiento genético, el paso inicial es el desarrollo de 

información básica de la especie en cuestión, sobre aspectos tales como, comportamiento 

reproductivo, número cromosómico, mecanismos de esterilidad, etc (Vogel y Burson, 

2004). Asimismo, resulta fundamental estudiar la existencia de variabilidad fenotípica 

contenida en el germoplasma de partida, así como estimar qué proporción de esta variación 

tiene origen genético. Tal como propone Dudley y Moll (1969), la elección de una 

población de partida en particular depende del comportamiento medio de la misma y de su 

variabilidad genética. Esto hace posible la selección intraespecífica (Loveless y Hamrick, 

1984). 

Como se indicó anteriormente, P. coloratum, es una gramínea perenne nativa de África, 

que ha sido extensamente usada en EEUU, Australia y América del sur (Armando et al., 

2013). En Argentina fueron introducidas dos variedades de P. coloratum: coloratum y 

makarikariense. Ambas con reproducción de tipo alógama de forma casi estricta, las flores 

perfectas, dispuestas en inflorescencias de tipo laxa, con una maduración de tipo basipeta. 

La duración de la floración es prolongada y la maduración de las semillas se produce de 

forma despareja (Armando et al., 2013).  
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En Argentina, P. coloratum se ha introducido como forrajera en varias oportunidades 

(Petruzzi et al., 2003). Sin embargo, su adopción en zonas con restricciones edáficas sigue 

siendo escasa, ya que sólo representa el 2,5% de las pasturas perennes implantadas en las 

principales provincias productivas de Argentina (INDEC, 2008). Se ha sugerido (Armando 

et al., 2013) que la baja adopción de la especie por parte de los ganaderos podría deberse, 

entre otras cosas, a la baja disponibilidad de semillas en el mercado y a dificultades durante 

el establecimiento de pasturas (Young, 1986). Respecto a la etapa de establecimiento en 

pasturas, ésta se considera como la de mayor sensibilidad a las adversidades del medio 

ambiente, siendo crítica en ambientes con restricciones edafoclimáticas (Di Nucci de 

Bedendo et al., 2011). En general el éxito en el establecimiento de las pasturas hace 

referencia a la cantidad de plantas logradas respecto de las semillas sembradas y se 

encuentra condicionada por aspectos de manejo, como densidad de siembra, laboreo de la 

tierra, fertilización, presencia de malezas, etc, a lo que se suman restricciones al 

crecimiento propias del suelo como puede ser la salinidad (Di Nucci de Bedendo et al., 

2011). Por lo tanto, el estudio de variabilidad en tolerancia a estreses abióticos, entre ellos 

a salinidad durante el establecimiento en P. coloratum, parecen ser una característica 

adecuada para ser tenida en cuenta en un programa de mejoramiento genético. 

Por otro lado, en gramíneas, la arquitectura de la canopia de la pastura influye en la 

palatabilidad (Briske, 1991), así como en la accesibilidad por parte del ganado, afectando 

de este modo la capacidad para crecer luego de la defoliación. La disposición espacial de 

macollos dentro de una pastura determina la variación de la arquitectura de su crecimiento, 

diferenciando forma de mata compacta o laxa (Briske, 1986; 1991). Respecto a P. 

coloratum existe evidencia que indica que presenta variaciones estructurales entre plantas 

en el cultivo de la pastura a nivel de campo (Petruzzi et al., 2003). Asimismo, los 

materiales colectados de P. coloratum presentaron variaciones en relación a la estructura de 

las matas y densidad de matas en condiciones de campo (Pittaro et al., 2014 a). Aunque 

escasa información se encontró relacionada a esta temática, Kubota (1994) y colaboradores 

sostienen que la comprensión del comportamiento de diferentes formas de mata en 

Pennisetum purpureum, aporta información fundamental para lograr un mejor ideotipo de 

alta productividad. Por lo que resulta de utilidad tener en cuenta las variaciones 

estructurales entre matas de materiales de P. coloratum para la selección de materiales en 

un programa de mejoramiento, priorizando una estructura compacta de mata (matas de 
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altura y diámetro similar).  

Por otro lado, mediante el mejoramiento genético convencional se ha incrementado la 

tolerancia a la salinidad en varias especies cultivadas, entre ellos, trigo, avena, maíz 

(Ashraf y McNeilly, 1989), arroz y algodón. Así como también, en forrajeras, entre ellas 

Panicum antidotale (Ahmad et al., 2010). En esta última, se usó el método de selección 

recurrente y se necesitaron tres ciclos de selección (Noble et al., 1984). En los trabajos 

citados, se demuestra que la tolerancia a la salinidad es un carácter complejo (Ashraf, 

1994), que tiene base genética y que podría ser modificado mediante selección. Sin 

embargo, para que este proceso resulte exitoso, es necesario contar con la existencia de 

variabilidad en respuesta al estrés en el germoplasma base (Young, 1994) y que dicha 

variabilidad tenga considerable componente genético aditivo. 

Dentro de un programa de mejoramiento genético, el paso inicial es el de evaluar la 

variabilidad existente en el germoplasma que constituirá el material base a usarse como 

recurso inicial (Poehlman y Sleper, 1995). La fuente inicial puede ser diversa, entre ellas, 

semillas o material vegetativo, como también, recursos locales, cultivares, poblaciones 

mejoradas, híbridos, etc. (Falconer, 198l; Nguyen y Sleper, 1983; Ferrari Usandizaga et al., 

2015).   
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En base a estos antecedentes se plantearon las siguientes hipótesis, de la que derivan los 

objetivos específicos planteados: 

 

Hipótesis 

1. Existe variabilidad en caracteres relacionados a tolerancia a salinidad en la 

población que constituye el germoplasma base de materiales de P. 

coloratum.  

2. La variabilidad en los caracteres relacionados a la salinidad en el 

germoplasma base, tiene un componente genético aditivo, que puede ser 

usado para obtener un avance por selección. 

 

Objetivos Específicos 

1. Determinar si existe variabilidad entre materiales de P. coloratum para el 

crecimiento en salinidad en condiciones de campo y constituir una 

población base destinada al mejoramiento genético para tolerancia a la 

salinidad.  

2. Estimar parámetros genéticos en caracteres relacionados con la tolerancia a 

salinidad a partir de la progenie de medios hermanos de P. coloratum de la 

población base, y en base a estos predecir el avance genético que se 

obtendría de realizar una selección con una intensidad del 15 %. 
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Materiales y Métodos 

Los ensayos descriptos en este capítulo comparten la metodología de multiplicación 

vegetativa de los materiales colectados de P. coloratum descripta previamente.  

 

Objetivo específico 1 

Evaluación de los materiales colectados de P. coloratum en condiciones de 

campo  

El objetivo de este ensayo fue comparar la acumulación de materia seca y forma de 

matas entre materiales creciendo en condiciones de campo, sobre suelo con marcada 

salinidad en las cercanías de la localidad de Chascomús. 

Para ello, se trasplantaron 15 materiales colectados de P. coloratum var. coloratum con 

12 repeticiones por cada material, en una parcela de 200 m2 usando un diseño 

completamente al azar con una distancia de 1 m entre plantas y 1 m entre surcos.  

El trasplante se realizó el 19 de diciembre del 2013 en la Chacra Experimental Integrada 

Chascomús, INTA-MAA, con un suelo de tipo Natracualf. En el mes del trasplante la 

conductividad eléctrica media del suelo fue de 4.7 dS/m y el pH 9.5. 

 

Acumulación de forraje  

Para comparar la acumulación de materia seca de los materiales en condiciones de 

campo, se pesó en fresco el total aéreo de la mata; una alícuota de ésta se pesó en fresco y 

fue llevada a estufa hasta peso constante. Luego se pesó la alícuota y se obtuvo la materia 

seca aérea total de la mata. Esta medida se repitió en dos años consecutivos.  
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En el primer año la cosecha se realizó el 29 de mayo del 2014 en todos los materiales de 

la parcela, a los 161 días posterior al trasplante. La precipitación acumulada durante ese 

período fue de 661 mm. 

Durante el segundo año, se realizó un corte de emparejamiento el 20 de septiembre de 

2014, y luego, se cuantificó la materia seca aérea acumulada desde entonces, el 16 de 

marzo del 2015, en algunos materiales seleccionados. El período de crecimiento desde el 

corte de emparejamiento fue de 177 días. La precipitación acumulada durante este período 

fue de 788 mm.  

 

Estructura de la planta  

Antes de la cosecha para obtener acumulación de materia seca de matas durante el 

primer año, se hizo la valoración de los parámetros referidos a la forma de ésta, se 

cuantificó altura y diámetro de matas.  

La altura se midió dentro de la mata, sobre el vástago más alto, desde la base de la 

planta hasta la lígula de la lámina de la hoja bandera.  

El diámetro de la mata, se midió desde la lígula de la hoja bandera de un extremo hasta 

la lígula de la hoja bandera del extremo opuesto.  

 

Sincronía de floración y foliosidad 

Esta determinación se hizo en el mes de noviembre del segundo año, recorriendo el lote, 

posterior al corte de emparejamiento hecho en octubre.  

La valoración se hizo cualitativamente por mata, sin discriminar por material. A 

continuación, se detalla las características observadas y su valoración:  

 Presencia de flores: Flores iniciales (0), Floración completa (0.5) o Flores tardías (-0.5)  

 Matas: foliosa (0.5) o rala (-0.5) 
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 Relación hoja/tallo: Alta (0.5) o Baja (-0.5) 

Con esa valoración se hizo el cálculo de un índice que se denominó IFFT, que tuvo en 

cuenta el comportamiento de los materiales mediante la sumatoria de las características 

previamente evaluadas. Este cálculo se realizó por material.  

IFFT= presencia de flores + matas + relación hoja/tallo 

Este índice principalmente, nos permitió diferenciar materiales que a nivel de campo 

presentaron floración no sincrónica, por lo tanto, no podían cruzarse entre sí. Por lo que en 

lo que resta de la tesis, nos focalizamos en aquellos materiales que corresponden al IFFT > 

0, y en estos se determinó acumulación de materia seca aérea durante el segundo año. 

 

Objetivo específico 2 

Evaluación de la variabilidad de familias de medios hermanos de P. 

coloratum en presencia y ausencia de salinidad  

En este ensayo se evaluó el crecimiento de familias de medios hermanos de la progenie 

de materiales seleccionados en el ensayo “Evaluación de los materiales en condiciones de 

cam po” a nivel de invernadero. 

Recapitulando, 15 de los materiales de la colecta inicial de P. coloratum fueron 

multiplicados y llevados a campo, el 30 de diciembre del 2013 a una chacra experimental 

ubicada en la localidad de Sinsacate (30°56'44.1" S, 64°05'03.9" W), sobre un suelo de tipo 

Haplustol típico. Se usaron aproximadamente 12 repeticiones por material dispuestos al 

azar, con separación entre matas de 1 m. Durante el rebrote en el segundo año del 

trasplante, se hizo un corte de emparejamiento a 20 cm en el mes de octubre. Luego, con 

los resultados del ensayo hecho en la chacra experimental de la localidad de Chascomus, se 

descartaron aquellos materiales no sincrónicos para el carácter de floración (4 materiales), 

quedando a nivel de campo los materiales: 1, 2, 3, 5, 7,10, 11,12, 13 y 16 que constituyen 

la población base para el mejoramiento por tolerancia a la salinidad. De estos materiales se 

colectaron semillas preservando la identidad de la madre para construir familias de medios 
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hermanos. El 28 de enero del 2015 se colocó una trampa por mata para colectar las 

semillas de manera individual, posterior a una antesis para asegurar la polinización cruzada 

de los materiales (Imagen 1).  

   

Imagen 1. Trampas para la cosecha de semillas en lote de la localidad de Sinsacate, año 

2015. 

 

El 10 de marzo se colectaron las semillas de cada trampa producto del cruzamiento de 

los 10 materiales sincrónicos de P. coloratum, luego se limpiaron de impurezas y se 

pesaron. Posteriormente, se tomaron al azar muestras de 50 semillas de cada una de las 

familias de medios hermanos y se colocaron en cajas de Petri con vermiculita. El ensayo en 

invernadero que se detalla a continuación se realizó sobre plántulas de la progenie que 

constituyeron 10 familias de medios hermanos. Se trasplantaron 13 plántulas en tubetes 

forestales de 55 mm de diámetro y 15 cm de alto y fueron regadas con agua corriente cada 

2 días.  

 

Fenotipificación de la variabilidad para tolerancia a la salinidad en invernadero 

La caracterización de tolerancia a la salinidad se realizó bajo condiciones controladas de 

invernadero, se usaron plántulas de 2 semanas con 2 hojas verdaderas, sin macollos y de 

tamaño homogéneo. Las mismas se dispusieron en tubetes forestales de 55 mm de 

diámetro y 15 cm de alto, con sustrato inerte compuesto de, 1 parte de arena gruesa de río 
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(previamente lavada) y 2 de perlita gruesa.  

El diseño experimental usado en este ensayo fue el de parcela dividida, completamente 

aleatorizado. La caracterización de las 10 familias de medios hermanos fue realizada en 

tratamientos de ausencia de salinidad y con el agregado de 200 mM NaCl, y se usaron 13 

repeticiones por familias de medios hermanos. 

El tratamiento de salinidad aplicado se detalló en el capítulo anterior, y el incremento 

gradual de salinidad tuvo una duración de 2 semanas.  

Este ensayo tuvo un riego mediante un sistema de hidroponía automático, que permitió 

el ascenso de la solución nutritiva desde la base de las macetas hasta el borde superior, 

permaneciendo allí durante 12 min. Este ciclo se repitió 3 veces al día durante las horas de 

luz, con intervalos de 5 horas. Este sistema de riego, permitió que el sustrato de las 

macetas estuviese a capacidad de campo de manera constante. Una vez por semana se 

controló la concentración de las soluciones midiendo la conductividad eléctrica del drenaje 

por bandeja, mediante un termo/conductivímetro digital de mesa marca (Altronix CTX-II, 

Argentina). 

El ensayo duró 20 días y durante el mismo se midieron las siguientes variables: 

a. Tasa de aparición de hojas y macollos (TAH y TAM), número de hojas y macollos 

finales (NH y NM): El número de hojas y macollos se contó 2 veces por semana, 

luego se calculó la pendiente de la tasa de aparición de los mismos con relación a 

los grados días. Se consideró 10 ºC la temperatura base de la especie (Ferri et al., 

2006). Además, se contabilizó el número de hojas y macollos finales. 

b. Al momento de la cosecha se separó parte aérea de la subterránea, y se determinó el 

peso fresco aéreo (PFA). Luego las muestras se colocaron en estufa a 70 ºC hasta 

peso constante y se volvió a pesar para obtener el peso seco aéreo (PSA). En esa 

instancia se midió también el ancho de la última hoja totalmente expandida y la 

altura de planta.  
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Análisis de datos 

Para el procesamiento estadísticos de los datos se usó el software estadístico Infostat  

(Di Rienzo et al., 2013), que cuenta de una in te rfa z c o n  “R ” y se realizó un análisis de 

varianza (ANAVA) con niveles de significancia de p < 0,05. En estos análisis, se 

compararon los datos absolutos por variable. Respecto al ensayo de fenotipificación de la 

variabilidad en invernadero, se compararon los diferentes tratamientos de salinidad y 

materiales como efecto fijo. Durante el análisis se tuvo en cuenta el diseño de parcela 

dividida. 

 

Estimación de parámetros genéticos 

Para la estimación de los parámetros genéticos en la población en estudio se realizó un 

análisis de la varianza para cada carácter, siguiendo un modelo mixto con el paquete 

estadístico Infostat 2008, que cuenta de una in te rfa z c o n  “R ”. 

Se evaluaron familias de medios hermanos con un diseño de parcela dividida, en la cual 

se estimaron los componentes de varianza de estas fuentes de variabilidad. De acuerdo al 

modelo abajo descrito.  

 Yijk= [µ + Gi + Rj + (GR)ij + Bk + (GB)ik + (RB)jk + Eijk] 

i = 1, 2…. n; j= 1, 2…. n; k= 1, 2…. n. 

Donde µ, es la media general; G, son los efectos de la progenie (genotipo); R, es el 

efecto de las réplicas; B, corresponde al efecto de la parcela; E, representa el efecto del 

error experimental. 

Para la determinación que se detallan a continuación, se aplicó el método propuesto por 

Araüjo y Coulman (2002). 
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La varianza fenotípica total σ2
P se puede expresar como la suma de las varianzas: 

genética (σ2
G), ambiental (σ2

E) y la que surge de la interacción entre genotipo y ambiente 

(σ2
GE): 

σ2
P = [σ2

G + σ2
E + σ2

GE] 

La varianza genética está dada por la varianza debida a la progenie y se encuentra 

integrada por las 3 componentes, la varianza aditiva (σ2
A), la dominante (σ2

D) y de 

interacción no-alélica o epistática (σ2
I), siendo: 

σ2
G = [σ2

A + σ2
D + σ2

I]  

En este trabajo se supone que tanto los efectos dominantes como los epistáticos son 

pequeños en comparación con los efectos aditivos para la expresión de las características 

cuantitativas bajo estudio. La varianza aditiva σ2
A es el resultado de genes con efectos 

lineales aditivos y es la causa principal del parecido entre parientes. Es también la principal 

componente de varianza que permite la selección en un programa de mejoramiento. 

La componente de varianza dentro de familias de medios hermanos se considera en 

parte la varianza genética aditiva. Con las varianzas aditiva y fenotípica se puede calcular 

la heredabilidad en sentido estricto (h2) y estimar la ganancia genética por ciclo utilizando 

diferentes métodos e intensidades de selección. 

El componente de la varianza debida a la progenie (σ2
G) representa la varianza genética 

entre familias de medios hermanos, que es igual a ¼ de la varianza genética aditiva 

(Falconer, 1981). 

σ2
A= [4 σ2 

G] 

El componente del error de la varianza (σ2
e) está dado por la varianza ambiental entre 

parcelas.  

Para estimar la heredabilidad en sentido estricto (h2) se utilizó la ecuación que relaciona 

la componente aditiva de la varianza sobre la varianza total, siendo 

h2 = [σ2
A/σ2

P] 
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La ganancia genética por ciclo de selección en base a plantas individuales, en un año y 

una localidad, se estimó con la siguiente ecuación: 

ΔG = [c k h² σP] 

Donde; c, es el factor de control parental; k, es el diferencial estandarizado de selección; 

h², corresponde a la heredabilidad en sentido estricto; σP, es la varianza fenotípica. El factor 

de control parental se consideró equivalente a 0.5, ya que las plantas seleccionadas 

permanecen en la población original bajo condiciones de polinización abierta, por lo que se 

realiza una selección maternal. K: se calculó como el cociente entre el diferencial de 

selección (S: media de la población selecta- media de la población base) y el desvío 

fenotípico (σ2
P) 

Una heredabilidad de 0 quiere decir que no hay varianza genética aditiva en esa 

población y en ese ambiente particular; en cuyo caso, la varianza fenotípica se debe 

enteramente a la variación ambiental y a los componentes no aditivos de la varianza 

genética.  

El análisis estadístico del carácter de pilosidad se hizo con el análisis de las mediciones 

promedios entre familia de medios hermanos. 
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Resultados  

 

Evaluación de los materiales colectados de P. coloratum en condiciones de 

campo  

El objetivo de esta caracterización fue evaluar si matas colectadas, que habían 

sobrevivido a intensas sequías y fuertes heladas, presentaban diferencias entre ellas en 

condiciones de campo con marcada salinidad. 

Resultado de esta, se identificaron diferencias significativas entre materiales de P. 

coloratum evaluados en la localidad de Chascomús durante 2 años consecutivos.  

 

Acumulación de forraje 

Durante el primer año de implantación, los materiales presentaron diferencias 

significativas en la acumulación de biomasa aérea. Entre ellos, se destacó al material 2 con 

mayor acumulación de materia seca por mata (Figura 13). Mientras que los de menor 

acumulación de biomasa aérea fueron los materiales 10, 6 y 11.  
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Figura 13. Acumulación de materia seca por mata en materiales de P. coloratum a los 161 

días del trasplante, en la localidad de Chascomús. Repeticiones por material n=13. Las 

barras indican valores medios, letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05), 

según Fisher.  

 

Estructura de la planta, sincronía de floración y foliosidad 

Durante el primer año de crecimiento se evaluó la forma de matas en condiciones de 

campo, determinándose mediante la relación diámetro/altura. Respecto a esto, algunas 

matas presentaron formas más compactas como los materiales 1, 6 y 10, con diámetro y 

altura similar. Mientras que las matas 12, 9, 16 y 3 presentaron formas más abiertas y 

menos compactas, con diámetro superior a la altura. Sin embargo, no se identificaron 

grandes diferencias entre los materiales en esta relación, ya que esta se encontró entre 1 y 

1,5. 

Por otra parte, la evaluación de la foliosidad, inicio de floración y relación hoja/tallo por 

mata (IFFT) permitió establecer que materiales 6, 4 y 8 fueron los que presentaron menor 

índice IFFT (< -0,5). 

Por último, se confrontaron estas variables (diámetro/altura vs IFFT), junto a la 

acumulación de biomasa aérea (Figura 14). Se pudo identificar un grupo de matas, con 

elevado índice IFFT, diámetro/altura entre 1 y 1.5, y variable acumulación de materia seca. 
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Dentro de este grupo se destacaron los materiales 1, 7, 2, 5, 16, 12 y 3 con índice IFFT >0, 

elevada acumulación de materia seca aérea. Los materiales 10, 13 y 11 presentaron índices 

IFFT bajos entre 0,30 a 0,5, con baja acumulación de materia seca. Por otro parte, los 

materiales 6, 4, 8, 9 y 15 presentaron un índice IFFT negativo; sin embargo, el material 15 

presentó una mayor acumulación de materia seca aérea.  

La descripción morfológica de matas se describe en tabla Anexo cap 3 Tabla 1. 

 

 

Figura 14. Diámetro/altura en relación al IFFT en matas de materiales de P. coloratum 

crecidos en la localidad de Chascomús. El tamaño del círculo indica la acumulación de 

materia seca. Repeticiones por material n=13.   

 

Con estos resultados, se seleccionaron materiales para conformar una población base de 

un programa de mejoramiento. Con la finalidad de no reducir la variabilidad genética, se 

seleccionaron materiales con índices IFFT superiores a 0 y con relación diámetro/altura 

entre 1 y 1,5, sin descartar por la acumulación de materia seca. De acuerdo a estos criterios 

se descartaron los materiales 6, 4, 8, 15 y 9.  
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Durante el segundo año, se evaluó acumulación de materia seca entre materiales 

seleccionados. Durante este segundo año se destacaron los materiales 2, 5, 7 y 13 con 

mayor acumulación aérea, mientras que el material 11 fue el de menor kg/mata (Figura 

15).  

 

 

Figura 15. Acumulación de materia seca por mata en materiales de P. coloratum a los 104 

días de crecimiento, en la localidad de Chascomús. Repeticiones por material n= 8. Las 

barras indican medias, letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) según 

test de Fisher. 

 

Evaluación de la variabilidad de familias de medios hermanos de P. 

coloratum en presencia y ausencia de salinidad  

 

Fenotipificación de la variabilidad para tolerancia a la salinidad en invernadero 

En esta instancia se evaluaron diferentes parámetros de crecimiento vegetativo en la 

progenie de plantas, producto del cruzamiento al azar de los materiales seleccionados a 

campo. Esta fue evaluada como familias de medios hermanos en condiciones controladas 
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de invernadero bajo tratamientos de salinidad de 0 y 200 mM NaCl.  

La interacción entre el “tratamiento de salinidad y las familias de medios hermanos” no 

resultó significativa (p<0,05) para ninguna de las variables analizadas (Tabla 5). Respecto 

al efecto de la salinidad, la variable TAM mostró diferencias entre tratamientos, (p<0,05) 

siendo mayor en salinidad (0,44) respecto a la falta de estrés (0,18). Por otro lado, entre las 

familias de medios hermanos se observaron diferencias entre ellas para la variable de PSA.  

Asimismo, la partición por tatamiento de salinidad, mostró diferencias significativas 

entre familias de medios hermanos para las variables PSA y TAH, en ausencia de salinidad 

(Anexo cap 3 Tabla 2). En esa condición se distinguen las familias de medios hermanos 10, 

13, 5, 2 y 12 del resto para la variable PSA (Anexo cap 3 Figura 1). Mientras que para la 

variable TAH se distingue los materiales 12, 11, 13, 16, 5 y 1 (Anexo cap 3 Figura 2). 

 

Tabla 5. Probabilidad de que los resultados sean iguales entre familias de medios hermanos 

de P. coloratum var. coloratum (M), en presencia y ausencia de 200 mM NaCl (T) y su 

interacción, en las siguientes variables de crecimiento vegetativo: peso seco aéreo (PSA), 

número de hojas (NH), número de macollos (NM), tasa de aparición de hojas GD (TAH) y 

tasa de aparición de macollos (TAM). 

 p-valor 

                    PSA TAM TAH NH NM 

Familia de medios hermanos (F1/2)       0,0133 0,5368 0,0606 0,0779 0,0982 

Tratamiento (T) 0,0657 0,0081 0,6253 0,0821 0,0726 

F1/2 * T 0,3853 0,1575 0,1709 0,8253 0,8275 

Nota: Repeticiones por familia de medios hermanos n=14. Valores de p>0,05 indican 

diferencias no significativas. 

 

Estimación de parámetros genéticos  

Dado que para hacer mejoramiento genético la selección se realiza según las 
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características de un genotipo en un ambiente en particular, la estimación de los 

componentes de varianza se determinó diferenciando las condiciones control y salinidad 

(200 mM NaCl). 

En condiciones de ausencia de salinidad, la estimación de los componentes de varianza 

indicó que la mayor parte de la variación fenotípica total se debe a los efectos del 

ambiente, siendo la varianza debida a efectos genéticos o de familias de medios hermanos 

una parte pequeña respecto de la variación total. El mismo patrón de variación, aunque más 

marcado, se observó entre las plantas que crecieron en presencia de salinidad. 

En general, para los caracteres de crecimiento evaluados en las plantas crecidas en 

condición de salinidad, los valores de heredabilidad fueron bajos o nulos, lo que sugiere 

que la variabilidad fenotípica observada no corresponde a varianza genética aditiva para 

estos caracteres. Cabe destacar que los valores de la varianza genética de los caracteres de 

crecimiento evaluados en plantas creciendo en condiciones control (sin el agregado de 

NaCl) también son bajos. Esto hace suponer que la mayor parte de la variabilidad 

fenotípica entre plantas sería debida a efectos del ambiente o surgiría de la interacción 

entre genotipos y el ambiente. De todas maneras, dado que los niveles de variación 

fenotípica son también bajos, la proporción del componente aditivo es considerable, lo que 

permite estimar valores de heredabilidad, aunque también bajos (Tabla 6). Los valores más 

altos se evidencian en ausencia de estrés para PSA, y para el parámetro TAH en ausencia y 

presencia de salinidad, donde los valores de heredabilidad obtenidos muestran que una 

cierta proporción de la varianza podría deberse a efectos genéticos aditivos.  
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Tabla 6. Varianzas: genética, aditiva, por bloque, del error y fenotípica y heredabilidad 

estricta entre progenie de P. coloratum, en ausencia y presencia de 200 mM NaCl, en los 

siguientes parámetros de crecimiento vegetativo: peso seco aéreo (PSA), número de hojas 

(NH), número de macollos (NM), tasa de aparición de hojas (TAH) y tasa de aparición de 

macollos (TAM).  

0 mM NaCl 

  PSA TAH TAM NM NH 

Var Genética 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000 

Var Aditiva 0,040 0,000 0,000 0,000 0,000 

Var Bloque 0,040 0,000 0,001 0,001 0,010 

Var E 0,109 0,003 0,005 0,008 0,073 

Var Fenotípica 0,189 0,003 0,006 0,009 0,083 

Heredabilidad Estricta 0,212 0,121 0,065 0,000 0,000 

200 mM NaCl 

 

PSA TAH TAM NM NH 

Var Genética 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 

Var Aditiva 0,002 0,000 0,004 0,000 0,000 

Var Bloque 0,001 0,000 0,006 0,001 0,008 

Var E 0,040 0,003 0,029 0,010 0,096 

Var Fenotípica 0,043 0,003 0,039 0,011 0,104 

Heredabilidad Estricta 0,038 0,138 0,093 0,000 0,000 
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Predicción del avance genético que se obtendría al realizar selección 

En la Tabla 7, se muestran los valores estimados de avance genético que se obtendrían 

de aplicar una selección del 15% para aumentar los parámetros de crecimiento estudiados, 

los cuales representan aproximadamente 19 individuos. 

En la condición control, se observó un avance genético interesante en lo que se refiere 

al PSA, lo que indicaría que el germoplasma con el que se cuenta podría introducirse en un 

programa de mejoramiento para obtener materiales con mayor acumulación aérea en esa 

condición. 

Mientras que, en condiciones de salinidad el avance genético obtenido fue bajo. Este se 

condice con el bajo valor de heredabilidad estimado (Tabla 6).  

Tabla 7. Avance genético y ganancia genética media esperada con 15% de selección (K), 

en progenies de P. coloratum, en ausencia y presencia de 200 mM NaCl; para los 

siguientes parámetros de crecimiento vegetativo: peso seco aéreo (PSA), tasa de aparición 

de hojas (TAH), tasa de aparición de macollos (TAM), número de macollos (NM), número 

de hojas (NH). 

0 mM NaCl 

  PSA TAH TAM NM NH 

Media población 0,840 0,220 0,180 6,430 5,050 

Media de selección (i 15%) 1,435 0,302 0,304 8,944 8,316 

K 3,150 24,747 20,072 279,383 39,394 

AG 0,063 0,010 0,008 0,000 0,000 

Media esperada 0,903 0,230 0,188 6,430 5,050 

Avance esperado en % 6,300 0,990 0,803 0,000 0,000 

200 mM NaCl 

  PSA TAH TAM NM NH 

Media población 0,540 0,210 0,440 4,310 6,670 

Media de selección (i 15%) 0,855 0,291 0,731 6,882 8,333 

K 7,419 27,949 7,470 235,996 15,963 

AG 0,006 0,006 0,013 0,000 0,000 

Media esperada 0,546 0,216 0,453 4,310 6,670 

Avance esperado en % 0,593 0,559 1,345 0,000 0,000 
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Discusión 

 

Variabilidad fenotípica de los materiales P. coloratum en condiciones de 

campo  

En el mejoramiento genético, los genes disponibles para ser manipulados por los 

mejoradores mediante métodos convencionales, son aquellos que las especies han 

acumulado a lo largo de su historia evolutiva. Respecto a P. coloratum, en Argentina hay 

experiencia reciente en el mejoramiento de la var. makarikariense, usando como fuente 

inicial una colección de materiales de diferentes regiones del país (Giordano et al., 2013). 

En este trabajo de Tesis, materiales colectados de P. coloratum var coloratum 

presentaron amplia variabilidad en acumulación de peso seco aéreo en condición de campo 

caracterizada por condiciones extremas de pH y marcada salinidad (figura 13 y 15). Esta 

variabilidad permitió diferenciar aquellos materiales que resultaron más productivos en las 

condiciones de campo descriptas.  

Las matas de P. coloratum a nivel de campo presentan diferencias en altura, número de 

macollos reproductivos, porcentaje de láminas y la relación lámina/tallo (Ferri et al., 

2006). Estas diferencias podrían acarrear diferencias en cuanto a la accesibilidad y 

palatabilidad por parte del animal (Briske, 1991). En Argentina esta especie se introdujo 

por su alto potencial forrajero, por lo que, durante la selección del ideotipo de mata de 

Panicum, se priorizó una estructura de mata compacta, con relación diámetro/altura entre 1 

y 1.5, así como, niveles superiores de hoja/tallo y presencia de flores al momento de la 

evaluación (Figura 13 y Anexo cap 3 Tabla 1).   

 

Variabilidad de la progenie de P. coloratum en condiciones de 

invernadero  

Antes de iniciar un programa de mejoramiento genético, es fundamental contar con 
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germoplasma de amplia base genética para disponer de mayor variabilidad genética en los 

caracteres de interés, que pueda ser utilizada para lograr un progreso por selección (Vogel y 

Burson, 2004). 

El comportamiento de las familias de medios hermanos de P. coloratum en interacción 

con los tratamientos de ausencia y presencia de salinidad no mostraron diferencias 

significativas en las diversas variables de crecimiento vegetativo (tabla 6). Por otra parte, 

la respuesta de las familias de medios hermanos en las variables de crecimiento, a la 

presencia de 200 mM NaCl mostró diferencias no significativas, mientras que se 

observaron diferencias en el tratamiento control. En esta última condición se observaron 

diferencias en las variables PSA y TAH entre familias de medios hermanos (Anexo cap 3 

tabla 2). Se demostró de esta forma, que los materiales evaluados mantienen variación en 

el crecimiento de las plantas en ausencia de estrés. Por tratarse de una especie alógama es 

de esperar que la variación se encuentre estructurada y su proporción sea mayor dentro de 

las familias que entre familias (Hamrick et al., 1990). Por ello resulta difícil detectar 

diferenciación entre familias de medios hermanos en las características que consideramos. 

A esto se agrega el hecho que inicialmente se partió de un número reducido de individuos, 

representado por la población colectada desde la localidad de Chascomús que mostraron 

variabilidad entre ellos como se demostró por técnicas moleculares (Pittaro et al., 2015). 

Sin embargo, la selección inicial realizada para constituir la población base de 

mejoramiento pudo resultar en una reducción adicional de la variabilidad y 

consecuentemente podrían haberse eliminado genotipos diferentes en cuanto a tolerancia a 

pesar de que resultaran similares en cuanto a floración. Sin embargo, aunque en baja 

proporción, se demostró que sería posible incrementar la tolerancia a la salinidad por 

selección partiendo de un escaso número de individuos previamente seleccionados para 

confluir en un ideotipo determinado. 

Adicionándole a esto el bajo tamaño de la población inicial, así como también, que estas 

familias provienen del entrecruzamiento de clones ya seleccionados. 
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Estimación de los componentes de varianza 

Una de las formas de cuantificar la variabilidad del germoplasma es a través de la 

estimación de los componentes de varianza. En este caso, a partir de un análisis de 

modelos mixtos, se estimaron las varianzas debidas a las familias o varianza genética y la 

varianza debida al ambiente. A partir de allí se obtuvo el componente de varianza aditiva 

para cada una de las variables estudiadas. En este caso se analizaron por separado las 

familias según crecieran en condiciones control o de salinidad, asumiendo que los mismos 

genotipos pueden presentar fenotipos diferentes de acuerdo a la condición ambiental en la 

que se desarrollen. Respecto a la evaluación de nuestra progenie, no hubo una relación 

directa del crecimiento en ausencia de estrés respecto a la presencia de salinidad. Estos 

resultados concuerdan con otros estudios realizados en especies como trigo (Bhutta y 

Hanif, 2008). 

El tamaño de la colección de germoplasma con la que se inicia un programa puede a 

veces no contener la variabilidad suficiente para lograr progresos mediante la selección. P. 

coloratum por tratarse de una especie alotetraploide, alógama y altamente heterogénea se 

supone, tendría suficiente variaciones morfológicas entre plantas que harían suponer una 

variabilidad genética suficiente (Young, 1994). Sin embargo, la mayoría de los trabajos 

que desarrollan el método de selección recurrente, entre ellos el de Ashraf et al. (1986), 

indican que se deben usar poblaciones base superiores en variabilidad para obtener 

respuestas significativas durante la selección. En este estudio, se comprobó que la 

variación genética para los caracteres de interés en el germoplasma base de la var. 

coloratum cuando crece en condición de salinidad resultó escasa, lo que determinó que el 

avance genético estimado que se obtendría por selección seria extremadamente bajo. Es 

por esto que resulta recomendable incrementar la base genética del germoplasma 

incluyendo nuevos genotipos de diversos orígenes buscando la variabilidad necesaria para 

obtener progresos significativos. 

El conocimiento de la varianza genética aditiva, respecto a la varianza genética total, es 

importante a la hora de planificar el programa de mejoramiento genético en forraje perenne 

(Hill, 1977). El avance genético esperable, depende de la variación genética en la 

población, la heredabilidad de la característica, la intensidad de la selección y la eficiencia 
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en el cruzamiento entre parentales (Falconer 1981; Empig et al., 1972; Hallauer y Miranda, 

1981; Nguyen y SIeper, 1983). 

Por otro lado, la dificultad para lograr incrementos en tolerancia al estrés abiótico ha 

sido motivo de preocupación entre los investigadores. Hasta el momento se sugirió que la 

domesticación y los trabajos intensos de mejoramiento en especies de cultivo, han 

estrechado la base genética del germoplasma, por lo que se ha reducido enormemente el 

potencial para lograr ganancias genéticas considerables en tolerancia al estrés (Munns et 

al., 2016). 

En forrajeras perennes, las ganancias genéticas estimadas para caracteres cuantitativos 

pueden resultar bajas (Brummer y Casler, 2009), lo que se explica por los bajos valores de 

heredabilidad o por los amplios desvíos fenotípicos con que se cuentan en las poblaciones 

frecuentemente. Young (1994) expuso que, en una colección de materiales de Panicum 

coloratum cv `Klein´, se calcularon que se obtendrían bajos porcentajes de avances 

genéticos en caracteres referidos a la producción de forraje. Sin embargo, Potts y Holt 

(1967), pudieron cuantificar ganancias considerables para 6 características referidas a la 

producción de forraje en la misma especie. 

De acuerdo a nuestros resultados, en presencia como en ausencia de salinidad, se 

identificaron escasos a nulos avances genéticos para la gran mayoría de las variables 

morfológicas y de crecimiento, en las progenies de P. coloratum; en consonancia con los 

expresados por Young (1994).  

Panicum coloratum var. coloratum fue introducido en EEUU como una pastura 

perenne, con características atractivas para ser usada como forraje (Potts y Holt, 1967). 

Según USDA-NRCS (Carr, 2014), los resultados del mejoramiento genético de esta 

especie en EEUU comenzaron a partir del 1969 con la liberación del cultivar `Selección 

75´, seleccionado por la producción de forraje; luego le siguió el material `Verde´ en 1982 

elegido para aumentar el tamaño de la semilla. `OKPC-1´ en 1982, fue seleccionado por su 

mayor tolerancia al frío. `TEM-LD1´ en 1991, a partir de la `Selección 75´ seleccionado 

por su rápida germinación y `TEM-SR1´, liberado en 1992, con elevada resistencia a la 

dehiscencia de semillas. 
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Además del mejoramiento genético referido a la producción de biomasa, buena parte de 

los trabajos realizados en P. coloratum, se abocaron a la producción de semillas y el 

establecimiento de plántulas (Tischler y Young, 1987; Young y Tischler, 1989; Young, 

1991; Young, 1993; Giordano et al., 2013). En estos casos fue posible obtener avances 

después de efectuar selección para cambiar los atributos del material. Sin embargo, no se 

encontraron referencias sobre programas de mejoramiento cuyo objetivo fuera modificar la 

tolerancia a algún tipo de estrés por selección genética de la especie, por lo que este trabajo 

constituiría una contribución original. 

 

Mejoramiento para tolerancia a salinidad  

Para modificar la tolerancia a la salinidad en un cultivo es necesario tener suficiente 

variación genética en respuesta a la misma. Esta variación hace posible la selección y 

posterior mejoramiento (Irshad-ul-Haq et al., 2010). Esto se considera un requisito 

indispensable para un buen desenlace en un programa de mejoramiento (Ashraf et al., 

1986). En nuestra población de estudio, se identificó crecimiento diferencial en 

condiciones de salinidad (Pittaro et al., 2015). Tal como se discutió en el capítulo 2, esto se 

debió a cambios en la actividad SOD y en la concentración de iones K+ en las secciones 

láminas y vainas jóvenes entre materiales de tolerancia contrastante. En los párrafos 

siguientes se discute si este crecimiento diferencial puede ser usado en un posterior 

mejoramiento genético. 

Las familias de medios hermanos de P. coloratum, no presentaron suficientes efectos 

genéticos aditivos como para identificar diferencias significativas en las variables 

analizadas, en tolerancia a salinidad. Young (1994) sugiere que los caracteres morfológicos 

como el ancho de lámina son difíciles de ser modificados a través de la selección directa y 

propone el estudio más excautivo de esta característica, así como, su relación con otros 

caracteres.  

En esta tesis, no se detectaron diferencias entre familias de medios hermanos de P. 

coloratum en los tratamientos de salinidad para las variables de crecimiento y criterios 

morfológicos. Diferente a lo que observaron Irshad-ul-Haq et al. (2010) en poblaciones de 
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maíz, que presentaron diferencias estadísticamente significativas en los tratamientos de 

salinidad evaluados, para las variables de germinación, longitud de tallo y raíz, 

concentración de Na+, K+ y relación K+/Na+. Estos autores expresan que esas diferencias se 

deben a efectos genéticos aditivos que controlan dichas características. De acuerdo a 

nuestra población de medios hermanos y a lo expuesto anteriormente, no sería esperable 

tener varianza genotípica aditiva. Nuestra población en estudio muestra escasa variabilidad 

genética y consecuentemente baja varianza aditiva. Esta característica de la población en 

estudio podría deberse a varias razones: por un lado, la población fue colectada por haber 

sobrevivido a condiciones de sequía y helada, lo que sin duda expuso los individuos a 

selección natural y posiblemente redujo considerablemente su varianza genética, y por otro 

lado, la selección por ejercida buscando materiales sincrónicos podría haber reducido aún 

más la varianza genética entre los individuos.    

Singh et al. (2010) consideran que en crucíferas la tolerancia a los estreses abióticos 

está relacionada a la mayor actividad de las enzimas antioxidantes, presentando alta 

varianza genotípica con bajos avances genéticos; por lo que proponen que la regulación de 

las características antioxidantes está determinada por genes no aditivos. Estos autores 

concluyen que la actividad antioxidante sirve como marcador bioquímico confiable para 

identificar los genotipos promisorios; sin embargo, no puede ser usado en técnicas de 

mejoramiento convencional. En nuestra investigación, se identificaron escasos avances 

genéticos esperables para variables morfológicas y de crecimiento en la población de 

medios hermanos de P. coloratum. El uso de otros parámetros, entre ellos fisiológicos, 

podría evidenciar otros avances genéticos en la población de estudio. Sin embargo, de 

acuerdo a lo planteado por Singh et al., (2010), los avances genéticos no cambiarían 

significativamente. 

Respecto a la selección de materiales promisorios, Tester y Bacic (2005) concluyen que 

no es suficiente el uso de parámetros de crecimiento como único criterio en un programa 

de mejoramiento de tolerancia a salinidad. Por otro lado, Rosielle y Hamblin (1980), 

proponen que existe una correlación opuesta entre tolerancia y rendimiento. Sin embargo 

en este sentido, Cattivelli et al, (2008) justifican que en la selección de progenitores 

tolerantes a sequía en maíz se use el criterio del rendimiento.  

Respecto a lo citado en el párrafo anterior, en este trabajo, se usó como población base 
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materiales colectados de P. coloratum que habían presentado tasa de crecimiento superior 

que el cv comercial `Klein´ en presencia de 200 mM NaCl. Por otro lado, los materiales 

presentaron variabilidad entre ellos en tolerancia a salinidad, alcalinidad y frío, así como 

en algunos parámetros fisiológicos referidos a estos. Además, presentaron diferencias en 

criterios referidos a la estructura de matas y la acumulación de materia seca. Sin embargo, 

la variabilidad existente no permitió obtener avances genéticos significativos en 

mejoramiento de tolerancia a salinidad.  
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CAPÍTULO 4 

 

Conclusiones generales  

En este trabajo se estudió una población de materiales de P. coloratum var. coloratum, 

proveniente de la localidad de Chascomús, que habían sobrevivido a intensas sequías y 

fuertes heladas. Trabajos previos, sobre estos materiales, mostraron variabilidad para estrés 

por salinidad, pero se desconocían cuáles eran los mecanismos fisiológicos involucrados.  

 

En el inicio de esta investigación, la población de materiales de P. coloratum presentó 

menor crecimiento vegetativo en presencia de salinidad respecto al control no expuesto a 

salinidad. Se planteó como primer objetivo específico en el segundo capítulo determinar 

tolerancia a salinidad en materiales de P. coloratum sobrevivientes a sequía y heladas en 

condiciones de campo, y en el cultivar comercial `Klein´. Respecto de este objetivo, los 

materiales colectados en presencia de salinidad presentaron mayor tasa de crecimiento 

relativo que el cultivar comercial `Klein´ de la misma especie. Además, se observó 

variabilidad en el crecimiento entre materiales colectados en presencia de salinidad.  

 

En esta investigación se planteó caracterizar la tolerancia a helada y alcalinidad en 

materiales de P. coloratum var. coloratum con crecimiento diferencial en condiciones de 

salinidad; de acuerdo a esto, 

 En general, la alcalinidad no alteró la tasa de crecimiento de los materiales 

colectados de P. coloratum. Sin embargo, en algunos materiales, la presencia de 

salinidad junto a alcalinidad afectó aún más la tasa de crecimiento respecto a 

ambos estreses por separado. 

 

 Entre materiales de P. coloratum, se identificó que la exposición de bajas 

temperaturas de tipo sub-óptimas no indujeron cambios en el potencial 

osmótico, acumulación de azúcares totales y prolina. Sin embargo, se 

identificaron diferencias en el daño de membrana luego de la aplicación de 
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helada. Por lo que, para explicar las diferencias en tolerancia a helada entre 

materiales, se propone evaluar otras respuestas, entre ellas, cambios 

estructurales en la membrana luego de la aclimatación al frío.  

 

El tercer objetivo específico fue el de evaluar la actividad fotosintética, la acumulación 

foliar de Na+, K+, así como de compuestos osmocompatibles, y la actividad antioxidante de 

materiales de P. coloratum cultivados en presencia o ausencia de salinidad. Respecto a 

dicho objetivo específico, se pudo llegar a las siguientes conclusiones: 

 

 Los caracteres fisiológicos entre materiales de tolerancia contrastante a 

salinidad, tales como, potencial osmótico y CRA no mostraron diferencias. Esto 

indicó que el ajuste osmótico no sería el causal de las diferencias en crecimiento 

de los materiales de P. coloratum en condiciones de salinidad.  

 

 Asimismo, los materiales de P. coloratum presentaron similar acumulación de 

sacarosa, prolina y glicina-betaína en presencia de salinidad. 

 

 Por otra parte, los materiales de P. coloratum con tolerancia contrastante a la 

presencia de 200 mM NaCl, presentaron diferencias en la concentración de K+ 

en vaina/lámina de la última hoja totalmente expandida respecto al control. El 

material susceptible presentó menor concentración de K+ en vaina/lámina en 

presencia de salinidad respecto a la ausencia de esta condición. Diferente a lo 

observado en el material tolerante a salinidad. 

 

 Se observó una correlación positiva de la tolerancia diferencial a la salinidad en 

P. coloratum, respecto al incrementó la actividad de la enzima antioxidante SOD 

a las 24 h de exposición a 200 mM NaCl. Esta se propone como la responsable 

de las diferencias posteriores en crecimiento entre materiales en presencia de 

salinidad.  
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 Por otro lado, el agregado de buffer alcalino a la solución salina, no alteró la 

concentración de Na+ en materiales de tolerancia contrastante a la salinidad, así 

como tampoco se modificó la concentración de K+. 

 

 Finalmente, no se identificaron diferencias entre el rendimiento de la 

fluorescencia de la clorofila y la tolerancia diferencial a la salinidad entre 

materiales de P. coloratum. 

 

Por último, de acuerdo a los objetivos específicos del tercer capítulo: Determinar si 

existe variabilidad entre materiales de P. coloratum para el crecimiento en salinidad en 

condiciones de campo, además de estimar parámetros genéticos en una población base a 

través del estudio de familias de medios hermanos de P. coloratum y predecir el avance 

genético que se obtendría de realizar una selección con una intensidad del 15 %. 

 

 Se determinó que se obtendrían escasos avances genéticos para la gran mayoría 

de las variables de crecimiento, de realizarse selección en la población en 

estudio de P. coloratum. Dicha afirmación fue determinada en condiciones tanto 

de presencia como en ausencia de salinidad. Los bajos valores de varianza 

genética aditiva estimadas en la población podrían deberse, entre otras causas, a 

las condiciones de crecimiento en el lugar donde fueron colectados los 

materiales, lo cual podría haber ocasionado reducciones en la varianza genética 

y fenotípica y consecuentemente bajos valores de heredabilidad. Esto a su vez 

explicaría los valores mínimos de avance que se esperarían de realizar selección 

para aumentar la tolerancia a la salinidad en esta población. 

 

 No se detectaron diferencias significativas entre familias de medios hermanos de 

P. coloratum cuando las plantas crecieron en condiciones de salinidad. Se 

propone que lo anterior se debería a bajos niveles de variación genética entre las 

familias para dichas características. 
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ANEXOS 

Anexo cap 2. Tabla 1. Materiales usados en ensayos I y II de tolerancia a helada por etapas. 

 Distribución 
de salinidad 

Etapas I Etapas II Etapas III 

 
Salinidad 

 

0.2 M 0 M 0.2 M 0 M 0.2 M 0 M 

Ensayo I Uniforme 2 y 3 2 y 3 4, 16 y 3 4, 16 y 3 14 y 15 14 y 15 

Ensayo II Azar 
2, 16 y 

3 
2, 16 y 

3 
14, 4 y 8 14, 4 y 8 

15 y 
Klein 

15 y 
Klein 

 

Anexo cap 2 Tabla 2. Probabilidad de que los resultados sean iguales entre materiales de P. 

coloratum (M), en presencia y ausencia de salinidad (200 mM NaCl) (T) y su interacción, 

en las siguientes variables de crecimiento vegetativo: peso seco aéreo (PSA), número de 

hojas (NH), número de macollos (NM), tasa de crecimiento relativo (TCR), tasa de 

aparición de hojas GD (TAH) y tasa de aparición de macollos (TAM). 

  p-valor 

  PSA NH NM TCR TAH TAM 

Materiales (M)          <0,0001 0,1444 <0,0001 0,0036 0,0022 0,0091 

Tratamiento (T) <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 

M y T <0,0001 0,0043 0,3353 <0,0001 0,0067 0,0566 

Nota: Repeticiones por material n=8. Valores de p>0,05 indican diferencias no 

significativas entre tratamientos para cada variable. 
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Anexo cap 2 Tabla 3. Probabilidad de que los resultados sean iguales entre materiales de P. 

coloratum (M) en presencia de salinidad respecto al control (200 mM NaCl) y su 

interacción, en las variables de crecimiento vegetativo: % peso seco aéreo (% PSA), % 

número de hojas (%NH), % número de macollos (% NM), % tasa de crecimiento relativo 

(% TCR), % tasa de aparición de hojas GD (% TAH) y % tasa de aparición de macollos 

(%TAM). 

 p-valor 

  PSA NH NM TCR TAH TAM 

Material (M) <0,0001 <0,0001 0,0721 <0,0001 <0,0001 0,0397 

Nota: Repeticiones por material n=8. Valores de p>0,05 indican diferencias no 

significativas entre tratamientos para cada variable. 

 

Anexo cap 2 Tabla 4. Probabilidad de que él % daño de membrana sea igual entre 

materiales de P. coloratum (M), con y sin el agregado de 200 mM NaCl (T) y su 

interacción, luego del estrés por helada. 

 
p-valor 

                   % daño de membrana 

Material (M)           0,0666 

Tratamiento (T)           0,0548 

M y T 0,0441 

Nota: Repeticiones por material en tratamientos, salinidad n=10 y ausencia de salinidad 

n=8. Valores de p>0,05 indica diferencias no significativas. 
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Anexo cap 2 Tabla 5. Probabilidad de que los resultados sean iguales entre materiales de P. 

coloratum (M), en tratamientos control, 200 mM NaCl, alcalinidad (pH 9) y alcalinidad + 

200 mM NaCl y su interacción en las variables de crecimiento vegetativo: Peso seco aéreo 

(PSA), número de macollos (NM), número de hojas (NH), tasa de crecimiento relativo 

(TCR), tasa de aparición de hojas GD (TAH), tasa de aparición de macollos (TAM), 

eficiencia del FII (EF II) y % de daño de membrana (% Daño). 

 
p-valor 

  PSA NM NH TCR TAH TAM FSII 

Mat (M)            0,0714 0,012 0,0002 <0,0001 0,0969 0,2438 0,4912 

Trat (T)          <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0004 0,4852 

M y T 0,1896 0,7323 0,194 0,0089 0,0271 0,1089 0,6216 

Nota: Repeticiones por material y tratamiento, control n=5; pH 9n=8; pH 9 + 200 mM 

NaCl n=8 y 200 mM NaCl n=8.Valores de p>0,05 indican diferencias no significativas 

entre tratamientos para cada variable. 

 

Anexo cap 2 Tabla 6. Probabilidad de que los resultados sean iguales entre materiales de P. 

coloratum (M), en tratamientos referidos al control (T): 200 mM NaCl/control, 

alcalinidad/control; alcalinidad + 200 mM NaCl/alcalinidad y su interacción, en las 

variables de crecimiento vegetativo: % Peso seco aéreo (% PSA), % número de macollos 

(% NM), % número de hojas (% NH), % tasa de crecimiento relativo (% TCR), % tasa de 

aparición de hojas GD (% TAH) y % tasa de aparición de macollos (% TAM). 

 

% control 

 
p-valor 

 

PSA NM NH TCR TAH TAM 

Material (M)       0,171 0,0001 <0,0001 0,0325 0,0096 0,0445 

Tratamiento (T)      <0,0001 <0,0001 0,0032 <0,0001 <0,0001 0,0203 

M y T 0,7289 0,8741 0,831 0,0121 0,0746 0,5788 

Nota: Repeticiones por material y tratamiento n=8. Valores de p>0,05 indican diferencias 

no significativas para cada variable. 
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Anexo cap 2 Tabla 7. Probabilidad de que el contenido relativo de agua (CRA) y contenido 

de proteínas corregido por CRA (mg de proteína/g PF) sean iguales entre materiales de P. 

coloratum var. coloratum (M), en tratamientos control y 200 mM NaCl (T) y su 

interacción. 

 

 p-valor 

 CRA Proteína Proteína corregido CRA 

Material (M) 0,2181 <0,0001 0,0048 

Tratamiento (T) 0,0387 0,0161 0,0028 

M y T 0,7413 <0,0001 0,0282 

Nota: Repeticiones por material n=3. Valores de p>0,05 indican diferencias no 

significativas entre tratamientos para cada variable. 
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Anexo cap 2 Tabla 8. A. Probabilidad que los resultados sean iguales para los diferentes 

criterios de clasificación y su interacción, en parámetros de fluorescencia de la clorofila 

cuantificados a las 24 de aplicado diferentes niveles de salinidad y a los 7 días de aplicado 

el nivel superior de salinidad. Valores de p>0,05 indican diferencias no significativas entre 

tratamientos para cada variable. B. Probabilidad que los resultados sean iguales en 

parámetros de fluorescencia de la clorofila en la condición 0-50 mM NaCl por criterio de 

clasificación. C. Probabilidad que los resultados sean iguales en la condición 0-100 mM 

NaCl por criterio de clasificación. D. Probabilidad que los resultados sean iguales en la 

condición 0-200 mM NaCl a las 24 h de aplicado este nivel de salinidad, por criterio de 

clasificación. E. Probabilidad que los resultados sean iguales en la condición 0-200 mM 

NaCl a los 7 días de aplicado este nivel de salinidad, por criterio de clasificación. 

 

A. 

 

p-valor 

 

0- 50 mM NaCl (24 h) 

              Fv/Fm Vj ABS/Rc Dio/Rc Tro/Rc Eto/Rc Pi abs 

Material (M)      0,0826 0,4110 0,0001 0,0001 0,0001 <0,0001 0,3050 

Trat (T)         0,0252 0,2140 0,2220 >0,9999 0,1200 0,8750 0,4800 

M y T 0,2349 0,5450 0,4360 0,4170 0,5400 0,1290 0,8840 

  
 

0- 100 mM NaCl (24 h) 

Material (M)      0,0347 0,9190 0,0160 0,0130 0,0230 0,0003 0,1240 

Trat (T)         0,5426 0,0040 0,7010 0,6230 0,7770 0,0004 0,0480 

M y T 0,6973 0,8030 0,9160 0,7410 0,9890 0,7310 0,7530 

  0- 200 mM NaCl (24 h) 

Material (M)      0,1733 0,0001 0,0650 0,1040 0,0460 0,0020 0,7330 

Trat (T)         0,4151 0,8910 0,9720 0,7370 0,7760 0,8190 0,6260 

M y T 0,5956 0,1140 0,9450 0,8150 0,7160 0,3470 0,4360 

  0- 200 mM NaCl (7 días) 

Material (M)      0,2100 0,1840 0,1260 0,7070 0,2800 0,3490 0,2450 

Trat (T)         0,4608 0,0002 0,3870 0,3790 0,2000 0,3110 0,0140 

M y T 0,3233 0,5940 0,0910 0,5260 0,2400 0,0730 0,7340 
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B.  
0 - 50 mM NaCl (24 h) 

Material Medias E.E.     

Vj      

15      1,3900 0,0200 A     

4       1,2000 0,0200    B  

Dio/      

15      0,3200 0,0100 A     

4       0,2700 0,0100    B  

Tro/Rc     

15      1,0700 0,0200 A     

4       0,9400 0,0200    B  

Eto/Rc     

15      0,6100 0,0100 A     

4       0,5100 0,0100    B  

Trat Medias  E.E.         

fv/fm     

0 0,7800 0,0023 A     

50 0,7700 0,0023    B  

 
 

C. 
0- 100 mM NaCl (24 h) 

Material Medias E.E.       

ABS/Rc     

15      1,6500 0,0800 A     

4       1,3700 0,0700    B  

 
 

Dio/Rc 

    

15      0,4000 0,0300 A     

4       0,3000 0,0200    B  

Tro/Rc     

15      1,2500 0,0500 A     

4       1,0700 0,0500    B  

Eto/Rc     

15      0,6800 0,0200 A     

4       0,5800 0,0100    B  

fv/fm     

15      0,7600 0,0100    B  

4       0,7800 0,0100 A   

Trat Medias E.E.       

Vj      
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D. 

0- 200 mM NaCl (24 h) 

Material Medias E.E.       

Vj         

15      0,4000 0,0100 A     
4       0,3200 0,0100    B  

Tro/Rc         

15      1,2300 0,0700    B  

4       1,4400 0,0700 A     

Eto/Rc         

15      0,7400 0,0400    B  

4       0,9800 0,0500 A     

 

E. 
0- 200 mM NaCl (7 días) 

Trat Medias E.E.       

Vj         

0 0,4200 0,0100 A     

200 0,3500 0,0100    B  

Piabs         

200 4,8300 0,3400 A     

0 3,4500 0,3600    B  

Nota: materiales de P. coloratum var. coloratum (M) y tratamientos de salinidad (T) 0, 50, 

100 y 200 mM NaCl. Letras diferentes indican diferencias significativas según LSD Fisher. 

 

 

 

0 0,4900 0,0200 A     

100 0,4000 0,0200    B  

Trat Medias E.E.       

Piabs     

0 2,5100 0,3500    B  

100 3,6200 0,3800 A     

Eto/Rc     

0 0,5800 0,0100    B  

100 0,6800 0,0200 A     
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Anexo cap 2 Tabla 9. Probabilidad de que los resultados sean iguales para el potencial 

osmótico, concentración de azúcares solubles totales y prolina entre materiales de P. 

coloratum var. coloratum (M), en condiciones de ausencia o presencia de 200 mM NaCl 

(S), aclimatadas o no al frío (F) y su interacción. 

 p-valor 

  
Potencial 
osmótico 

Azúcares Prolina 

Material (M) 0,1361 0,0176 0,0106 

Aclimatación al Frio (F)                    0,2525 0,179 0,4309 

Salinidad (S)              0,0001 0,0001 <0,0001 

S y F          0,2523 0,2347 0,0023 

M y S 0,9009 0,5736 0,1469 

F y M 0,9434 0,2669 0,253 

S y F y M 0,823 0,1247 0,287 

Nota: Repeticiones por material n=3. Valores de p>0,05 indican diferencias no 

significativas entre tratamientos para cada variable. 

 

 

Anexo cap 2 Tabla10. Probabilidad de que las concentraciones de prolina y glicina-betaína 

sean iguales entre materiales de P. coloratum var. coloratum (M), en tratamientos de 

ausencia de estrés, 200 mM NaCl, pH 9 y pH 9 + 200 mM NaCl (T) y su interacción. 

 

 p-valor 

  Prolina Glicina-betaína 

Material (M)          0,647 0,8289 

Tratamiento (T)          <0,0001 <0,0001 

M y T  0,2568 0,2581 

Nota: Repeticiones por material y tratamiento, control n=5, 200 mM NaCl n= 8, pH 9 n=8 

y pH 9 + 200 mM NaCl n=8. Valores de p>0,05 indican diferencias no significativas entre 

tratamientos para cada variable. 
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Anexo cap 2 Tabla 11. Probabilidad de que la concentración de iones K+ y Na+, en las 

secciones lámina y vaina sean iguales entre materiales de P. coloratum (M), en condiciones 

de (T) ausencia de estrés, presencia de: 200 mM NaCl, alcalinidad (pH 9), alcalinidad + 

200 mM NaCl (pH 9 + 200) y su interacción.  

 

p-valor 

                     Lámina Vaina 

 
Na+ K+ Na+ K+ 

Material (M)            0,0929 0,1517 0,6281 0,0027 

Tratamiento (T) 0,0311 0,0103 0,5255 0,0953 

M y T 0,1693 0,6311 0,6783 0,3544 

 

Anexo cap 2 Tabla 12. Probabilidad de que los resultados sean iguales entre materiales 4 y 

15 de P. coloratum (M) en tratamientos de ausencia de estrés, salinidad (200 mM NaCl), 

alcalinidad (pH 9) y alcalinidad + salinidad (pH 9 + 200 mM NaCl) y su interacción, para 

los iones Na+ y K+ en la relación vaina/lámina. 

 
p-valor 

 
Vaina/ lamina 

  Na+ K+ 

Material  (M)           0,3492 0,0009 

Tratamiento  (T)        0,1279 0,1197 

M y T 0,2907 0,0001 

Nota: Repeticiones por material n=3. Valores de p>0,05 indican diferencias no 

significativas entre tratamientos para cada variable. 
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Anexo cap 2 Tabla 13. Análisis OJIP usando los datos de la fase rápida de emisión de 

fluorescencia. 

Parámetros Técnicos  

Fluorescencia a 50 us  Fo 

 Fluorescencia máxima Fm 

 Fluorescencia variable a 2ms  Fv : Fm-Fo 

Flujos específicos expresados por centros de reacción (RC)  

Absorción por RC ABS/RC :(Mo/Vj)/(1-Fo/Fm) 

Atrapamiento por RC TRo/RC :M o /V j : (A B S /R C ) φ P o 

Disipación por RC DIo/RC : (ABS/RC) - (TRo/RC) 

Transporte electrónico por RC ETo/RC : (T R o /R C )  φ o 

Índice           

Índice de funcionamiento PI ABS 
: [R C /A B S ][φ P o /(1- 
φPo)][ φo/1-φo]    

 

 

 

Anexo cap 3 Tabla 1. Apreciación de matas de P. coloratum var. coloratum en Chascomús 

20/11/15 por material. 

 

Material Características de matas  

1 Erecta, tallo grueso, con flor 

2 Foliosa, petisa, con flor inicial 

3 Foliosa, abierta, con flor 

4 Rala, con flor tardía 

5 Foliosa, petisa, con flor inicial 

6 Rala, tallo grueso,  con flor tardía 

7 Foliosa, con flor inicial 

8 Rala, abierta, con flor tardía 

9 Rala, abierta  

10 Rala, flor inicial 

11 Algunas ralas, algunas foliosas, con flor  

12 Foliosa, con flor inicial 

13 Algunas ralas, algunas foliosas, con flor inicial 

15 Rala, con flor inicial 

16 Foliosa, abierta, con flor 
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Anexo cap 3 Tabla 2. Probabilidad de que los resultados sean iguales para familias de 

medios hermanos, particionado por tratamiento, en las siguientes variables de crecimiento 

vegetativo: peso seco aéreo (PSA); número de hojas (NH); número de macollos (NM); tasa 

de aparición de hojas GD (TAH), tasa de aparición de macollos (TAM). 

 

p valor 

 
0 

            PSA TAH TAM NH NM 

Familia  de medios hermanos   0,0382 0,0376 0,1605 0,5691 0,6148 

 
200 

Familia  de medios hermanos   0,3401 0,2721 0,276 0,3583 0,3706 

Nota: Repeticiones por familia de medios hermanos n =14. Valores de p>0,05 indican 

diferencias no significativas entre tratamientos para cada variable. 

 

 

Anexo cap 2 Figura 1. Dinámica de descenso de temperatura por hora en helada. 

 

 

 

 

 

-13

-9

-5

-1

3

7

11

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1
0

1
1

ºC
 

h 



128 
 

 
 

         

       

Anexo cap 2 Figura 2. Tolerancia a la salinidad sobre diversas variables de crecimiento en materiales de P. coloratum var coloratum y el cultivar 

`Klein´ y su porcentaje respecto a la condición no salina. En cada panel, las barras indican medias de las variables, letras diferentes indican 

diferencias significativas (p<0,05) según test LSD. Variables por recuadro: A. % Peso seco aéreo (% PSA), B. % número de hojas por planta (% 

NH), C. % Tasa de crecimiento relativa por día (% g/g día), D. % Tasa de aparición de hojas medida en día (% h/h día) y E. % Tasa de aparición 

de macollos medida por día (% m/m día). 
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Anexo cap 2 Figura 3. Concentración de azúcares solubles totales en base al PF en 

presencia y ausencia de 200 mM NaCl, en macollos de materiales 2, 3, 4, 14 y 15 de P. 

coloratum de plantas aclimatadas y no aclimatadas al frío. Repeticiones por tratamiento 

n=5. Las barras indican valores medios. Letras distintas indican diferencias significativas 

(p<0,05), según LSD. 
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Anexo cap 3 Figura 1. Acumulación de materia seca por familias de medios hermanos en 

ausencia de estrés por salinidad. Repeticiones por material n=13. Las barras indican medias 

y EE. 

 

 

Anexo capítulo 3. Figura 2. Tasa relativa de aparición de hojas (h/h día) en familias de 

medios hermanos, en ausencia de estrés. Repeticiones por material n= 13. Las barras 

indican medias y EE (n=13). 
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