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RESUMEN

Los suelos afectados por la salinidad se encuentran ampliamente distribuidos a nivel
mundial y Argentina es el tercer pais que presenta suelos con problemas de halomorfismo.
Adicionalmente la creciente expansién agricola en areas no tradicionales, desplazé a la
ganaderia hacia suelos restrictivos con problemas de salinidad y sodicidad. El agropiro
alargado (Thinopyrum ponticum) es una de las especies forrajeras perennes con mayor
adaptacion a este tipo de ambientes, pero su productividad es afectada por el tipo de suelo
halomérfico en el que crece. El objetivo de la presente tesis fue analizar fenotipica y
genéticamente el crecimiento de genotipos y familias de medio hermanos (FMH) de agropiro
alargado en condiciones halomorficas. Para esto se condujeron cuatro experimentos. El
primero estudio la variabilidad genética de la poblacion naturalizada a nivel morfolégico y
molecular; el segundo y tercer experimento estudiaron la respuesta al halomorfismo en
hidroponia simulando distintos tipos de suelo (control, salino, sddico, salino-sodico) a nivel
poblacional y a nivel de familias de medio hermanos, a través de variables morfologicas,
fisioldgicas y bioquimicas. El cuarto experimento estudié el comportamiento agronémico de
las familias tolerantes a campo. Se estimé el indice de tolerancia relativo de los genotipos y
las familias (IT) a los estreses ambientales, se estimo la relacion K'/Na* y se aplicé AMMI,
para seleccionar los de mejor y peor comportamiento en halomorfismo. En todos los
estudios se estimaron los componentes de varianza fenotipica y la heredabilidad en sentido
amplio y en sentido estricto en los diferentes ambientes. Los resultados obtenidos en el
primer experimento detectaron una importante variabilidad fenotipica y genética dentro de la
poblacion a nivel molecular y a nivel morfolégico en caracteres de interés agronémico a
campo. Los estudios de halomorfismo en hidroponia (experimentos 3 y 4) detectaron una
respuesta diferencial de la poblacion (genotipos) y de las familias a los ambientes
impuestos, que permitid agruparlos en tolerantes y susceptibles. El ambiente salino-sodico
fue el que mayor reduccion del crecimiento produjo en los genotipos y en las FMH. La
variabilidad fenotipica observada en la poblacion expresé un elevado componente plastico
heredable. Las familias mostraron un componente genético aditivo elevado aplicable para
seleccionar por ambiente halomérfico. La produccion de materia seca, el indice de tolerancia
y la relacion K'/Na*, fueron variables indicadoras de tolerancia aplicables como criterios de
seleccion en programas de mejoramiento de la especie. Los resultados obtenidos en el
ultimo experimento a campo, detectaron un muy buen comportamiento agronémico, en

produccion de forraje y de semilla de las familias seleccionadas como tolerantes.



En términos generales la presente tesis doctoral generé conocimientos y aportod
germoplasma utilizable en futuros programas de seleccion y obtencién de cultivares de
agropiro alargado tolerantes al halomorfismo que resulten productivamente Uutiles en

diferentes sistemas ganaderos de la Argentina.



ABSTRACT

Soils affected by salinity are widely distributed in worldwide and Argentina is the third
country with halomorphism problems soils. In addition, the agricultural expansion in non-
traditional areas displaced livestock to restrictive soils with problems of salinity and sodicity.
Tall wheatgrass (Thinopyrum ponticum) is one of the most adapted perennial forage species
to this type of environment. The aim of this thesis work was to analyze phenotypically and
genetically the growth of genotypes of a population and half-sib families of Tall wheatgrass
under halomorphic conditions. For this, four experiments were performed. The first one
studied the genetic variability at morphological and molecular level within the naturalized
population; the second and third experiments studied the growth of genotypes and families in
simulated hydroponic soils (control, saline, sodic, saline-sodic), through morpho-
physiological and biochemical characters. The fourth experiment studied the agronomic
behavior of tolerant families in the field. The Relative Tolerance Index, the K'/Na* ratio and
AMMI were used to select tolerant genotypes and families. In all the studies the phenotypic
variance and the broad and narrow sense heritability were estimated at each environment.
The results in the first experiment detected an important phenotypic and genetic variability
within the population at molecular and morphological level. Experiments 3 and 4 detected
significant genotypes and families halomorphic soils interactions, that allowed to grouped
them into tolerant and susceptible. The sodium saline soil was the most restricted
environment for genotypes and family growth. The population showed high significant plastic
component and the families showed additive genetic component to select in halomorphism.
Dry matter production, tolerance index and K'/Na® ratio were all tolerance variables to be
used in breeding programs. The tolerant families showed an outstanding agronomic
performance at the field. This thesis contributed to increase the knowledge of Tall

wheatgrass tolerance under halomorphic soil conditions.
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INTRODUCCION GENERAL

Las pasturas cultivadas son uno de los componentes principales en la alimentacion
de la ganaderia argentina, la cual en los ultimos anos fue reordenada en ambientes de
menor potencial productivo por efecto de la expansion agricola. La densidad ganadera del
pais registra las mayores concentraciones de hacienda en las provincias de Buenos Aires,
Corrientes, Entre Rios y Santa Fé (Rearte, 2007). A pesar del reordenamiento, la region
pampeana cuenta con la mayor existencia de bovinos (Canosa et al., 2013), gran parte
concentrada en ambientes predominantemente ganaderos, caracterizados por suelos
halomarficos, bajo condiciones de anegamiento, estrés hidrico y térmico en determinados

periodos del afio (Figura 1.1).

En general la mayor superficie de suelos salinos y alcalinos se distribuye
principalmente en la planicie Chaco Pampeana, el sureste de Cérdoba y este de Santa Fe,
los bajos Submeridionales en Pcia Santa Fe, el oeste pampeano y la Depresién del Salado
en Pcia. de Buenos Aires (Imbellone et al., 2010). La Provincia de Buenos Aires, tiene
aproximadamente unos 30.000.000 ha de las cuales el 60% son destinadas a ganaderia
(MAA, 2010) por ser consideradas marginales para la agricultura, asimismo de estas, unas
15.000.000 ha se ubican en la Cuenca del Rio Salado (Rearte, 2007). En términos generales
los campos bajos salinos—alcalinos, con problemas de drenaje, muestran una baja
productividad de forraje del orden de 2 t MS/ha.afio (Scheneiter, 2008). Esta situacion ha
promovido una mayor demanda de tecnologias que respondan a una adecuada oferta de

nutrientes para el ganado y sostengan elevados niveles productivos (Viglizzo et al., 2010).

Las especies forrajeras nativas y/o naturalizadas son un recurso forrajero disponible
y a menudo poco explorado en los ambientes salinos-alcalinos. Entre las gramineas
perennes mas cultivadas en suelos con limitaciones en Argentina, se destaca el agropiro
alargado (Thinopyrum ponticum (Podp.) Barkworth et Dewey) caracterizada por su tolerancia
a la salinidad (Dewey, 1960; Covas y Ballari, 1969; Shannon, 1985; Barker y Kalton, 1989;
Maijerus, 1996; Bleby et al., 1997; Garcia et al., 2002; Casas, 2011; Jauregui et al., 2017) y
por su gran potencial como cultivo forrajero (Aello et al., 1983; Gandara y Gémez, 1987;
Laplace et al., 1994; Borrajo et al., 1998; Ricci et al., 2009).

El desarrollo de germoplasma de agropiro alargado ha sido abordado a través de
diversas investigaciones que permitieron detectar variabilidad genética en el

comportamiento ante estrés halomorfico (Andrés, 2001, Pistorale et al., 2005; Pistorale et



al., 2008; Bazzigalupi et al., 2008; Bazzigalupi y Pistorale, 2009; Rosso y Andrés, 2009;
Acuna et al., 2009; Mansilla, 2012).

= SEenasa

Distribucion de las Existencias Bovinas en la Republica Argentina

1 Punto = 5000 Bovinos

Fuente: Digeccion de Contral de G estidn y Programas Egpreciales - Dissccion Hacionad de Sanidkad Aoinal
I oarmacion segum 51654 al dia 2103215

Figura 1.1: Distribucion de las existencias bovinas en la Republica Argentina. Fuente:
SENASA.

1. Halomorfismo, efecto de las sales en suelo y planta
1.1 Importancia de la salinidad en el suelo

Se denominan suelos halomoérficos, aquellos suelos afectados pos sales que
interfieren con el crecimiento normal de las plantas. Estos se pueden dividir en salinos,
salinos-sodicos y sodicos, segun las cantidades de sal, el tipo de sales, la cantidad de sodio
presente y la alcalinidad del suelo (Imbellone et at., 2010; Lavado y Taboada, 2017). La

salinidad se emplea como definicién de suelos salinos y sodicos (Richards, 1954) y abarca



los problemas relacionados con altos niveles de sales solubles presentes en el suelo
(Munns, 2004; Singh, 2006).

Un criterio que permite establecer rangos generales (Tabla 1.1) sobre los tipos de

suelos afectados por sales (Richards, 1954) es el siguiente:

o Los suelos alcalinos o sddicos son aquellos que tienen suficiente porcentaje de
sodio intercambiable (PSI) como para producir deterioro en las condiciones fisicas
del suelo y afectar los cultivos. El limite establecido es de 15 % de sodio
intercambiable respecto a la capacidad de intercambio catidnico, presentan un pH

elevado (mayor a 8,5) y una conductividad eléctrica menor a 4dS/m (mmhos/cm).

e Los suelos salinos son aquellos que tienen suficiente cantidad de sales solubles
como para afectar el rendimiento de la mayoria de los cultivos. El limite establecido
para tales suelos es una conductividad del extracto de la pasta saturada mayor a 4

dS/m, un pH menor a 8,5 y un PSI menor al 15%.

e Los suelos que alcanzan o superan ambos limites se conocen como suelos salino-

sodicos.

Tabla 1.1: Clasificacién de suelos afectados por sales, CE=Conductividad eléctrica. PSI=
Porcentaje de sodio intercambiable.

Clasificacion* CE(dS/m) pH PSI
Salinos >4 <8,5 <15
Sadicos <4 >8,5 >15

Salinos-Soédicos >4 >8,5 >15

*Segun el criterio del manual N°60 del USDA (Richards, 1954).

Algunas estimaciones indican que aproximadamente el 7% de la superficie mundial
se encuentra afectada por salinidad o sodicidad (Szabolcs, 1994; Ghassemi et al., 1995;
Munns y Tester, 2008) y de esta superficie, 70 millones de ha son agricolas (FAO, 2005). En
Argentina, segun FAO (2015), se estima que aproximadamente 85 millones de ha se
encuentran afectadas por exceso de sales y sodio (Figura 1.2) y aproximadamente 19,5
millones de ha se localizan en la Regién Pampeana de la Republica Argentina (Gorgas y
Bustos, 2008).
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Figura 1.2: Distribucién de suelos afectados por exceso de sales en la Republica Argentina.

1.2 Efecto de la salinidad en las plantas

La salinidad o el exceso de sales en plantas implican cambios en diversos procesos
fisiolégicos y metabdlicos (Munns y Termaat, 1986) y se denomina estrés salino. El efecto
general de la salinidad es la reduccién de la tasa de crecimiento dando como resultado
hojas mas pequefas, estatura mas baja y en ocasiones, menos hojas (Shannon y Grieve,
1999; Wang y Nil, 2000), también afecta los principales procesos como la fotosintesis, la

sintesis de proteinas, el metabolismo energético y lipidico (Parida y Das, 2005).

El estrés ocurre como resultado de la accion combinada de varios factores que se
manifiestan principalmente a través de la fisiologia de la planta en un efecto osmoético,

nutritivo y de toxicidad (Greenway y Munns, 1980). El efecto osmético comienza



inmediatamente después de que la concentracion de sales en la zona de las raices se
incrementa hasta determinados umbrales (Munns, 2005b; Munns y Tester, 2008) y el
crecimiento cae significativamente. Es decir, el exceso de solutos en la solucion del suelo
produce una disminucion del potencial osmético, consecuentemente del potencial hidrico
generando un efecto similar a la falta de agua en el suelo, de esta manera las células
pierden turgencia, limitando la expansién celular acotando el crecimiento y provocando por
ultimo el marchitamiento de la planta (Munns y Tester, 2008; Aleman-Guillén, 2009; Talesnik
et al., 2009).

En cuanto a los desequilibrios nutricionales en la planta, ocurren como consecuencia
del exceso de iones Na®y CI" debido a que afectan la absorcion y el transporte de otros
nutrientes, como el Ky Ca*, influyendo sobre la disponibilidad de los mismos y generando el
desequilibrio nutricional (Hasegawa et al., 2000, Munns 2002, Parida y Das 2005). Debido a
su similitud quimica, el Na* desplaza al K en sus funciones y disminuye la relacion K'/Na*
del citoplasma afectando negativamente a los procesos metabodlicos que dependen del K*.
Como consecuencia de esto, pueden darse situaciones de deficiencia de K* (Botella et al.,
1997).

La etapa de toxicidad o i6n especifica, comienza cuando las sales se acumulan a
concentraciones téxicas en las hojas viejas (que ya no estan en expansion y por lo tanto no
diluyen la sal que llega a ellas como si lo hacen las hojas jovenes en crecimiento), y se
mueren (Munns y Tester, 2008). Si la tasa de acumulacion es mayor que la tasa de
produccién de hojas nuevas, termina disminuyendo el area fotosintética lo que determina
reducciones en la fotosintesis neta, reduciendo su crecimiento (Munns, 2005a, 2005b;
Parida y Das, 2005; Munns y Tester, 2008).

Otro efecto que surge debido a la acumulacion excesiva de sales en los tejidos de la
planta es el estrés oxidativo, el cual es de tipo bioquimico y se genera ante cualquier
alteracion de las condiciones 6ptimas de cultivo, incide de forma negativa en la fisiologia de

la planta, provocando una alteracion de la cadena de transporte electrénico (Halliwell, 1987).

Entre los marcadores que indican el grado de dafio oxidativo que estan sufriendo las
plantas en respuesta a un estrés, se destaca el malondialdehido (MDA); este es un
subproducto de la peroxidacién de lipidos de las membranas biolégicas (Wong et al., 1987).
El aumento en su contenido es indicativo de un incremento del dano oxidativo (Gossett et
al., 1994; Dionisio-Sese y Tobita, 1998; Sudhakar et al., 2001) y ha sido usado como un

criterio eficiente para discriminar entre cultivares con respecto al grado de tolerancia al



estrés salino (Meloni et al., 2003; Liang et al., 2003; Brankova et al., 2005; Ruiz et al., 2005;
Sairam et al., 2005; Luna et al., 2000, 2002; Lanza Castelli et al., 2010, Ashraf et al., 2010).

Estudios en especies forrajeras gramineas mencionan el efecto de la salinidad en la
restriccion del crecimiento de las hojas, lo cual tiene un gran impacto en el rendimiento
productivo de las mismas dado que la productividad esta directamente relacionada con la
expansion foliar y la duracion (Taleisnik et al., 2009). En Chloris gayana se observo una alta
correlacion entre la materia seca producida y la expansion foliar, evaluadas a través de un
gradiente salino (de Luca et al., 2001). Griffa et al., (2010) determinaron en Cencrhus ciliaris
que uno de los principales componentes rendimiento de materia seca fue la produccién de
peso fresco, el cual esta directamente asociado con el area foliar (Gastal y Lemaire, 1988;
Gastal et al., 1992).

1.3 La tolerancia a la salinidad en plantas

En plantas la tolerancia a la salinidad, se define como la habilidad de las plantas para
crecer y completar su ciclo en un sustrato que contiene altas concentraciones solubles de
sal (Parida y Das, 2005). Varios autores establecen que esa concentracion debe ser al
menos de 200 mM de CINa (Greenway y Munns, 1980; Flowers et al., 1986), considerando
que a ese nivel se produce una reduccion del potencial hidrico provocando interferencia en
la absorcion de nutrientes y pueden aparecer los efectos téxicos de las sales; esta respuesta
de las plantas frente al estrés varia de acuerdo a la especie vegetal, el genotipo, la
composicion idnica del agua, la luz, la humedad y el estadio de crecimiento de la planta

(Bernstein y Hayward 1958; Greenway y Munns, 1980; Munns y Tester, 2008).

Desde el punto de vista agronémico, la tolerancia a la salinidad en determinadas
especies o variedades se define como la habilidad de las plantas de sobrevivir y producir
rendimientos econdmicos en condiciones de estrés y se expresa como la relacién entre su
rendimiento en condiciones salinas con respecto a su rendimiento en condiciones normales.
Las plantas segun su respuesta a altas concentraciones salinas, pueden agruparse en
haléfitas y glicéfitas. Las primeras son aquellas nativas de suelos salinos, capaces de
cumplir todo su ciclo de vida en dicho ambiente (Jennings, 1976), y las segundas son
aquellas incapaces de sobrevivir bajo ciertas concentraciones salinas (Greenway y Munns
1980).

La habilidad de las plantas para tolerar la salinidad esta determinada por multiples

respuestas, que pueden ser bioquimicas para facilitar la retencion o absorcién del agua,



funciones de proteccion del cloroplasto, compartimentalizacion de iones, sintesis de solutos,
capacidad para mantener o tolerar bajas relaciones de K'/Na® en el citoplasma celular
(Parida y Das, 2005; Flowers y Colmer, 2008). En algunas plantas se puede manifestar un
aumento de la produccién de raices que permite una mayor exploraciéon (Vanebles y Wilkins,
1978; Rubinigg et al., 2002), mientras que en otras, se produce el efecto contrario y aumenta

el crecimiento de la biomasa aérea (Hester et al., 2001).

Munns y Tester (2008) mencionan tres categorias diferentes como mecanismos de

tolerancia a la salinidad:

e Uno de los mecanismos involucrados es la tolerancia al estrés osmatico, también
denominado osmorregulacion, que permite a la planta tolerar condiciones de falta de
agua y salinidad elevada. Las plantas realizan un ajuste celular osmaético para
restablecer el equilibrio i6nico, estas acumulan solutos en respuesta al déficit hidrico
que les permite disminuir el potencial osmaético celular y mantener una relacion
isotdnica entre compartimentos sub-celulares (Zhang et al., 1999). La acumulacién
es a través de iones Na' y K, y/o la sintesis de solutos organicos como prolina,

betaina, polioles y azlucares solubles.

e Otro de los mecanismos es la exclusion de Na® de la hoja y por las raices,
garantizando que el Na* no se acumule en concentraciones tdxicas dentro de las
hojas. Una falla en la exclusion de Na* manifiesta su efecto toxico después de dias o
semanas, dependiendo de la especie, y causa la muerte prematura de las hojas mas

viejas.

e El tercer mecanismo es tolerancia a la acumulacion de iones de Na* o de CI" en las
hojas; la tolerancia del tejido requiere la fragmentacion de Na* y CI™ a nivel celular e
intracelular para evitar concentraciones toxicas dentro del citoplasma, especialmente
en las células del mesdfilo de la hoja. La toxicidad se produce con el tiempo, después

de que la hoja aumenta el Na® en concentraciones elevadas en las hojas mas viejas.

En términos generales los genotipos utilizan estos mecanismos para mantener una
elevada actividad metabdlica, aun en condiciones de un estrés salino importante. No
obstante, existen mecanismos de aclimatacion y escape al estrés, por los cuales el genotipo
disminuye la actividad metabdlica e ingresa en un estado de latencia, y se expresa a través
del aumento de la tolerancia (Taiz y Zeiger, 1998 en Ashraf y Rauf, 2001). El criterio para
evaluar la tolerancia a la salinidad puede variar segun el nivel de estrés. En un nivel bajo, el

principal criterio es la capacidad de produccion del genotipo, mientras que el criterio a tener



en cuenta con altos niveles de salinidad es la capacidad de supervivencia del mismo
(Epstein et al., 1980).

1.4 La genética tolerancia a la salinidad en plantas

La tolerancia a la salinidad es considerada un caracter cuantitativo complejo y
multigénico (Munns et al., 2002; Flowers, 2004; Ashraf, 2004; Ashraf y Akram, 2009),
dependiente de la especie (Pistorale et al., 2008) o cultivar (Khatun y Flowers, 1995) y
puede variar de acuerdo a la fenologia (Munns et al., 2002) y otros caracteres asociados.
Diversos estudios han demostrado que este atributo, esta gobernado por numerosos genes,
mostrando heterosis, dominancia y efectos aditivos (Borsani et al., 2003; Flowers, 2004;
Yamaguchi and Blumwald, 2005; Zhang et al., 2006b; Sreenivasulu et al., 2007; Munns y
Tester, 2008; Fleury et al., 2010).

Se ha demostrado que si bien existe heredabilidad en la tolerancia a la salinidad,
esta depende de un numero importante de caracteres y estd muy influenciada por las
interacciones genético-ambientales. Desde el punto de vista agronomico, cuando la
seleccion se realiza en el campo, hay muchos casos que demuestran que un simple rasgo

puede contribuir a mejorar la performance de la planta bajo estrés por salinidad.

De manera mas reciente, también se demostré la mejora genética a través de la
identificacion de algunos genes asociados con la tolerancia a la salinidad (Gulick y Dvorac,
1992; Ducobsky et al, 1994; Yokoi et al, 2002; Lindsay et al., 2004), los que fueron
incorporados de manera transgénica (Hayashi et al., 1997; Sakamoto et al., 1998; Zhang et
al., 2000; Sanan-Mishra et al., 2005).

2. El mejoramiento genético de la tolerancia a la salinidad

En los ultimos afios se ha producido en el pais un desplazamiento de la ganaderia
hacia ambientes restrictivos que provocan la disminucion del potencial productivo de las
pasturas, por efecto de estreses abidticos como la salinidad, la sequia, el anegamiento y
temperatura, entre otros. Existen diversas estrategias tendientes a reducir el impacto de los
estreses abidticos sobre la produccion agricola-ganadera, las que involucran tanto acciones
sobre los suelos, como esfuerzos para lograr variedades mas tolerantes mediante el
mejoramiento genético. Esta ultima estrategia se considera mas sustentable y viable

econdmicamente (Flowers, 2004; Agarwal et al., 2006).



2.1 Variabilidad genética para tolerancia a salinidad

El mejoramiento genético convencional se basa fundamentalmente en la
identificacion y explotacion de la variabilidad genética intra o interespecifica, mediante la
seleccion de genotipos con caracteres asociados a tolerancia (Ashraf, 2004). La variabilidad
genética puede detectarse en diversos niveles de organizacién biolégica; puede existir entre
individuos, entre poblaciones y entre variedades. Puede ocurrir en caracteres morfologicos,
fisiolégicos, bioquimicos y/o moleculares, en cualquier etapa del ciclo de vida de un
individuo (Primack y Kang, 1989). Se ha comprobado que la mayoria de las poblaciones de
pasturas, ya sea naturales o naturalizadas, contienen abundante variacion genética; la
cantidad de esa variacion depende del tipo y la intensidad de seleccion que las poblaciones

hayan experimentado previamente (Snaydon, 1987).

Existen numerosos estudios de variabilidad genética relacionados al incremento de
la tolerancia (Jacobsen y Adams, 1958; Epstein, 1977; Epstein et al., 1980, Flowers y Yeo,
1995; Flowers y Colmer, 2008). Entre estos se destacan los estudios de variabilidad
genética entre y dentro de especies de importancia agrondmica (Epstein, 1977; Epstein et
al., 1980, Flowers y Yeo, 1995), que concluyeron en la obtencién de cultivares de arroz
(Akbar y Yabuno, 1977) y cebada (Epstein et al., 1980), entre otros.

En especies forrajeras se ha demostrado variabilidad genética para caracteres
asociados a tolerancia a salinidad (Dewey, 1960; Shannon, 1978; Roundy, 1987; Horst y
Dunning, 1989; Johnson et al., 1992; Ashraf, 1994; Shannon y Noble, 1995; Rogers et al.,
1997). En la misma linea, en Argentina se realizaron numerosos estudios de variabilidad
genética en diversas especies forrajeras, Chloris gayana (Luna et al., 2000; 2002);
Agropyron spp. (Garcia et al., 2002); Thinophyrum ponticum (Pistorale et al., 2008); Lotus
spp (Pesqueira, 2008); Cenchrus ciliaris (Griffa et al., 2010); Elymus scabrifolius (Zabala et
al., 2011); Lotus corniculatus (Franco, 2011); Schenodorus phoenix (Palacios et al., 2015),
entre otros.

El inicio de un programa de mejoramiento para tolerancia a estreses abidticos, como
la salinidad, requiere de una clara definicion de tolerancia y de una fenotipificaciéon confiable
que permita identificar y estimar variabilidad genética para dicho caracter. La tolerancia a
salinidad depende del genotipo, de la duracion e intensidad del estrés y del estadio de
crecimiento del cultivo (Bernstein y Hayward, 1958; Shannon, 1997; Witcombe et al., 2008;
Demirevska et al., 2009). Durante la germinacion y emergencia de plantulas la tolerancia se
cuantifica como porcentaje de sobrevivencia, mientras que en estado de planta adulta la
tolerancia se mide en reducciones relativas del crecimiento (Ashraf, 2004; Lauchli y Grattan,

2007). La estimacion de los parametros genéticos en los caracteres de crecimiento inicial y
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de planta adulta, sirve para delinear las diferentes etapas de un programa de seleccion y
establecer criterios a aplicar en el proceso de mejora de una especie (Gardner, 1963;
Dudley y Moll, 1969). La estimacién de la heredabilidad (h?) en caracteres relacionados con
la tolerancia a salinidad predice el éxito en la transmisién de la tolerancia a la descendencia.
Segun Falconer y Mackay (2001), la heredabilidad en sentido estricto (h?), esta dada por el
cociente entre la varianza genética aditiva y la varianza fenotipica. Este parametro expresa
el grado en el que los fenotipos estan determinados por los genes transmitidos por los
padres, es decir que determina el grado de parecido entre parientes y por lo tanto es de gran
importancia en los programas de mejoramiento ya que es el principal determinante de la

respuesta a la seleccion.

2.2 Herramientas que asisten a la seleccion

Los fitomejoradores han realizado avances significativos en la tolerancia a la
salinidad para una cantidad importante de cultivos (Noble et al., 1984; Allen et al., 1985; Al-
Khatib et al.,, 1993; Ashraf 1994; Shannon 1998; Ashraf 2002; Ashraf, 2004), basado en
diferencias productivas (Noble y Rogers 1992; Ashraf 1994). Los programas de
mejoramiento convencionales se han sustentado en la estimacién de parametros genéticos
sobre caracteres agronémicos, para delinear las diferentes etapas y poder formular criterios
de seleccion (Snaydon, 1987). Si bien estos han sido exitosos, la determinacion de criterios
fisioldgicos, que suministren informacion mas exacta (Yeo, 1994, Munns 1993, 2002) han
demostrado una complementacion superadora para aplicar una seleccion mas efectiva
(Ashraf, 2004, Ashraf et al., 2008). EI mejoramiento asistido por marcadores moleculares
(Loss, 1994; Forster et al., 2001), ha avanzado de manera significativa en la seleccién de
cultivos tolerantes a estreses (Vinh y Paterson, 2005). Estos son una herramienta importante
para examinar el grado de adaptacién al estrés en relacién a diferencias productivas;
caracterizar la variabilidad genética y aportar informacion asociada a los caracteres de
interés. De esta manera el uso en conjunto de los parametros genéticos obtenidos a través
de caracteres morfolédgicos y fisiolédgicos y la caracterizacidn molecular permitira brindar
alternativas superadoras a los programas de mejoramiento genético de la especie de

manera mas eficiente.
2.2.1 Caracteres agronémicos

Los caracteres agrondmicos se han utilizado ampliamente en la seleccién de
genotipos a través de la expresion del fenotipo hasta la actualidad. El “fenotipado”, es “...la

evaluacion integral de caracteres complejos de las plantas, tales como el crecimiento, el
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desarrollo, la tolerancia, la resistencia, la arquitectura, la fisiologia, la ecologia, el
rendimiento y la medicién basica de parametros cuantitativos individuales que constituyen
las bases de los caracteres mas complejos.” segun Lemnatec (2012). A continuacion, se
mencionan los caracteres componentes del rendimiento de forraje y de semillas en especies
forrajeras mas utilizados en la seleccién. El color de hoja, si bien es un caracter cualitativo
se considera importante al momento de realizar el descriptor de la sintética y/o cultivar y
estd determinado por el contenido de clorofila del mesdfilo (Black, 1975) y el grosor de
cuticula (Esau, 1987). Por otro lado, el habito de crecimiento y la disposicion de las hojas
determinan la estructura de canopeo en especies forrajeras y condicionan el manejo de las
pasturas (Pearson e Ison, 1994). En cuanto a la altura de planta es una variable muy
afectada por el ambiente (Gillet, 1984) y utilizado para la correlacion entre caracteres
(Guillén, 2002). El numero de macollos vegetativos y el peso de los macollos, son los
principales determinantes del rendimiento de forraje en una pastura (Jewis, 1972; Zarrough,
1983). El diametro de planta es una variable a considerar en los programas de mejoramiento
de especies forrajeras ya que esta fuertemente correlacionado con la produccién de materia
seca (Alvarez, 2010). La produccién de materia seca estacional y acumulada, es una de las
variables de mayor valor para aplicar seleccién y esta fuertemente asociada al ambiente
(Ashraf, 2004). La fecha de floracion y la emergencia de espiga son variables determinadas
por el fotoperiodo, la temperatura y el suministro de agua (Rhebergen, 1985; Ernst, 1987).
Asimismo, el numero de espigas es uno de componentes mas importante del rendimiento de
semilla y en la mayoria de las forrajeras muestra elevada correlacion con la cantidad de
macollos vegetativos (Bertin, 1993; Smith et al., 1994). Mientras que el largo de espiga es
una de las variables indirectas del rendimiento de semilla y generalmente esta asociada al
peso de semilla muy dependiente del origen del germoplasma (Andrés et al., 1998; Ruiz
Diaz y Andrés, 1998). El peso de mil semillas es otro de los componentes importante en la
determinacion del rendimiento, y presenta correlacion positiva con el vigor inicial de las
plantulas y la sobrevivencia de la pastura (Twamley, 1967, 1974; Raja y Bean, 1979; Schaal
y Smith, 1980). El peso total de semillas es otro caracter de gran interés y es indicativo del
éxito en la difusion del nuevo cultivar, ya que esta directamente asociado al rendimiento de
semillas. Este caracter es altamente dependiente del ambiente y ha sido muy bien estudiado
(Bugge, 1984; Elgersma et al., 1989; Bertin, 2004). Numerosos estudios realizados en
agropiro alargado han utilizado y descripto el comportamiento de los caracteres
mencionados (Andrés, 2001; Guillén, 2002, Pistorale et al., 2005; Pistorale et al., 2008,
Basigaluppi y Pistorale, 2009; Friguglietti et al., 2009; Acufia et al., 2009; Ramirez, 2010;
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Mansilla et al., 2011; Palacios et al., 2015; Maciel et al., 2015; Plaza et al., 2016; Veliz et al.,
2018)

2.2.2 Caracteres fisiolégicos

Los mecanismos fisioldgicos responsables de la tolerancia a la salinidad en plantas,
actuan limitando el crecimiento ya sea a través de un efecto osmoético provocado por las
sales en el suelo y/o un efecto toxico de las sales acumuladas en la planta. Munns y Tester
(2008) describen la respuesta de las plantas al estrés salino en términos de reduccién en el
crecimiento en dos fases: (i) una respuesta rapida al incremento de la presion osmdética
externa y (ii) otra respuesta mas lenta debida a la acumulaciéon de sodio en las hojas. La
primera fase osmatica es la que comienza inmediatamente después que la concentracion de
sales en la zona enraizable se incrementa hasta determinados umbrales (Munns, 20053,
2005b; Munns y Tester, 2008) y el crecimiento cae significativamente. Es decir, el exceso de
solutos en la solucion del suelo produce una disminucién del potencial osmaético y
consecuentemente del potencial hidrico, generando un efecto similar a la falta de agua en el
suelo; de esta manera las células pierden turgencia, limitando la expansion celular, acotando
el crecimiento y provocando por ultimo el marchitamiento de la planta (Munns y Tester,
2008; Aleman-Guillén, 2009; Talesnik et al., 2009). En cuanto a la segunda etapa, i6n
especifica, comienza cuando las sales se acumulan a concentraciones toxicas en las hojas
viejas (que ya no estan en expansion y por lo tanto no diluyen la sal que llega a ellas como
si lo hacen las hojas jovenes en crecimiento), y se mueren (Munns y Tester, 2008). Si la tasa
a la que lo hacen es mayor que la tasa de produccion de hojas nuevas termina
disminuyendo el area fotosintética lo que determina reducciones en la fotosintesis neta,

reduciendo su crecimiento (Munns, 2005b; Parida y Das, 2005; Munns y Tester, 2008).

Otra respuesta comun de las plantas para contribuir al ajuste osmético, ante
condiciones de estrés es la produccion de solutos compatibles. Este es un término dado a
compuestos muy solubles de bajo peso molecular que se pueden acumular a niveles altos
dentro de las células sin pérdida de funcién celular. Estos son osmoprotectores que
protegen las plantas detoxificando las EROs, protegiendo la estructura de membranas y
estabilizando proteinas (Yancey et al., 1982; Bohnert y Jensen, 1996; Ashraf y Foolad,
2007). Entre los mas conocidos se destaca la prolina, la cual se acumula en altas
concentraciones en respuesta a varios estreses abidticos. La acumulacion de prolina
normalmente se da en el citosol donde favorece fuertemente al ajuste osmaético en plantas

sometidas a estrés hidrico o salino (Leigh et al., 1981; Binzel et al., 1987; Ketchum et al.,
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1991). En muchas especies la concentracion de prolina ha sido correlacionada con la

tolerancia al estrés (Fougere et al., 1991; Madan et al., 1995; Petrusa y Winicov, 1997).

Para el segundo efecto planteado (toxicidad) se ve como un aumento en la tasa de
senescencia de las hojas mas viejas, ya sea por altas concentraciones de Na* en las hojas o
baja tolerancia del Na* acumulado. La concentracién de Na* en la hoja se mide mejor en una
hoja determinada, de una determinada edad si la planta se expone al Na* en torno al
momento de aparicion de esa hoja (Munns y James, 2003). Por otro lado, la senescencia
foliar se puede medir de manera no destructiva a través de un medidor de clorofila (Munns y
Tester, 2008). Otro efecto que surge debido a la acumulacion excesiva de sales en los
tejidos de la planta es el estrés oxidativo, el cual es de tipo bioquimico y se genera ante
cualquier alteracién de las condiciones éptimas de cultivo, incide de forma negativa en la
fisiologia de la planta, provocando una alteracion de la cadena de transporte electrénico
(Halliwell, 1987). Esta alteracion bioquimica se manifiesta como un incremento en la tasa de
produccion de EROs tales como superdxido (O5), peroxido de hidrogeno (H,O,) y radicales
hidroxilos (OH), las cuales son altamente reactivas y pueden causar dafio celular a través
de dano oxidativo al ADN, oxidacion de proteinas y peroxidacion de estructuras lipidicas
(Neill et al., 2002 a,b; Ashraf y Foolad 2007; Ashraf, 2009). Entre los marcadores que
indican el grado de dafio oxidativo que estan sufriendo las plantas, en respuesta a un estrés
se destaca el malondialdehido (MDA) este es un subproducto de la peroxidacion de lipidos
de las membranas biolégicas (Wong et al., 1987). El aumento en su contenido es indicativo
de un incremento del dafo oxidativo (Gossett et al., 1994; Dionisio-Sese y Tobita, 1998;
Sudhakar et al., 2001) y ha sido usado como un criterio eficiente para discriminar entre
cultivares con respecto al grado de tolerancia al estrés salino (Meloni et al., 2003; Liang et
al., 2003; Brankova et al., 2005; Ruiz et al., 2005; Sairam et al., 2005; Luna et al., 2000,
2002; Lanza Castelli et al., 2010, Ashraf et al., 2010).

2.2.3 Marcadores moleculares

La contribucidn de los marcadores moleculares al mejoramiento genético de
especies forrajeras ha tomado mayor relevancia durante los ultimos afnos. La mayoria de los
estudios en especies forrajeras han utilizado fragmentos de restriccion de longitud
polimérfica (RFLP) y amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), y se han
concentrado en perfiles de ADN en lugar del mapa genético basico de desarrollo y de
deteccion gen/QTL. EI desarrollo de marcadores con alta eficiencia tales como

polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y microsatélites (SSR)
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permiten una rapida construccién de mapas y analisis de caracteres especificos (Forster et
al., 2001). Una de las principales ventajas de los SSR es su gran variabilidad y facilidad para
realizar su andlisis y clasificacion, al ser marcadores codominantes (los heterozigotos se
pueden distinguir de los homozigotos), son mas informativos para definir genotipos
individuales (Weising et al., 1991; Forster et al., 2001; Wang et al., 2001). Los SSR son
marcadores particularmente aptos para realizar la evaluacion y comparacion de la variaciéon
genética dentro y entre especies cercanas (Morgante y Olivieri, 1993, Powell et al., 1996;
Studer et al.,, 2006). Una de sus limitaciones es que no hay informacién disponible para
muchas especies y a su vez requiere mucho trabajo para su desarrollo (Ferreira y

Grattapaglia, 1998; Becerra y Paredes, 2000).

En la actualidad se registran escasos estudios de variabilidad genética a nivel
molecular para Thinopyrum ponticum per se (Maciel et al., 2016). La mayor cantidad de
estudios a nivel molecular reportados en la bibliografia estan asociados principalmente al
mejoramiento genético de trigo (Li et al., 2003; Oliver et al., 2006; Li et al., 2008). Como asi
tampoco hay SSR desarrollados para la especie, sin embargo, existen diversos estudios que
demuestran la posibilidad de realizar estudios a nivel molecular con SSR transferidos de
otras poaceas (Cuyeu, 2008; Acufia, 2009; Maciel et al., 2016)

3. La especie bajo estudio: Thinopyrum ponticum (Podp.) Barworth et Dewey.
3.1 Aspectos generales de la especie

El agropiro alargado [Thinopyrum ponticum (Podp.) Barworth et Dewey] es una
forrajera perenne, cespitosa, aldbgama y decaploide (2n=10x=70) perteneciente a la familia
Poaceae (Figura 1.3), con un ciclo de otono-invierno-primaveral (Maddaloni y Bertin, 1990).
Sin embargo, puede ser activa en verano y crece mejor a fines de primavera y verano con
una disponibilidad de agua adecuada (Mazzanti et al., 1992), el crecimiento disminuye en
invierno. Su habito de crecimiento es cespitoso, y produce muchos macollos que forman
grupos densos. La especie también se conoce como: Agropyron elongatum (Host) Beauv.,
Elytrigia elongata (Host) Nevski, E. pontica (Podp.) Holub, Elymus varnensis (Velen.)
Runemark, Lophopyrum elongatum (Host) A. Loéve y Thinopyrum ponticum (Podp.)
(Barkworth y Dewey, 1985; Dewey, 2011)
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Figura 1.3: Thinopyrum ponticum (Podp.) Barworth et Dewey. a) planta al estado vegetativo;
b) ligula y auriculas; c¢) inflorescencia; d) espiguilla; e) antecio (cariopse vestido) cara ventral
mostrando resto de raquilla; f) antecio (cariopse vestido) cara dorsal. (Ferrari y Maddaloni,
2001).

Es nativa de la region del Mediterraneo oriental, desde el sur de Europa hasta Asia
Menor y Crimea, dénde se encuentra en suelos salinos y en playas. Esta clasificada como
planta C3 con caracteristicas de estacion fria, y su eficiencia en el uso del agua en habitats
ligeramente salinos varia segun la estacién (Johnson, 1991; Ferrari y Maddaloni, 2001). En
Argentina fue introducida desde los EEUU en la década de 1940 para su utilizacion como
especie forrajera en la regién semiarida argentina, dada su capacidad para disminuir la
erosion edlica (Covas, 1959). Posteriormente se difundié hacia las zonas subhumeda-

himedas del pais (San Martino y Milicevic, 1995).

Es una graminea forrajera de regiones templadas que se adapta a condiciones
extremas de humedad (desde humedas a semiaridas) y temperaturas (desde templadas a
frias) pudiendo sembrarse en casi todo el territorio argentino (Mazzanti et al., 1992). Falasca
et al. (2017) en un estudio reciente, determinaron las zonas agroclimaticas para el desarrollo

del cultivo de agropiro alargado en Argentina (Figura 1.4).
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Si bien su mayor difusion fue en la region pampeana ocupando los suelos bajos
hidro-halomérficos (Maddaloni y Bertin, 1990) también se encuentra ampliamente distribuida
en la regién semiarida Argentina, lo que demuestra su plasticidad fenotipica (Covas, 1963;
Covas y Ballari, 1969; Mazzanti el at., 1992, Alonso y Borrajo, 1999). Una de las
caracteristicas mas limitantes de la especie es su lento crecimiento inicial, que se acentua

aun mas en estos tipos de suelos.

Dada la importancia de la especie en el pais, diferentes Estaciones Experimentales
Agropecuarias (EEA) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) han
estudiado diferentes aspectos productivos relacionados al manejo de la fertilizacion con
nitrogeno y fosforo (Fernandez Grecco et al., 1996; Piaggio et al., 1998; Borrajo y Alonso,
2000; Marino et al., 2000; Fernandez Grecco y Agnusdei, 2001; Bandera et al., 2011;
Scheneiter et al., 2011; Perea y Duhalde, 2015), al pastoreo y a la produccién de semilla
(Maddaloni y Bertin, 1990; Castafo, 1995; Alonso y Borrajo, 1999), y a la produccion de
forraje y calidad (Bertin, 1993; Alonso et al., 1997; Alonso et al., 1998; Ricci et al., 2009;
Ramirez, 2010, Menghini et al., 2013; Lavandera, 2014; Sevilla et al., 2014; Acufa et al.,
2014).
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Figura 1.4: Zonas agro-climatica para el agropiro alargado, Falasca et al., 2017.

Area no adecuada (temperaturas invernales muy frias)

3.2 Aspectos genéticos de la especie

El agropiro alargado [Thinopyrum ponticum (Podp) Berk. Dewey], pertenece al orden

Poales, familia Poaceae, tribu Triticeae, género Thinopyrum, originario del Sur de Europa y
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Asia Menor (Asay y Jensen, 1996), formado por 10 especies que incluye diploides (2n=14),
tetraploides (2n=28), octaploides (2n=42) y decaploides (2n=70) (Dewey, 1984, Vogel et al.,
1999). El agropiro alargado es alégama, decaploide (2n=10x=70), caracterizado por
presentar altos niveles de tolerancia a factores abidticos, en particular estrés por salinidad
(Shannon, 1998; McGuire y Dvorak, 1981, Bennett et al., 2009), motivo por el cual ha sido
una de las Triticeas perennes mas importantes para el mejoramiento de trigo desde 1930
(Dewey 1984; Knott, 1961; Sebesta y Bellingham, 1963; Cauderon 1966; Knott, 1968;
Sebesta et al, 1972; Cauderon et al., 1973; Martin et al., 1976; Pfannenstiel y Niblett, 1978;
Whelan et al., 1983; Dvorak 1985, Whelan y Hart 1988; Xin et al., 1988; Kim et al., 1993;
The et al.,, 1992; Banks et al., 1993; Mclintosh et al., 1993; Jiang y Gill, 1993; Jiang y Gill,
1994; Mujeeb-Kazi, 1994; Friebe et al., 1994; Sebesta et al., 1995; Sharma et al., 1995;
Friebe et al., 1996, Chen et al., 1998a, 1998b; Dundas y Shepherd, 1998; Xia Guangmin et
al., 2004; Gill et al., 2006; Li y Wang, 2009).

La identificacion de la composicion exacta del genoma para Thinopyrum ponticum
aun esta incompleta (Chen et al., 1998b). Thinopyrum ponticum es un autodecaploide
basado en gran parte en los genomas J o E de Thinopyrum bessarabicum y Thinopyrum
elongatum (Muramatsu 1990; Wang et al, 1991). Sin embargo, Zhang et al. (1996a)
concluyd que el genoma S de Pseudoroegneria strigosa también estaba presente en
Thinopyrum ponticum y que la regidn centromérica era critica para distinguir estos
cromosomas de los cromosomas tipo E o J, también presentes en esta especie. Chen et al.,
(1998a) a través hibridacién in situ (GISH), concluyeron que Thinopyrum ponticum debe
considerarse como un autodecaploide segmentario y propusieron una constitucion genémica
haploide que puede escribirse como JJJJ®J®, donde J se refiere a los cromosomas de tipo J
0 E estrechamente relacionados con los genomas de Thinopyrum bessarabicum y
Thinopyrum elongatum, mientras que J° se refiere a cromosomas de tipo J o E modificados
que se distinguen por la presencia de secuencias especificas del genoma S de

Pseudoroegneria strigosa cerca del centromero.

3.3 Estudios sobre tolerancia a salinidad en la especie

En la actualidad ademas de los criterios agrondmicos aplicados, es necesario
realizar investigaciones en aspectos relacionados a componentes fisioldgicos y moleculares
en respuesta a la salinidad (halomorfismo), que asistan al mejoramiento convencional, no
solo para el desarrollo de nuevos cultivares destinados a ambientes cada vez mas

restrictivos, sino también para el mayor conocimiento de la especie. El comportamiento de la
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especie en condiciones de salinidad fue estudiado ampliamente, en distintas etapas
fenoldgicas. Dewey (1960), estudié una coleccién de 25 accesiones de agropiro alargado a
elevados rangos de salinidad en etapa germinativa y de plantula, obteniendo accesiones
que demostraron elevados indices de tolerancia, donde Thinopyrum ponticum (=Agropyron
elongatun), fue el mas tolerante. Otros estudios demostraron similares resultados, tanto en
invernaculo como a campo (Rauser y Crowle, 1963; Moxley et al., 1978). Posteriormente,
Shannon (1978) en un estudio de la respuesta a la tolerancia a la salinidad en plantulas de
32 lineas durante un periodo de tres meses con valores muy elevados de salinidad (76,5
dS/m CINa), observd sobrevivencia de algunas lineas a esas condiciones. Similares
resultados obtuvieron McGuire y Dvérak (1981) con elevadas tasas salinas (750mM CINa)
observando un 93% de supervivencia a los 26 dias de germinadas. En estudios
comparativos con otras poaceas en la misma etapa, Maas y Hoffman (1977) consideraron al
agropiro alargado junto con la cebada especies tolerantes a salinidad, ya que ambas fueron
capaces de germinar y crecer en conductividades eléctricas (CE) entre 6,9 y 8 dS/m. Priano
y Pilatti (1989) también arribaron a conclusiones similares, observando una reduccién del
50% de germinacion relativa recién a 20dS/m. Desde el punto de vista del rendimiento en
materia seca, Maas y Hoffman (1977) demostraron que el agropiro alargado fue la especie
con mayor umbral de tolerancia, no viendo afectada su produccion relativa de biomasa hasta
una CE de 7,5dS/m, llegando a reducirla a un 50% recién a 19dS/m. Consecutivamente,
varios autores corroboraron dicho comportamiento y la catalogaron como una de las
especies monocotiledoneas mas tolerantes a la salinidad (Roundy, 1987; Weimberg y
Shannon, 1988; Omielan et al., 1991; Shannon, 1997; Vogel y Moore, 1998; Amacher et al.,
2000; Suyama et al., 2007a, 2007b; Ashkan y Jalal, 2013; Jauregui et al., 2017), motivo por
el cual ha sido ampliamente utilizada como fuente de genes en Triticeas para mejorar la
tolerancia a salinidad y sequia en trigo (Dvorak, 1985; Colmer et al., 2005; Colmer et al.,
2006; Munns y Tester, 2008; Ceoloni et al., 2014). Con respecto a las bases fisiologicas, la
alta produccién forrajera de esta especie bajo condiciones salinas ha sido asociada al
mantenimiento de la turgencia y a la capacidad para restringir la acumulacién de iones sodio
y cloruro en hojas (Greenway y Rogers, 1963; Shannon, 1978; Weimberg y Shannon, 1988;
Johnson, 1991; Gorham et al., 1994).

En Argentina varios autores estudiaron el comportamiento de diferentes poblaciones
naturalizadas de agropiro alargado en condiciones de salinidad, tanto en fase germinativa
(Bazzigalupi et al., 2008) como en subsiguientes estadios de crecimiento a través de
diferentes variables de interés agronémico (Borrajo et al., 1997; Borrajo y Reigosa Roger,
2008; Pistorale et al., 2008; Rosso y Andrés, 2009; Acuia et al., 2009; Mansilla et al., 2011)
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4. Mejoramiento genético de la especie

En Argentina el mejoramiento genético y la evaluacion de Agropiro alargado se inicio
aproximadamente a partir de la década del cuarenta. En el INTA Pergamino, se introdujeron
y evaluaron 112 accesiones del género Agropyron, de las cuales s6lo 13 correspondieron a
A. elongatum (Andrés, 2001). Como producto del proceso de introduccién, prueba y
seleccion, en 1953 se cred y difundio el cultivar “El Vizcachero INTA”, obtenido por seleccion
masal a partir de un material proveniente de Estados Unidos (Mazzanti et al., 1992). Si bien
el agropiro alargado, junto a otras especies, constituye una de las principales gramineas
perennes de las pasturas de clima templado humedo, el nUmero de cultivares registrados en
el Registro Nacional de Cultivares de Argentina (RNC) del Instituto Nacional de Semillas
(INASE) es menor respecto al de otras gramineas. Actualmente se encuentran registrados
19 cultivares de agropiro alargado (Tabla 1.2), de los cuales cinco han sido obtenidos por
INTA vy licenciados para su incremento y comercializacién a empresas del sector semillero

nacional (catalogo INTA http://inta.gob.ar/variedades).
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Tabla 1.2: Registro de cultivares de Thinopyrum ponticum. RNC-INASE

Cultivar

EL POLACO INTA

EL VIZCACHERO
INTA
LACAR

GUAPO

HULK

BARPIRO
MATORRAL
RAYO INTA FCA
TOBIANO INTA
ATAHUALPA INTA
PUCARA PV-INTA
RELAMPAGO
ZHALINO
HERCULES
EXTREMO INTA
TORNADO
RANQUEL INTA
LIEBRE

SOFT

Inscripcion
RNC
1981-01-13

1981-01-13

1997-11-28
2000-11-02
2005-04-26
2005-07-20
2006-08-29
2006-10-18
2007-05-14
2008-03-19
2010-06-18
2011-09-13
2011-12-30
2013-02-14
2013-05-21
2014-08-21
2015-09-29
2016-09-13
2018-10-25

Inscripcion
RNCP
0000-00-00

0000-00-00

1997-11-28
2000-11-02
2005-08-18
2005-08-22
0000-00-00
2006-10-18
2007-05-14
2008-03-19
2010-06-18
0000-00-00
0000-00-00
2013-02-14
2013-05-21
0000-00-00
2015-09-29
2016-09-13
0000-00-00

Validez
RNPC
0000-00-00

0000-00-00

2017-11-28
2020-11-02
2025-08-18
2025-08-22
0000-00-00
2026-10-18
2027-05-14
2028-03-19
2030-06-18
0000-00-00
0000-00-00
2033-02-14
2033-05-21
0000-00-00
2035-09-29
2036-09-13
0000-00-00

Fuente: https://gestion.inase.gov.ar/consultaGestion/gestiones

Solicitante

INTERSEM S.A
LOS PRADOS S.A.

GENTOS S.A.

PALAVERSICH Y CIA S.A.C.
ZAMBRUNI JOSE ANTONIO

INTA
INTA
INTA
INTA

KWS ARGENTINA S.A.
KWS ARGENTINA S.A.

GENTOS SA
INTA

JOSE R. PICASSO S.A.

INTA
FAUBA
GENTOS S.A.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis general

En condiciones de halomorfismo el crecimiento de genotipos y familias de medios
hermanos (FMH) de agropiro alargado expresan un componente genético heredable

asociado al ambiente

Objetivo general

Estudiar el comportamiento fenotipico y genético de genotipos y familias de medios
hermanos de agropiro alargado creciendo en condiciones de halomorfismo para seleccionar
individuos y/o familias de medios hermanos e incrementar el conocimiento de dicha especie

en estas condiciones.

Objetivos especificos

- Cuantificar la variabilidad genética en la poblaciéon de agropiro alargado a nivel

molecular y morfoldgico

- Fencdtipificar el crecimiento de los genotipos de agropiro alargado en condiciones de

halomorfismo en hidroponia

- Fencotipificar el crecimiento inicial de FMH de agropiro alargado en condiciones de

halomorfismo en hidroponia

- Estimar parametros genéticos, heredabilidad y plasticidad fenotipica en los genotipos

de agropiro alargado.
- Detectar genotipos y FMH tolerantes y susceptibles al halomorfismo

- Evaluar el comportamiento agrondmico de las FMH tolerantes en condiciones de

campo
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CAPITULO II

VARIABILIDAD GENETICA DE LA POBLACION
EN ESTUDIO DE THINOPYRUM PONTICUM
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INTRODUCCION

La caracterizacion fenotipica y genética del germoplasma a utilizar en cualquier
programa de mejoramiento genético es crucial para detectar la variabilidad genética
presente y aplicar seleccién (Forster et al., 2001; Acquaah, 2012). En términos generales los
objetivos primarios de la mayoria de los programas de mejoramiento de especies forrajeras
han sido el incremento de la produccién de forraje y de semilla, la persistencia productiva y
la calidad; sin embargo, en los ultimos anos la seleccion por tolerancia a factores abidticos

ha tomado mayor importancia debido a los efectos producidos por el cambio climaticos.

1. Variabilidad Genética

El mejoramiento genético de una especie depende de la magnitud y la naturaleza de
la variacion genética existente en el germoplasma disponible (Harlan, 1983). Diversos
estudios demostraron en una gran cantidad de especies vegetales la existencia de
variabilidad genética, la cual puede detectarse tanto a niveles inter-especifico como intra-
especifico (Bradshaw, 1984; Brigss y Walters, 1984; Barret y Khon, 1991; Young et al,
1996; Reed, 2005). Estos niveles de variacién son generalmente afectados por factores
ecologicos y geograficos donde se distribuye la especie (Van Valen, 1965; Soulé, 1973;
Tilman y Downing, 1994), ademas del sistema reproductivo (Wright, 1951), la longevidad de
la planta (Hamrick, 1979), y la magnitud de la variacion detectable a nivel inter o intra-
poblacional puede ser muy diferente dependiendo de la especie conisderada (Schaal y
Smith, 1980; Van Valen, 1965; Snaydon, 1984; Jain, 1975; Loveless y Hamrick, 1984).

El sistema reproductivo de una especie puede tener efecto directo sobre la
diversidad genética presente en una poblacién. En especies autégamas, el flujo génico es
restringido, por lo tanto, la variabilidad génica seria mayor entre poblaciones que dentro de
poblaciones (Snaydon, 1978), mientras que en especies alégamas la variabilidad genética
seria mayor entre individuos de la misma poblacién que entre poblaciones (Andrés, 1987).
Aunque en algunas ocasiones no siempre responde a este patréon (Brown y Jain, 1979), sino
que seria el conjunto, es decir el sistema reproductivo como el flujo génico, la seleccién y
una complejidad de factores ambientales los que finalmente determinan los niveles de

variabilidad genética presente en las poblaciones (Schemeske, 1984).

Dentro de las especies alégamas, entre las cuales se incluyen la mayoria de las
forrajeras de clima templado, se encuentra el agropiro alargado [Thinopyrum ponticum

(Podp.) Barkworth], estas especies presentan un alto grado de variabilidad morfo-genética
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entre poblaciones y dentro de las poblaciones (Tyler et al., 1987; Schultze-Kraft, 1990). En
este nivel los individuos que integran la poblacion tienen genotipos cuyos genes se
encuentran normalmente en estado heterocigota (Hiorth, 1985) y la variabilidad
intrapoblacional se encuentra en relacion directa con el tamafno de la poblacion, y la
heterogeneidad ambiental que ocurre a pequefia escala (Levins, 1968). En el caso de
agropiro alargado interesan desde el punto de vista morfolégico caracteres asociados a la
produccién de materia seca (indice de cosecha de la parte aérea), a la produccion de
semillas y al comportamiento frente a determinados estreses abidticos (exceso de sales,

altas temperaturas, déficit hidrico, anegamiento, entre otros).

En nuestro pais se han realizado diversos estudios de variabilidad genética en la
especie, a nivel morfolégico (Borrajo et al,, 1997; Andrés y Guillén, 2001; Guillén, 2002;
Pistorale et al., 2008; Rosso et al., 2008; Rosso, 2012) en poblaciones provenientes de la
Depresion del Salado; en algunos estudios la diversidad dentro de las poblaciones fue
mayor que entre ellas. Otros estudios analizaron aspectos relacionados con la adaptacion
del germoplasma a ambientes marginales, donde crece la especie (Andrés, 2001; Andrés,
2007; Pistorale et al., 2008; Bazzigalupi y Pistorale, 2009; Bazzigaluppi et al., 2008; Rosso y
Andrés, 2009; Mansilla, 2012), y Ramirez (2010) evalué familias de medios hermanos (FMH)

y detecto variabilidad genética inter-familiar en caracteres de interés agronémico.

2. Marcadores morfolégicos y moleculares

Hasta la década del 60, los marcadores utilizados en estudios de genética y
mejoramiento eran aquellos controlados por genes asociados a caracteres morfologicos, en
general fenotipos de facil identificacion visual; los cuales contribuyeron significativamente al
desarrollo tedrico del analisis de ligamiento y a la construccidn de las primeras versiones de
mapas genéticos (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Sin embargo, pocos caracteres fenotipicos
en los cultivos forrajeros se lograron caracterizar genéticamente y tampoco hubo alguna
vinculacion genética en estudios realizados al respecto (Barker y Warnke, 2001). En la
actualidad, muchos de estos marcadores morfolégicos tales como forma, color, tamafo y
altura, entre algunos de ellos, se convirtieron en importantes descriptores al momento de

realizar inscripciones de cultivares (Picca et al., 2004).

Por otra parte, en los ultimos afos la contribucién de los marcadores moleculares al
mejoramiento genético de especies forrajeras ha tomado mayor relevancia. La mayoria de
los estudios en especies forrajeras han utilizado RFLP y RAPD, y se han concentrado en

perfiles de ADN en lugar del mapa genético basico de desarrollo y de deteccion gen/QTL. El
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desarrollo de marcadores con alta eficiencia tales como AFLP y SSR permiten una rapida

construccion de mapas y andlisis de caracteres especificos (Forster et al, 2001).

Los loci microsatélites o repeticiones de secuencias simples (SSR-Simple Sequence
Repeats-) (Forster et al.,, 2001; Wang et al.,, 2001) estan compuestos por repeticiones en
tandem de dos a seis pares de bases flanqueadas por regiones conservadas no repetitivas,
de copia unica y suelen estar ubicados en regiones no codificantes. Estas secuencias son
abundantes y de amplia distribucién en el genoma de todo tipo de organismo, son altamente
polimérficos por ser de naturaleza multialélica, somaticamente estables y altamente
reproducibles (Weising et al., 1991). Son marcadores codominantes que pueden diferenciar
los genotipos homocigotos que presentaran un unico producto de amplificacién, de los
genotipos heterocigotos que presentaran dos fragmentos distintos (Ferreira y Grattapaglia,
1998). Por estas caracteristicas los SSR son marcadores particularmente aptos para realizar
la evaluacién y comparacion de la variacion genética dentro y entre especies cercanas
(Morgante y Olivieri, 1993, Powell et al., 1996; Studer et al., 2006). Entre sus limitaciones
tenemos que no hay informacion disponible para muchas especies y a su vez requiere

mucho trabajo para su desarrollo (Ferreira y Grattapaglia, 1998; Becerra y Paredes, 2000)

En Thinopyrum ponticum no se dispone de informacién de secuencia de su genoma,
ni de cebadores SSR gendmicos desarrollados de novo; sin embargo, existe informacién de
trabajos moleculares aplicados a la hibridacion y transferencia de genes (Wang et al., 1991;
Friebe et al, 1996; Wang et al., 1996; Chen et al., 1995; Chen et al, 1998a, b) y al
mejoramiento genético (Li et al., 2003; Oliver et al., 2006; Li et al., 2008) de trigo (Dewey,
1984). Otros estudios demuestran la posibilidad de realizar trabajos a nivel molecular con

SSR transferidos de otras poaceas (Cuyeu, 2008; Acuia, 2009).

El presente capitulo propone estudiar la variabilidad genética entre genotipos que

integran la poblacién de agropiro alargado a nivel morfolégico y molecular.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
- Existe variabilidad morfolégica y genética en la poblaciéon estudiada considerando

que Thinopyrum ponticum es una especie alégama y decaploide.

- Existe un componente genético en la variacion fenotipica observada que permite

estimar la heredabilidad en sentido amplio.

- El genoma conservado de especies poaceas permite transferir marcadores

moleculares de SSR a Thinopyrum ponticum

Objetivos

- Estimar la variabilidad genética existente entre los genotipos de la poblacion en

estudio de Thinopyrum ponticum a través de caracteres morfolégicos y moleculares.

- Estimar componentes de varianza fenotipica y heredabilidad en sentido amplio en

los caracteres morfoldgicos asociados a produccion de forraje y semilla.

- Transferir marcadores SSR gendmicos de otras especies poaceas a Thinopyrum

ponticum.

- Evaluar en los genotipos el consenso entre la variabilidad morfolégica y molecular.
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MATERIALES Y METODOS

1. La poblaciéon estudiada

Entre los afos 1999 y 2004 en el INTA Pergamino se realizaron colectas y
caracterizaciones de numerosas poblaciones de agropiro alargado provenientes de la
Depresion del Salado (Foto 2.1), con la finalidad de introducirlas al Programa de
mejoramiento de la especie (Rosso y Andrés, 2009). La poblacion 226, proveniente de la
Depresion del Salado, lugar de colecta cercano a la localidad de Ramos Otero fue evaluada
en el presente estudio y estuvo representada por 35 genotipos. A continuacién, se presentan
los dos estudios realizados para detectar la variabilidad genética de la poblacién a nivel

morfolégico y a nivel molecular.

Foto 2.1: Imagen del sitio de colecta (punto rojo) de la poblacion estudiada (37°40°28.56"S;
58°26'44.95°0).

2. Estudio de la variabilidad genética de la poblacién a nivel morfolégico
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2.1 Siembra y clonacién

En marzo 2012 se realiz6 la siembra de 35 genotipos en vasos de 400cc con sustrato
tierra:arena, los que fueron mantenidos en invernaculo sin calefaccion. Entre el 15 de agosto
y el 30 de octubre 2012 se realizaron numerosas clonaciones en diferentes tamanos de
maceta (Foto 2.2) para obtener la cantidad necesaria de clones (propagulos) por genotipo a
ser utilizados en los diferentes estudios de la presente tesis. Durante 2013 los clones fueron
mantenidos en un invernaculo sin calefaccion, fueron regados y fertilizados con nitrégeno
(100 Kg/ha de urea) hasta lograr el estado de planta adulta, con un crecimiento de al menos

18 meses.

Foto 2.2: Diferentes momentos de la clonacién realizada durante el afno 2012. a) 1er.
clonacion: tres propagulos por maceta de 3,61, b y c) 2da. Clonacion: 15 propagulos en
macetas de 1l. d) mantenimiento de plantas en macetas de 10l para su posterior clonacion y
trasplante a campo.

2.3 Trasplante y disposicion a campo

El 14 de mayo de 2014 los 35 genotipos adultos fueron trasplantados a campo en la
EEA Pergamino (37°40'28.56”S; 58°26'44.95”0) en suelo argiudol tipico (pH=6,7; CE= 1,6
dS/m) serie Pergamino, y dispuestos en un ensayo de planta espaciada a 0,80 m entre

plantas y entre hileras, utilizando un disefio en bloques completos al azar con tres
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repeticiones (Foto 2.3), donde cada repeticion estuvo compuesta por tres clones de cada
genotipo (total: 315 plantas). En la Figura 2.1, se observan los datos meteorologicos

correspondientes al periodo mencionado.

Foto 2.3: Disposicion del ensayo a campo.
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Figura 2.1: Datos meteorolégicos desde mayo 2014 a octubre 2015. PP: precipitaciones
(mm), Temp. Media: temperatura media (°C) y Heliofania Hs Tot: suma de horas totales de
sol.
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2.3 Caracteres evaluados

Entre los meses de mayo 2014 a octubre 2015 se registraron 15 caracteres
vegetativos y reproductivos por planta individual en diferentes momentos fenolégicos (Tabla
2.1).

Tabla 2.1: Caracteres, abreviatura, unidad y fecha de evaluacién por planta de los 35
genotipos.

Caracter Abreviatura, Fecha de Evaluacion
Unidad
Color
(1: verde claro, 2: verde glauco, 3: verde 06-11-14
OSCcuro)
Habito de Crecimiento HC (1-3)
(1: postrado, 2: intermedio, 3: erecto) 06-11-14
Altura 1 Alt-1 (cm) 12-09-14
Altura 2 Alt-2 (cm) 29-09-14
Atura 3 Alt-3 (cm) 06-11-14
Altura 4 Alt-4 (cm) 15-07-15
Numero de macollos Nmac 12-09-14
Diametro de mata DM (cm) 15-07-15
Producciéon de Materia Seca PS1 (g) 12-09-14
Producciéon de Materia Seca PS2 (g) 15-07-15
Emergencia de espigas IE (dias) Dias desde 01/09
Altura a 100% Floracién AltF (m) Altura 08-01-2015
Numero de espigas Nesp Febrero 2015
Largo de espigas Lesp (cm) Febrero 2015
Peso de mil semillas PMIL (g) Febrero 2015
Peso total de semillas PSEM (g) Febrero 2015

Se consideraron caracteres vegetativos a los comprendidos desde el trasplante a
campo (14/05/14) hasta inicio de la elongacién de los macollos reproductivos. Se registraron
segun la siguiente descripcion:
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Color de planta: se registr6 en forma visual el color por planta, utilizando la siguiente

escala: 1= verde claro; 2= glauco; 3= verde oscuro.

1= Verde Claro 3=Verde Oscuro

Habito de crecimiento (HC): definido como el angulo que forma el canopeo de cada planta

y la superficie del suelo, utilizando la siguiente escala: 1=postrado; 2=intermedio; 3=erecto.

1= Postrado 2= intermedio 3=erecto

Altura de planta (Alt): se realizaron cuatro mediciones, las tres primeras duratne el afo
2014 y la ultima en 2015. La Altura 1 se registré previo al primer corte de biomasa aérea;
Altura 2 se registré a los 17 dias posteriores del corte y se la consideré como “altura de
rebrote”, Altura 3 a los 38 dias luego del corte y Altura 4 fue previa al segundo corte. Las
mediciones se realizaron en cm, con una regla graduada apoyada en el centro de cada
planta hasta el extremo superior. Numero de macollos vegetativos (Nmac): se realizo el
conteo directo del numero de macollos producido por cada planta. Diametro de mata (DM):
se realiz6 la medicién del didmetro maximo sobre cada planta individual con una regla

graduada, para ello se midié la distancia comprendida entre los extremos de las hojas mas
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largas de dos macollos opuestos. Peso de la materia seca acumulada otono/invierno
2014 (PS1): el 12/09/14 se realizd la cosecha de la biomasa aérea acumulada de
otofio/invierno. El corte se efectud con hoz a una altura de corte de 6 cm (altura de pufio)
desde el nivel del suelo. Cada planta fue identificada y conservada en bolsas de papel tipo
kraft, se seco en estufa de aire forzado (60°C) por un periodo de 48 hs, hasta lograr peso
seco constante. Posterior al mismo se pesé en balanza Radwag WT200 (Max 200g,
d=0,001g). Peso de la materia seca acumulada otonol/invierno 2015 (PS2): el 15/07/15
se realizd la segunda cosecha de biomasa acumulada de otofio-principio de invierno y el

procedimiento aplicado fue igual al anterior.

Los caracteres reproductivos fueron los comprendidos desde el momento del
pasaje de estado vegetativo al reproductivo (inicio de elongacion) hasta la cosecha de

semillas. Se registraron de acuerdo a la siguiente descripcion:

Emergencia de espigas (IE): se registré el numero de dias transcurridos desde el
01/09/2014 hasta la emergencia de la primera espiga por planta y se consideré indicativo de
la fecha de floracion. Altura de planta al 100% de floracién (AltF): cuando se alcanzo el
100% de floracion de todas las plantas (09/01/15), se registré6 en cm utilizando una regla
graduada apoyada en el centro de cada mata hasta el extremo superior. Nomero de
macollos reproductivos (Nesp): se realizé la cosecha de espigas mediante hoz. Cada
planta fue puesta en bolsas de papel tipo kraft, trasladadas al gabinete y puestas a secar a
temperatura ambiente. Cuando todas las plantas lograron una humedad inferior al 14% y
previo a la trilla individual, se realizé el conteo directo del nimero de macollos reproductivos
(numero de espigas) por planta. Largo de espiga (Lesp): previo a la trilla individual, de
cada planta se tomaron al azar tres espigas y mediante una regla graduada, se midio el
largo desde la primera espiguilla hasta el extremo de la espiga en cm. Peso de mil semillas
(PMIL): del total de semillas producido por planta se tomaron al azar tres muestras de 100
semillas puras, las que fueron pesadas en balanza de precision Chyo Modelo MJ-300
(Max=300g, d=0,001g). Se calculo el promedio de los 3 pesos de 100 semillas y el valor fue
multiplicado por 10, a partir de alli se obtuvo el peso de 1000 semillas de cada planta en
gramos. Peso total de semillas (PSEM): se realizé la trilla con una trilladora de cilindro
dentado marca Allan Machine C.O. Modelo SVSRGI y cada planta trillada fue sometida a
limpieza manual a través de las siguientes zarandas: 6/64” x 3/4", 5,5/64” x 3/4" y 1/14”x1/2”,

quitando asi el material inerte (glumas, restos de raquis, etc) y las semillas vanas (vacias).
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Las semillas obtenidas de cada planta fueron pesadas en balanza de precision Chyo Modelo
MJ-300 (Max=300g, d=0,001g).

2.4 Analisis de la informacion

Los datos obtenidos fueron analizados a través de modelos lineales mixtos utilizando
Infostat® en interfaz con R; este método permite comparar el comportamiento promedio de
los genotipos para los diferentes caracteres, y se basa en la estimacién de los componentes
de varianza, por medio del estimador de maxima verosimilitud restringida (RELM) (Di Renzo
et al., 2012).

Para las variables cualitativas, se realizé6 un analisis descriptivo de frecuencias.
Mientras que, para las variables cuantitativas, en primera instancia se realizaron los
diagnosticos pertinentes para corroborar la distribucion normal de los residuos y
homogeneidad de varianza residual, dado que los modelos mixtos se basan en el supuesto
de que los efectos aleatorios y los errores son independientes y se distribuyen normalmente
(Balzarini et. al., 2015). En el caso que alguno de estos supuestos no se cumpli6, se
procedié a corregir la falta de los mismos a través de la modelacién de los datos, en el
marco teorico de los modelos lineales mixtos, eligiendo para cada variable el modelo que
menor valor de AIC y BIC presentdé. Este procedimiento se aclaré en los caracteres que fue

necesario realizar la modelacion de los datos.

Una vez corroborados los supuestos se procedié a realizar el analisis de variancia, la
estimacion de sus componentes, la comparacion de medias y por ultimo se realizaron los

analisis multivariados necesarios. A continuacion, se detalla cada uno de los analisis.

2.41 Analisis de variancia entre genotipos

Con el fin de analizar la significancia de las variancias de los diferentes caracteres

entre los genotipos se realizaron analisis inter-genotipos para cada caracter.
Se utilizé un modelo de bloques completos aleatorizado:
Yi= Wt i+ B+ g
Y es la variable dependiente (el caracter en estudio),
M es la media general,

T; representa el componente de variancia debido a poblaciones,
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B;es el componente de variancia debido a bloques y
gj es el componente de variancia debida al error experimental.

Luego de realizar este analisis con el objetivo de detectar cuales genotipos difirieron
significativamente en la media de los caracteres evaluados, se realizé la prueba t para la

diferencia minima significativa (LSD, “least significance difference”).

2.4.2 Estimaciéon de componentes de variancia

Los componentes de variancia para cada variable se estimaron a partir de los
modelos lineales mixtos del paquete estadistico Infostat® en interfaz con R (Di Renzo et. al,
2012). Los genotipos y las repeticiones se consideraron como efectos aleatorios, de este

modo se obtuvieron los parametros de los efectos aleatorios: desvios y correlaciones.

0%, = Variancia genética
0% = (3e)*
0% = Variancia ambiental
0% = 0%+ 0%
0% = Variancia fenotipica
2.4.3 Estimacion del grado de determinaciéon genética (GDG)

La heredabilidad en sentido amplio o grado de determinacién genética expresa la
variabilidad genética potencial (Falconer, 1989). Una vez obtenidos las estimaciones de los
componentes de variancia a partir del analisis de variancia, se estimé el GDG (Burton, 1952;
Burton y De Vane, 1953; Shing et al, 1993):

GDG = ¢%,/ 0%

También se calcularon los coeficientes de variacion genética (CV,) y fenotipica (CVs)

(Burton y De Vane, 1953; Singh y Chaudhary, 1979) de la siguiente manera:

CV, = (04 p)*100

CVgE= (Of/ |J)*100
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En forma conjunta el coeficiente de variacibn genética y la estimaciéon de la
heredabilidad de un caracter es indicativo del potencial para efectuar seleccién en la

poblacion analizada (Burton y De Vane, 1953).

2.4.4 Estimacion de la correlacion fenotipica

La asociacion entre dos caracteres puede explicarse tanto por efectos genéticos
como por efectos ambientales o por ambos, las causas ambientales de la asociacion de los
valores fenotipicos pueden acentuar o atenuar los causales genéticos de la correlacion
(Mariotti, 1986). La asociacion entre dos caracteres que pueden ser directamente
observados se determina a través de la medicion de ambos caracteres en un numero de
individuos de la poblacion, esto se realiza para conocer el grado de asociacion entre los
mismos para ser utilizados en futuros procesos de seleccion. En el presente estudio se
realizdé la correlacion fenotipica a través del paquete estadistico Infostat® mediante el
coeficiente de correlacién de Pearson, el cual mide la magnitud de la asociacién lineal entre
dos variables que no depende de las unidades de medida de las variables originales y
asume valores en el intervalo [-1;1] y el signo indica la direccién de la asociacion. Solo se
discutiran aquellas correlaciones fenotipicas significativas (p<0,05) consideradas de mayor

importancia desde el punto de vista de un programa de mejoramiento.

2.4.5 Analisis Multivariado

Los datos obtenidos fueron sometidos a andlisis multivariado con el objeto de
detectar diferencias y/o similitudes entre los genotipos (Crisci y Lopez Armengol, 1983). Los
analisis aplicados fueron: Analisis de Componentes Principales y Analisis de

Conglomerados Jerarquizado (Cluster), a través del paquete estadistico Infostat®.

El Analisis de Componentes Principales (ACP) se basa en la transformacion de un conjunto
de variables cuantitativas originales en otro conjunto de variables independientes no
correlacionadas, llamadas componentes principales. El objetivo de este analisis es poder
condensar la informacion obtenida, en unas pocas componentes principales que expliquen

la mayor variabilidad posible.

Por su lado el Analisis de Conglomerados Jerarquizado o Cluster es una técnica de
agrupamiento que se basa en las similitudes o distancias entre las observaciones o
variables para ello se utiliz6 como medida de distancia la distancia euclidea. Los resultados

del agrupamiento se pueden observar a través de un dendrograma y el método empleado
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UPGMA “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” o “Método de agrupamiento

de pares con la media aritmética no ponderada”.

3. Estudio de la variabilidad genética de la poblacién a nivel molecular

La caracterizacion de la variabilidad genética a nivel molecular, se realizé en los 35
genotipos, dada la ausencia de microsatélites (SSR) propios de la especie se utilizaron de
otras especies poaceas: Lolium perenne, Triticum aestivum, Schedonorus arundinaceus.

Bromus catharticus.

3.1. Puesta a punto de la extraccion y amplificacion de ADN

Se realizé la puesta a punto de la extraccion de ADN en agropiro alargado en tejido
verde fresco extraido de rebrotes jévenes y en activo crecimiento. El muestreo de tejido de
cada genotipo se realizé a campo y fue conservado en microtubos de 2 ml, los que se
colocaron en nitrégeno liquido dentro de una conservadora y trasladados a laboratorio para

su procesamiento inmediato (Foto 2.4).

Foto 2.4: a) y b) Toma de muestra de brotes en activo crecimiento, c) y d) corte y
acondicionamiento en microtubos de 2ml.
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En primera instancia se aplicaron los protocolos de extracciéon de Puecher et al.,
(2001) y Kleinhofs et al., (1993) sin obtener buenos resultados. Finalmente se aplico el
protocolo de Shagai-Maroof modificado Pérez de la Torre et al., (2008) con algunas

modificaciones para agropiro alargado, que se mencionan a continuacion:

3.1.1. Extraccion de ADN
A-Liberacion del ADN total de la estructura celular

1. Colocar una hoja fresca (100mg de tejido verde) en microtubos de 2ml y estos
dentro de nitrégeno liquido (N,), dejarlos unos minutos para que se congelen. Moler
las muestras sin que se descongelen, con un vastago de punta conica (ser
cuidadosos). Como alternativa para mas material se puede utilizar mortero (Foto
2.5), se agrega la muestra + N, liquido se muele, luego se agrega el buffer en dos

veces.

2. Se prepara la cantidad de buffer suficiente para todas las muestras y se agrega al

buffer caliente (65°C) el BME 140mM (este no se autoclava).

3. Se agrega 1000pl de buffer de extraccién (sin CTAB y a 65°C) en dos veces dentro
del mortero (como se explico en paso 1). Se colecta la pasta que se forma

colocandolo en cada tubo de 2 ml (Foto 2.5).
4. Incubar en bano térmico las muestras a 65°C durante 10 minutos.

5. Agregar el CTAB (10% de stock) a concentracion final del 1% (para volumen final de
buffer es 100ul de CTAB)

6. Incubar a 65°C durante 45 minutos con 3 inversiones cada 15 minutos.
B-Lavado con Cloroformo: Alcohol Isoamilico para remover el CTAB

7. Agregar 1 Volumen de 24:1 (v/v) mezcla de cloroformo alcohol isoamilico,
separacion de fases. Mezclar suavemente mediante inversiones durante 10 minutos
entre gradillas. LIBERAR VAPORES

8. Centrifugar durante 30 minutos a 12000 rpm a 2°C.
9. Trasvasar la fase acuosa superior a un tubo de 2 ml. (PRIMER RECAMBIO)

10. Agregar 1 V de la 24:1 (v/v) mezcla de cloroformo alcohol isoamilico, separacion de
fases. Mezclar suavemente mediante inversiones durante 10 minutos entre gradillas.
LIBERAR VAPORES
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11. Centrifugar durante 30 minutos a 12000 rpm a 2°C.
12. Trasvasar la fase acuosa superior en un tubo de 1,5ml. (SEGUNDO RECAMBIO)
C-Precipitaciéon

13. Precipitar el ADN con 600ul de isopropanol frio. Mezclar suavemente mediante

inversiones entre gradillas (se puede mantener over night).
14. Centrifugar 20 minutos a 12000 rpm a 2°C
15. Descartar sobrenadante
D-Lavado del Pellet
16. Agregar 500yl de etanol 70%, a temperatura ambiente, mover por las paredes.
17. Centrifugar a 10 minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente.
18. Descartar el sobrenadante y realizar el segundo lavado con etanol al 70%.

19. Centrifugar a 10 minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente y descartar el

sobrenadante.

20. Dejar secar el pellet hasta evaporacion total del etanol (tubos abiertos a temperatura

ambiente over nigth)

RESUSPENSION

21. Resuspender el ADN TE 1X 100 pl hasta disolver. NO UTILIZAR VORTEX PARA
MEZCLAR.

22. CUANTIFICAR LUEGO DE 24-48hs desde la resuspencion.

Buffer de extraccion

Stock [Final] 1X (900ul)
1 M Tris (pH 8) 100 mM 90 ul
5MCINa ' 700 mM 126 ul
0,5M EDTA ? (pH=8) 50 mM 90 ul

14 M B-mercaptoetanol 140 mM (1% vliv) 9 ul**
Agua deionizada 495ul
CTAB® (10%) 1% (vIv) 90ul

" las sales aumentan el poder iénico de la solucion y ocasionan la precipitacion del ADN en
presencia de alcohol

2 Agente quelante de iones metalicos como Ca™ y Mg*™*. Inibhe la accion de nucleasas al no
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haber cofactores libres para su actividad.

* cetil methylammonium bromide.

Buffer TE
Stock [Final]
1 M Tris (pH=8) 10 mM

0,5 M EDTA (pH=8) 1mM

Foto 2.5: Extraccién de ADN: a) molienda, b) extracto, c) y d) pellet de ADN.

3.1.2. Cuantificacion y Dilucién de ADN

Se cuantificd el ADN extraido, en forma visual sembrando 2ul de ADN y 8ul de BPB
(Azul de bromofenol) en geles de agarosa 0,8 % con bromuro de etidio (0,1ug/ul). Se
compararon con muestras de ADN de concentracion conocida y se visualizaron mediante
transiluminador de luz ultravioleta. Una vez cuantificadas las muestras del ADN extraido se
procedi6 a realizar las diluciones de trabajo con TE 1/10 (1:Tris 10:EDTA) , llegandose a una

concentracion final de 10 ng/ul.
3.1.3. Amplificaciéon del ADN

Se realizé la puesta a punto de las técnicas de SSR, mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). A los fines de ajustar la técnica se tomaron al azar cinco genotipos, y un
testigo correspondiente a la especie a la cual pertenecia el SSR que se utilizéd. Los 33 SSR
que se probaron se detallan en la Tabla 2.2, todos fueron SSR publicos pertenecientes a las

siguientes especies: 15 SSR de Lolium perenne L. (Jones et al., 2001), 11 SSR de
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Schedonorus arundinaceus (Saha et al., 2004, 2006), 5 SSR de Triticum aestivum (Roéder et
al., 1998; Song et al., 2002; https://wheat.pw.usda.gov/GG3/) y 2 de Bromus catharticus.
(Ramakrishnan et al., 2004).

Tabla 2.2: Descripcién de primers tentativos utilizados para la determinacion de variabilidad
genética a nivel molecular.

Numero | Identificaciéon ‘ Primer | Secuencia
RAIGRAS (Lolium perenne)
1 LPHO1A02 F AAAGACCGCATACGAAGT
R AACCAAAGCCTCAAGACA
> LPHO1AQ7 F TGGAGGGCTCGTGGAGAAGT
R CGGTTCCCACGCCTTGC
3 LPHO1A10 F GAGGCACCGGCCATGGAG
R AGGACGAGCCACTCACTTG
4 LPHO1D09 F CAAGTGCCACCATAGATACAA
R CGTGAAGATCACTATAAACACGA
5 LPHO1E10 F CGCAGCTTAATTTAGTC
R GCTTTGAGTATGTAAAGTT
6 LPHO1F02 F TCGTTGGGTCCTTCTGGAT
R TCGGGTGATGATGTTGACTT
7 LPHO1HO6 F ATTGACTGGCTTCCGTGTT
R CGCGATTGCAGATTCTTG
8 LPHO2C11 F TGGAATAACGATGAAAAG
R CATCACGAATTAACAAGAG
9 LPKO1A1 F CGGCCACCCTTGATAGAG
R TCGTCAAGGATCCGGAGA
10 LPKO1A03 F GGACGAACTGCCGAGACA
R CGGGCATGGTGAGAAGGA
11 LPSSRHO3F03 F CAGGGGTTACAAGGATGG
R ACCGTCCCATAGGTTTGT
12 LPSSRKO2E0?2 F CGCGTCAGTTCTTCACCACC
R ATGCAGCAGGGCTCAAAGTC
13 LPSSRKO2E08 F TCTGAAAGCCCGAGTGAGCG
R CGACTGTGGCAGGGATGACG
14 LPSSRK03B03 F GGGAATCTGGCAGAAGTATCACGT
R GAAGATCTGGCCAAGTCTAATCCG
15 LPSSRK10HO5 F AAGGAGACCTGGCAGCTTGGTGCT
R CGACAAAGGTTCACAATGGAGGAG
FESTUCA (Schedonorus arundinaceus)
16 NEFa002 F ACCAAGTCGTCCAAGTCAGC
R GCTCCAGCTTCTCCATCATC
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F AGCAAGGCCAGCAAAAATTA
17 NFFa015
R GCGTCCACTAACAACACCAA
18 NFFa019 F GCTCGTGTATGGCCTTCAAT
R TGGATTTGCAATTAGCCTCA
19 NFFa023 F TACAACTAGGGGGCTGGTCA
R AGTCGGTGGTGAAGCTGAAG
20 NFFa024 F AGCTTCCCCTTCATTCCACT
R TGCCCACGAGGTCTATCTTC
21 NFFa031 F GCTGTAGACTCAGCCGAACC
R ACGGTCTGTACCGTGGATGT
22 NFFa034 F CTCCTTTCCATCACCTCTGG
R GCTGGGTGTAGGGCTGTAAA
23 NFFa036 F CCCTGGTACTCGTGGATGTT
R AGAGGAAGAGCGAAAGAGCA
24 NFFa058 F CAAAACCAGGTGGCAGATTT
R CATCTACCGTCGCTTCACC
25 NFFa061 F GCTCGTGTATGGCCTTCAAT
R TGGATTTGCAATTAGCCTCA
26 NFFa066 F CAACCTCCTCCACCATCTTG
R CTCCCCGTCCTTCCATCT
TRIGO (Triticum aestivum)
27 WMC043 F TAGCTCAACCACCACCCTACTG
R ACTTCAACATCCAAACTGACCG
28 WMS135 F TGTCAACATCGTTTTGAAAAGG
R ACACTGTCAACCTGGCAATG
F GGTTGCTGTACAAGTGTTCACG
29 xgwm319
R CGGGTGCTGTGTGTAATGAC
30 WMS637 F AAAGAGGTCTGCCGCTAACA
R TATACGGTTTTGTGAGGGGG
31 WMS674 F TCGAGCGATTTTTCCTGC
R TGACCGAGTTGACCAAAACA
CEBADILLA (Bromus catharticus)
32 Bt05 F GGGAAAGCAAGCCGTTTCCGCGTTG
R CGGTGGACGACGGGAAAGCGGAGCA
33 Bt33 F CTGCTATATCATGAGGCCATTGGGA
R AGTTTGTACAGCAGCCTGAGGCATG

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen de 20 ul, usando
3ul de ADN gendmico (20 ng/ul), 2 ul de buffer de PCR 10x, 1,5 ul de Cl,Mg (50mM), 0,5 ul
de cada uno de los dos primers SSR (5 uM), 0,3 ul de los cuatro dNTP (10mM), 0,4 ulde la
enzima Taq ADN polimerasa (invitrogen) y 10,9 ul de agua (calidad HPLC) para completar el

volumen.
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Mix PCR

Concentracion final

Primer (F+R) 10uM
TAQ pol (Invitrogen™) 0,75 U/ul
ADN 20 ng/pl
Buffer 10X
Cl.Mg 1,5mM
dNTP 2mM

H,0 ultrapura

Se utilizé un programa estandar para la prueba de los SSR, en termociclador MJ
Research PTC-100, utilizandose el programa fouch-down, que denominaremos Ciclo Touch

Down

e Temperatura inicial de desnaturalizacion de 94°C, durante 5 minutos
e Ciclos: (15)
+ Desnaturalizacion 94°C, 30 segundos

+ Temperaturas de hibridacibn con un gradiente de
temperatura comenzando a 65°C vy finalizando a 50°C

después de los 15 ciclos (-1°C/ciclo)

Extension 72°C, 30 segundos cada ciclo
e Ciclos: (35)

Desnaturalizacién 94°C, 30 segundos

Temperaturas de hibridacion de 55°C durante 30

segundos cada ciclo
Extension 72°C, 30 segundos cada ciclo
e Extension: 72°C, 10 minutos

e Final 4°C
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Los SSR que no amplificaron con la temperatura de hibridacién o annealing de este
programa, se procedieron a amplificar con la temperatura obtenida a partir del siguiente

célculo (Rybicki, 2005. http://www.mcb.uct.ac.za/manual/MolBiolManual ):

Tm: 4(G+C) +2(A+T)

Donde:

Tm: temperatura de fusién o melting (temperatura of melting)
G: cantidad de bases de Guanina

C: cantidad de bases de Citosina

A: cantidad de bases de Adenina

T: cantidad de bases de Timina

Para aquellos SSR que no amplificaron con ésta Tm, se siguid ajustando estimando
la Tm para cada primer dentro de cada SSR y al menor valor de los dos se le redujo 5°C
(Innis y Gelfand, 1990). Este ajuste de temperatura se realiz6 en un Veriti™ 96-Well Thermal

Cycler, ajustando de este modo la Tm.

Para la puesta a punto de las amplificaciones también se probdé con cada
temperatura estimada diferentes concentraciones de los componentes de la Mix PCR.
Variando la concentracién del Cl,Mg desde 1,5 mM hasta 2 mM, la concentracion de primers
desde 0,5uM hasta 1,5uM y la concentracion de TAQ desde 0,5U a 0,9U. Ajustandose asi
las concentraciones de trabajo, las reacciones de amplificacion finales se realizaron en un
volumen final de 20 pul en placas de 96 wells para PCR en las concentraciones que se

mencionadas.

Asimismo, cuando los patrones de banda no eran claros, se hicieron pruebas
ajustando otros ciclos de amplificacién aplicado en festuca segun Cuyeu, 2008 que

donominaremos Ciclo Festuca:
¢ Temperatura inicial de desnaturalizacién de 94°C, durante 5 minutos
< Desnaturalizacion 94°C, 1 minuto
o Ciclos: (40)
+ Desnaturalizacion inicial 94°C, 30 segundos

+ Temperaturas de hibridacién 60°C, 1 minuto
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<+ Extension 72°C, 2 minutos
e Extension final: 72°C, 5 minutos

e Final 4°C

Para los primers correspondiente a trigo se utilizé el ciclo festuca pero con 35 ciclos

(mas corto) en vez de 40 ciclos, denominado Ciclo Trigo.

3.1.4. Preparado de vidrios, corrida, tincion y revelado

La separacién de los productos de amplificaciéon se realizd en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida 6% (19:1 acrilamida: bis-acrilamida) de 0,4 mm de
espesor, mediante electroforesis vertical en cubas de secuenciacion (Sequi-Gen® GT
Nucleic Acid Electrophoresis Cell, BioRad). Los geles y armado de la cuba se realizaron
segun especificaciones de BioRAD. En cada gel se sembré 3 ul de los productos de

amplificacién y 25 individuos por poblacién por SSR para realizar el andlisis de la misma.

La corrida electroforética se realizé a 55 Watts, el tiempo de duracion de la corrida se
adecud al peso molecular (PM) estimado del SSR obtenido de Jones et al., 2001. En cada
corrida se utilizaron como marcadores de peso molecular DNA Step Ladder DNA
(Invitrogen™ 25 pb) para estimar el peso molecular de los alelos presente en los SSR
utilizados para los diferentes individuos. Una vez finalizada la corrida se realizé el revelado
de las bandas mediante la tincidon con plata siguiendo el Protocolo de Tincion con Nitrato de
Plata para Secuenciacion de Promega Corp. Efectuado el revelado se procedié a evaluar
manualmente los tamafios de pares de base de los alelos presentes, utilizando un
transiluminador de luz blanca considerando los diferentes tamanos de bandas amplificados

como diferentes alelos.

3.2. Analisis estadistico de los resultados

Se realiz6 el analisis estadistico de los datos con el fin de cuantificar la variabilidad
genética, mediante la existencia de polimorfismos. El programa estadistico utilizado fue
InfoGen version 2016 (Balzarini y Di Renzo, 2016). En primera instancia se realizé la

estadistica descriptiva para los marcadores utilizados.
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3.2.1. Matriz Basica de Datos (MBD)

Se consideraron los 35 genotipos de la poblacién en estudio. A partir de los alelos
identificados de los 15 SSR utilizados, se construyé una Matriz Basica de Datos (MBD)
computando la frecuencia relativa de presencia/ausencia de banda o alelo por SSR,

mediante 1y 0 respectivamente.

3.2.2. Matriz de distancia genética

El grado de asociacion o relacidon genética entre los genotipos se establecid
mediante la distancia genética de Prevosti (Prevosti, 1974, citado por Wrigth, 1978) también

conocida como distancia genética de Gregorious (Gregorious, 1974, 1984):

di= 123 | (xiw - %)’ |

p k=1 1=1

Donde d; es la medida de distancia geneética entre unidades / y j, basadas en las
frecuencias alélicas (relativas) correspondientes a p loci cada uno de ellos con q alelos. k=1,
2,...... pyl=1,2,.....q. Esta distancia se eligié por simplicidad, por ser una distancia euclidea
lo que garantiza su representacion en un espacio cartesiano y por poseer resultados
altamente satisfactorios para ser aplicada en marcadores multialélicos (demostrados en
estudios de simulacion Carbonell et al, 2002, 2003). Los datos fueron analizados mediante

el programa NTSYS (Numerical Taxonomic System, ver. 2.11) (Rohlf, 2002).

3.2.3. Analisis Multivariados

A través de analisis multivariado como el método de ordenamiento y el método de
clasificacion, se tratdé de establecer la existencia de patrones de estructuracion de los
genotipos, como asi también el método para consensuar los datos moleculares con los
datos agronomicos. De esta forma el conjunto de resultados obtenidos a través del analisis
multivariado permitié tipificar los genotipos y establecer relaciones entre ellos. Los analisis

se realizaron a través de InfoGen/P v.2016 (Balzarini y Di Renzo, 2016).
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3.2.3.1. Andlisis de Ordenamientos. Andlisis de Coordenadas Principales

El objetivo de este analisis es poder concentrar la informacion obtenida, en unas
pocas coordenadas principales que expliquen la mayor variabilidad posible. El Analisis de
Coordenadas Principales (Gower, 1966) es un método adecuado para variables cualitativas
y se realiz6 a partir de la matriz de distancia genética entre poblaciones transformandola
mediante multiplicacion (-1) y sumando (1), obteniendo asi la matriz de similiaridad, y con
esta se realizd el consiguiente andlisis. Los analisis se realizaron con NTSYS (Numerical
Taxonomic System, ver. 2.11) (Rohlf, 2002).

3.2.3.2. Andlisis de Agrupamiento. Analisis de Cluster

Para ordenar, clasificar y agrupar las poblaciones segun su caracterizacién
molecular, se partié de la matriz de distancia genética donde dij midié el grado de asociacion
entre poblaciones. Fueron reveladas mediante el método jerarquizado de promedios
aritméticos no ponderados entre grupos por pares (“Unweighted Pair Group Arithmetic
Average”) (Sneath y Sokal, 1973). El algoritmo utiliza como regla de jerarquizacion la
minimizacion de la distancia génica entre grupos, definida como el promedio aritmético no

ponderado entre un grupo i de m individuos y otro grupo j de n individuos:
m n
dii=1 XX d(ih, ji)
h=1 I=1

donde el ™y el I individuo pertenecen al /™ y /™ grupo respectivamente.

3.2.3.3. Coeficiente de Correlacion Cofenética

Para medir la distorsiébn ocasionada en el manejo de los datos durante la
construccion de los dendrogramas se utilizé el Coeficiente de Correlacion Cofenética (CCC)

propuesto por Sokal y Rohlf (1981).

4. Andlisis conjunto de la Caracterizacion Agronémica y la Caracterizacién Molecular
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El objetivo de realizar el analisis conjunto de los caracteres morfologicos vy
moleculares fue determinar las posibles relaciones existentes entre ambos en aquellas
poblaciones que se analizaron con ambas caracterizaciones. Para ello se realiz6 el analisis

de procrustes generalizado.

El Analisis de Procrustes Generalizados (Gower, 1975) permitié utilizar para cada
tipo de variable una medida de distancia y un método de ordenacién particular, obteniendo
tantas configuraciones de individuos como fueran necesarias, para luego promediarlas en
una unica configuracion denominada configuracién de consenso (Bramardi, 2000). De esta
forma se obtuvo un dato consenso entre los datos moleculares y los agronémicos para cada
genotipo, como también su dispersién desde el punto consenso. Los datos fueron

analizados a través de InfoGen/P v.2016 (Balzarini y Di Renzo, 2016).
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RESULTADOS

1. Estudio de la variabilidad genética de la poblacién a nivel morfolégico

A continuacion, se presentan los resultados del estudio a nivel morfolégico en los
caracteres vegetativos y reproductivos. En los caracteres cualitativos como color y habito de
crecimiento se analizaron las distribuciones de frecuencias relativas de las distintas clases
dentro de la poblacién evaluada. En la Tabla 2.3 se presenta la estadistica descriptiva
promedio de los 35 genotipos para todas las variables. Mientras que en la Tabla 2.4 se
presenta la estadistica descriptiva promedio de los 35 genotipos de agropiro alargado para
los caracteres vegetativos. En término generales existieron diferencias significativas

(p=<0,001) para todas las variables analizadas.

1.1. Caracteres evaluados

e Color de planta y Habito de crecimiento

El color (figura 2.2) mostré mayor porcentaje de plantas color glauco (42%), seguido
de un color verde claro (30%) y color verde oscuro (28%). El habito (figura 2.3) mostro
mayor frecuencia de plantas (37%) postrada, seguido por erectas (33%) y el menor

porcentaje fue intermedio (28%).

0,45,

0,33/

0,224

Frecuencia Relativa

D.11i_

0,00

1. Verde Claro 2. Glauco 3. Verde Oscuro

Figura 2.2: Histograma de las distintas clases para el caracter color (1=verde claro; 2=
glauco; 3=verde oscuro).
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0,41

0.31

020

Frecuencia Relativa

0,10

0,00

1. Postrado

2. Intermedio

3. Erecto

Figura 2.3: Histograma de las distintas clases para el caracter habito de crecimiento (1=

postrado; 2= intermedio; 3= erecto).

Tabla 2.3: Comportamiento promedio de los 35 genotipos para todos los caracteres. Media,
desvio estandar (D.E.), coeficiente de variacion (CV), Minimo (Min), Maximo (Max). Altura
(Alt), numero de macollos (Nmac), diametro de mata (DM), peso de materia seca (PMS),
emergencia de espiga (IE), altura a floracién (AltF), numero de espiga (Nesp), largo de
espiga (Lesp), peso de mil semillas (PMIL), peso total de semillas (PSEM).

Variable
Alt 1 (cm)
Alt 2 (cm)
Alt 3 (cm)
Alt 4 (cm)

Nmac

DM (cm)
PMS1 (g)
PMS2 (g)

IE (dias)

AltF (m)

Nesp

Lesp (cm)
P1000 (g)
PSEM (g)

Media

255
20,3
54,9
38,0
53,2
67,0
55
214
100
1,41

53,66
28,61

6,20

12,68

D.E.
55
5,2
14,5
8,3

28,3
12,9
3,0
11,8

6,21

0,18

26,94

5,10
1,04

7,84

Cv
21,6
255
26,4
21,7
53,2
19,3
54,1
55,3
6,21
12,76
50,20
17,82
16,75
61,84

Min
10,0
5,5
11,0
16,0
6,0
24,0
0,2
2,0
76
0,89
1,00

15,90

3,40
0,06

Max
39,0
33,5
84,0
72,0
136,0
105,0
21,2
61,0
111
1,89
134,00
43,27
9,64
39,22
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Tabla 2.4. Medias aritméticas de los caracteres vegetativos para cada genotipo *
estandar (x E.E). Altura (Alt), nimero de macollos (Nmac), diametro de mata (DM), peso de
materia seca (PMS).Comparaciéon de medias a través del test LSD de Fisher (p<0,05).

Genotipo

© 0O N O g A W DN =

W W W W W W N N N D DD DD DN DD DNDD =2 QD Q Q @ @O QO Q2 Q-
A A WO N =2 O ©W 0N O OGO A WO D - O ©O 00N O G B O -~ O

Media
LSD

32,28
25,17
19,04
26,61
26,61
23,67
25,89
27,11
16,39
24,78
29,61
27,17
21,56
30,33
26,83
29,5
21,61
27,17
23,17
21,33
28,17
33,17
24,44
25,11
27,83
23,36
20,5
17,94
23,78
26,56
22,17
26,89
26,61
27,17
30,72
25,45

3

1°
1,42
1,42
1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
+1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
,97

Altura (cm)

2
24,61 1,62
21,83 +1,62
14,17 +1,62
21,61 £1,62
26,06 +1,62

21 1,62
18,83 +1,62
23,06 +1,62
14,22 +1,62
19,17 +1,62

22 +1,62
21,11 £1,62
19,61 +1,62
23,22 +1,62
22,44 +1,62
22,06 +1,62
16,28 +1,62
20,89 +1,62
17,06 +1,62
17,78 +1,62
19,78 +1,62
25,44 +1,62

18 +1,62
21,78 +1,62
21,67 +1,62
19,14 +1,62
15,67 +1,62
13,56 + 1,62
20,13 +1,62
21,11 £1,62
20,33 +1,62
23,06 +1,62
18,83 +1,62
21,22 +1,62
24,17 +1,62
20,31 +1,62

3,99

30
65,72 + 3,55
65,28 + 3,55
252 +4,68
46,06 +3,55
71,28 +£3,55
60,28 +3,55
50,06 + 3,55
59,89 +3,55
35,67 +3,55
50,39 +3,55
60,28 +3,55
64,06 + 3,55
55,06 + 3,55
57,61 +3,55
54,28 +3,55
49,38 +3,55
41,81 +3,75
63,22 +3,55
46,39 +3,55
54,5 £3,75
63,67 +3,55
64,5 £3,55
50,72 +3,55
64,28 +3,55
55,67 +3,55
56,08 +4,30
44,28 +3,55
21,56 +3,75
55,5 +3,75
46,33 +3,55
47,33 +3,55
65,39 3,55
69,86 +3,99
65 +3,55
59,17 +3,55
54,45 + 3,64
9,73

42,13
43,44
39,67
40,11
46
33,67
38,75
34,89
29,67
34,5
43,22
41,67
2
39,11
36,56
36,22
34,63
41,75
35
33,38
51,56
47,22
35
39
37,67
42,6
41
27,6
38
40,56
35,5
38,89
29,5
39,89
33
37,87
6

&
+2,46
+2,34
+ 3,84
+2,34
+2,34
+2,34
+2,46
+2,34
+2,34
+2,46
+2,34
+2,34
+2,34
+2,34
+2,34
+2,34
+ 2,46
+2,46
+2,34
+ 2,46
+2,34
+2,34
+2,34
+2,34
+2,34
+3,02
+2,34
+ 3,01
+2,79
+2,34
+2,78
+2,34
+2,79
+2,34
+2,34
+2,48

,39

Nmac

79,78
55,56
32,44
60,22
91,11
68,22
59,11
59,78
33,22
60,44
75,78
46,67
42,44
55,33
56,22
71,78
33,44
34,89
48,11
38,56
48,89
61,44
49,56
41,56
59,11
51,14
55,33
26,89
57,89
48,89
50,22
74,67
38,11
51,78
44
53,22

+ 9,67
+ 9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+ 9,67
+ 9,67
+ 9,67
+ 9,67
+ 9,67
+ 9,67
+ 9,67
+ 9,67
+ 9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+10,63
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+9,67
+ 9,67
+ 9,67
+ 9,67
+9,70

22,99

DM(cm)

75,38
71,22
63,33
68,22
72,22
69,11
68,38
65,56
55,67
56,5
86,22
72
55,56
75,44
62,89
69,44
59,75
7
57,78
66,38
85,22
80,56
65,33
64,33
64,22
66,4
66
48,8
72,67
54,44
60,17
68,89
58
62,78
64,44
66,58

+4,04
+ 3,86
+6,19
+3,86
+3,86
+3,86
+4,04
+3,86
+3,86
+4,04
+3,86
+3,86
+3,86
+ 3,86
+ 3,86
+ 3,86
+4,04
+4,04
+ 3,86
+4,04
+ 3,86
+ 3,86
+3,86
+3,86
+3,86
+4,92
+3,86
+4,90
+4,55
+3,86
+4,54
+3,86
+4,55
+ 3,86
+ 3,86
+4,08

10,17

PMS (g)
2° corte

1° corte
7,99 +0,91
4,64 0,91
1,45 £ 0,91
572 +0,91
6,81 +0,91
5,81 +0,91
4,72 +0,91
6,01 0,91
3,44 +091
7,9 £0,91
6,48 +0,91
7,46 +0,91
4,52 +0,91
6,72 £ 0,91
6,46 + 0,91
7,63 +0,91
4,49 0,91
4,59 +0,91
4,49 0,91
551 +0,91
5,68 0,91
7,33 +0,91
49 10,91
4,78 +0,91
6,74 +0,91
3,19 +0,91
4,28 +0,91
3,18 +0,91
524 +0,91
7,2 +0,91
3,68 +0,91
7,43 +0,91
4,36 +0,91
4,72 +0,91
6,49 +0,91
549 +0,91
2,55

31,75
26,78
16,67
21,22
30,67
26,44
17,88
17,11
18,11
23,63
23,89
20,89
15,22
23
17,78
23,11
17,63
23
16,67
16,38
26,89
37
20,33
26,67
20,44
18,4
20
14,6
22,17
18,44
16,17
22,56
5,5
23,22
13,78
20,97

error

+4,15
+3,95
+6,50
+3,95
+3,95
+3,95
+4,15
+3,95
+3,95
+4,15
+3,95
+3,95
+3,95
+3,95
+3,95
+3,95
+4,15
+4,15
+3,95
+4,15
+3,95
+3,95
+3,95
+3,95
+3,95
+511
+3,95
+510
+4,72
+3,95
+4,70
+3,95
+4,72
+3,95
+3,95
+4,19

10,85
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e Altura de planta

Cabe destacar que en primera instancia la altura de planta se analiz6 como medidas
longitudinales, sin embargo, existié interaccién del genotipo por la fecha de corte (p<0,05) lo
que motivo a analizar cada fecha como variable independiente. De este modo para cada
fecha se destacd un genotipo diferente. En la Tabla 2.3 se observa que existieron
diferencias significativas (p<0,001) entre todos los genotipos para cada fecha. Los genotipos
que presentaron alturas superiores a la media, para todas las fechas de medicién fueron: 1,
5, 11, 12, 14, 18, 22, 32 y 34. Mientras, que los genotipos que presentaron los menores

valores para todas las fechas de medicion fueron: 9, 10, 17, 19, 23, 28 y 31.
e Numero de macollos vegetativos por planta

El valor promedio fue de 53,2 macollos por planta, con un minimo de 6, un maximo
de 136 macollos y un coeficiente de variacién del 53,2% (Tabla 2.3). Existieron diferencias
significativas entre genotipos (p<0,001), el genotipo 5 produjo el mayor numero de macollos

y el genotipo 28 el menor (Tabla 2.4).
¢ Diametro de planta

El valor promedio fue 67 cm de diametro, con un rango amplio de 24 a 105 cm y un
coeficiente de variacion del 19,3% (Tabla 2.3). Existieron diferencias significativas entre
genotipos (p<0,001), el genotipo 11 es el que mayor valor presenté 86,2cm y el genotipo 28

fue el que menor valor registré con 48,80 cm (Tabla 2.4).
o Peso de materia seca por planta

El valor medio del peso de materia seca al primer corte (PS1) (12/09/14)
correspondiente al afo de implantacion fue 5,5 g (rango de variacion: 0,2-1,2 g; Tabla 2.3) y
con diferencias significativas (p<0,001) entre los genotipos (Tabla 2.4), siendo el genotipo 1
con mayor produccién 7,7 g y el genotipo 28 con la menor produccion 3,8 g. El valor medio
del peso de materia seca al segundo corte (PS2) (15/07/15) correspondiente al segundo
afio de implantacién fue de 21,4 g (rango de variacion: 2 - 61g; Tabla 2.3), y con diferencias
significativas (P<0,001) entre los genotipos (Tabla 2.4), siendo los genotipos 22 y 33 quienes
presentaron la mayor y menor produccion, respectivamente. La media del peso de materia
seca acumulada (PMSA) de ambos cortes fue de 25,8 g (rango: 0,2- 70,4 g; Tabla 2.3) y
con diferencias significativas (P<0,001) entre los genotipos (Tabla 2.4), siendo los genotipos

22 y 33 los de mayor y menor produccion, respectivamente.
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En la Tabla 2.5, se observa el comportamiento promedio de los 35 genotipos de
agropiro alargado para los caracteres reproductivos. En término generales existieron

diferencias significativas (p<0,001) para todas las variables analizadas.

e Emergencia de espigas

La emergencia de espigas (desde 01/09) fue de 100 dias (rango: 76- 111 dias; Tabla
2.5). Se realizaron 12 mediciones cada 4 o 5 dias desde el inicio hasta el final de la floracion

(21/12). De estas mediciones se desprendieron tres grupos a destacar (Figura 2.4):

o Precoces: aquellos genotipos que presentaron alrededor del 50% de los macollos
potenciales con espiga emergiendo entre 76 y 86 dias desde 01/09, representando
el 5,8% de los genotipos de la poblacion.

¢ Intermedios: aquellos genotipos que presentaron alrededor del 50% de los
macollos potenciales con espiga emergiendo entre 91 y 100 dias desde 01/09,
representando el 80% de los genotipos de la poblacién.

e Tardios: aquellos genotipos que presentaron alrededor del 50% de los macollos
potenciales con espiga emergiendo entre 104 y 111 dias desde 01/09,

representando el 14,2% de los genotipos de la poblacion.

[ ]

dias dd 0109

ar

a2

a0 1 L]
¥ M ¥ 33N 6 W 1N 2 8 B 22X 24 14 8 M 27T 22X 215 18 5 23 22 13 10 17 4 12 1 8B T N
Genotipo

Figura 2.4: Cantidad de dias desde el 01/09 hasta la emergencia de espigas. a) Precoces;
b) Intermedios; c) Tardio
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Tabla 2.5: Medias aritméticas de los caracteres vegetativos para cada genotipo * error
estandar (+ E.E). Emergencia de espiga (IE), altura a floracion (AltF), nUmero de espiga
(Nesp), largo de espiga (Lesp), peso de mil semillas (PMIL), peso total de semillas
(PSEM).Comparacion de medias a través del test LSD de Fisher (p<0,05). sd: sin dato.

Genotipo IE AltF Nesp Lesp (cm) P1000 (g) PSEM (g)
1 107 +0,97 1,45 +£0,45 80,22 +7,49 3584 +1,33 6,4 +0,22 13,93 +2,10
2 9 £092 1,29 £0,45 62,11 £7,49 30,29 £1,33 6,9 0,22 1537 2,10
3 sd sd sd sd sd sd
4 104 +1,12 1,3 +045 37,11 +7,49 29,54 +1,33 55 +0,22 524 +210
5 102 +£0,92 1,52 £+0,45 103,8 *7,49 31,99 +1,33 5 £0,22 17,1 210
6 9% +092 14 +045 76,56 +7,49 25 +1,33 6,1 +£0,22 23,06 +2,10
7 109 +£0,97 1,31 £0,45 62,75 +7,86 31,31 £+1,40 7,5 £0,24 12,65 +2,22
8 99 £0,97 1,47 +£0,45 5589 +7,49 3093 +1,33 6,8 +0,22 20,43 *2,10
9 101 +0,97 1,79 £+0,45 36,29 +8,31 30,53 +1,48 6,5 +0,25 7,72 +237
10 103 0,97 1,72 £0,45 59,63 +7,86 29,98 +1,40 7 £0,24 19,04 +2,22
11 110 +0,92 1,62 +£+0,45 67,56 +7,49 30,8 +1,33 53 +£0,22 8,92 +210
12 105 +0,92 1,50 £0,45 50,25 +7,86 28,08 +1,40 5,76 +0,24 10,99 + 2,22
13 103 +£0,92 1,12 £+045 32 +7,86 222 +140 6,1 £0,24 6,29 +222
14 101 +£0,92 1,3 +045 52,67 +7,49 31,19 +1,33 54 +0,22 11,43 +2,10
15 101 £0,92 1,26 £0,45 52,5 7,86 31,29 +1,40 6,9 0,24 1513 +2,22
16 108 +0,92 1,40 £0,45 60,44 +7,49 30,31 +1,33 6,24 +£0,24 14,49 +2,10
17 103 +0,97 1,33 £+0,45 30,67 +8,88 26,11 +1,59 6,8 +£0,27 7,71 +2,55
18 98 +0,97 1,36 £0,45 58,38 +7,86 20,33 +1,40/ 6,3 0,24 10,74 +2,22
19 101 +0,97 1,4 +045 3833 +7,49 26,64 +1,33 7 +0,22 9,95 +210
20 9% +£1,04 1,23 £0,45 36,25 +7,86 22,97 +1,40 57 0,24 9,32 +222
21 98 +£0,92 1,41 +£0,45 58,22 +7,49 242 +1,33 51 0,22 12,05 £2,10
22 102 +0,92 1,46 +0,45 66,11 +7,49 30,15 +1,33 6,6 +0,22 23,82 +2,10
23 102 +£0,92 1,34 £0,45 44,56 +7,49 2581 +1,33 7,2 £0,24 12,86 +2,10
24 101 +£0,92 1,46 +£0,45 5522 +7,49 26,45 +1,33 8,1 +0,22 18,82 +2,10
25 100 +1,04 1,23 £+0,45 74,33 +7,49 30,4 +1,33 4,7 £0,22 17,35 +2,10
26 104 +1,12 1,46 £045 53 +9,64 357 +1,73 6,6 £0,30 14,62 +2,79
27 101 +0,92 1,3 +£045 37,11 +7,49 26,5 +1,33 7 +£0,22 10,89 +2,10
28 101 £1,12 1,24 £045 1,5 +14,71 29,15 +2,68 51 0,47 0,09 +4,39
29 91 +1,04 1,34 £0,45 63,57 +8,32 2552 +1,49 4,8 +0,25 11,86 +2,37
30 97 +0,92 1,41 £0,45 16,33 +7,49 28,97 +1,33 58 +0,22 2,37 +2,10
31 101 +£1,12 1,34 £0,45 28,13 +7,86 24,78 +1,40 6,1 £0,24 4,04 +2722
32 76 +0,97 1,59 +0,45 66,89 +7,49 31,17 +£1,33 51 +0,22 13,97 +£2,10
33 94 1589 142 £045 19 £9,62 28,17 £1,73 6,7 +0,30 3,94 *2,79
34 86 +092 1,56 +045 50 +7,49 2501 £1,33 6,8 +0,22 14,16 £2,10
35 100 +0,99 1,46 +045 66 +7,49 356 +1,33 56 +0,24 13,56 +2,10

Media 100 +0,99 1,39 £0,45 53,66 =+8,00 28,61 +1,43 6,2 £0,24 12,68 +2,27
LSD sd 0,13 20,61 3,79 0,67 5,76
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e Altura al 100% de floracion:

La altura promedio al momento del 100% de floracién de todas las plantas, fue de
1,41 m con un rango desde 0,89 a 1,89m (Tabla 2.3). Se observé diferencias significativas
entre los genotipos (Tabla 2.5), la mayor altura fue para el genotipo 9 con 1,79m y el mas

bajo fue el genotipo 3 con 1,06m.
¢ Numero de espigas

El nimero de macollos reproductivos promedio producido por planta fue de 53,66
(Tabla 2.5) aunque algunos genotipos produjeron en promedio valores muy bajos como lo
fue el genotipo 28 con 1,5 espigas seguido por el genotipo 30 que produjo 16 espigas por
planta; mientras que otros genotipos presentaron valores elevados como el genotipo 5 con
103,78 espigas por planta en promedio. Este caracter presenté diferencias significativas

(P=<0,001) entre los genotipos.
e Largo de espigas

La media para el largo de espiga por planta fue de 28,61cm, con un rango de 15,90
cm a 43,27cm (Tabla 2.3). Este caracter presentd diferencias significativas (p<0,001) entre
los genotipos (Tabla 2.5), las espigas del genotipo 26 fueron en promedio las mas largas

(30,87 cm) mientras que las del genotipo 21 fueron las mas cortas (20,33 cm).
o Peso total de semillas

La media del peso total de semillas por planta fue de 12,68 g, con un rango que
oscilé entre 0,06 a 39,22 g (Tabla 2.3). Este caracter presentd diferencias significativas
(p=<0,001) entre los genotipos, el genotipo 22 fue la que evidencié el mayor peso (23,82 g)
mientras que el genotipo 28 presentd el menor peso total de semillas por planta (0,09 g)

seguido por el genotipo 30 (2,37g) (Tabla 2.5).

1.2. Estimacién de los componentes de la variancia

Las estimaciones del grado de determinacion genética (GDG) para todos los
caracteres oscilaron desde 0,29 hasta 0,67 (Tabla 2.6). Los mayores valores de GDG fueron
para las variables altura (Alt-3=0,67 y Alt-1=0,63) y las reproductivas donde el PMIL alcanzé
el mayor valor (0,59). Las variables de produccion de biomasa fueron las de menor GDG
(Nmac=0,29 y PS=0,30-0,36). En cuanto a los coeficientes de variaciéon genética (CVQ) y
fenotipica (CVf), se observo los mayores valores para los caracteres peso total de semilla,

nuamero de espiga, seguidos de los correspondientes a peso de materia seca (Tabla 2.6).
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Tabla 2.6: Variancia fenotipica (0%), variancia genética (029), variancia ambiental (6%), grado
de determinacion genética (GDG), coeficiente de variacion fenotipica (CV;), coeficiente de
variacion genética (CV,) para todos los caracteres evaluados en la poblacion. Altura (Alt),
namero de macollos (Nmac), diametro de mata (DM), peso de materia seca (PMS),
emergencia de espiga (IE), altura a floracion (AltF), nimero de espiga (Nesp), largo de
espiga (Lesp), peso de mil semillas (PMIL), peso total de semillas (PSEM).

Caracter

Alt-1

Alt-2

Alt-3

Alt-4

Caracteres

Vegetativos Nmac

DM

PMS1

PMS2

PMSA

AltF

Nesp

Caracteres

Reproductivos Lesp

PMIL

PSEM

1.3. Correlaciones fenotipicas

Varianza
Fenotipica

(o 2f)

30,65
26,21
218,15
66,56
754,76
161,07
8,92
134,22
187,18
0,0337
724,74
26,15
1,06

61,96

Varianza
Genética

(0%)

19,36
12,82
146,41
35,76
220,23
73,27
3,20
40,32
71,40
0,0256
406,83
13,62
0,62

33,87

Varianza
Ambiental

(0%)

11,29
13,40
71,74
30,80

534,53
87,80

5,71
93,90

115,78

0,0081

317,91
12,53

0,44

28,09

GDG

0,63

0,49

0,67

0,54

0,29

0,45

0,36

0,30

0,38

0,75

0,56

0,52

0,59

0,55

CV;

13,20

18,02

15,56

14,66

43,45

14,07

43,56

46,21

42,39

6,48

34,57

12,37

10,67

43,54

cV,

17,28
17,63
22,22
15,79
27,89
12,86
32,62
30,28
33,29
11,51
39,11
12,90
12,77

47,81

En el analisis general se observo correlaciones fenotipicas significativas entre todas

las variables, a excepcion del PMIL (Tabla 2.7).
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Tabla 2.7: Coeficiente de correlacion de Pearson, Ho: r=0 (para el numero de
observaciones). Por encima de la diagonal se observa el nivel de significancia y por debajo
de la diagonal el coeficiente de correlacion. Altura (Alt), nimero de macollos (Nmac),
diametro de mata (DM), peso de materia seca (PMS), emergencia de espiga (IE), altura a
floracién (AltF), numero de espiga (Nesp), largo de espiga (Lesp), peso de mil semillas
(PMIL), peso total de semillas (PSEM).

Alt1 Alt2 Alt3 Alt4 Nmac Diam PMS1 PMS2 AltF Nesp Lesp P1000 PSEM

Altd 1 NS NS
Al2 062 1 " NS
Alt3 055 064 1 . NS
Altd 0,32 0,32 0,36 1 " NS
Nmac 042 043 0,37 0,24 1 B NS

Diam 0.4 0,38 0.5 0,74 0,24 1 b NS
PMS1 0.56 0,37 0,33 0,2 0,44 0,24 1 * NS
PMS2 0.25 0,27 0,31 0,66 0,21 0,62 0,22 1 * b b NS e
AltF 0,07 012 0,15 017 012 013 0,14 0.11 1 ¥ NS NS
Nesp 0,46 052 0,61 0,39 0,49 052 043 0,46 0,14 1 NS
Lesp 0,32 0,38 0,22 0,15 023 0,17 0,24 0.24 0,2 0,34 1 NS

P1000 -0,09 -0,09 -0,03 -0,01 -0,08 -0,09 -0,09 0,04 0,03 -0,05 -0,02 1
PSEM 0,36 0.4 0,52 0,28 0,39 0,35 0,38 042 0,08 0,72 0,24 0,18 1

***p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; NS: no significativa

1.4. Analisis Multivariado

1.4.1. Componentes Principales

Al realizar el analisis de componentes principales, considerando todas las variables
analizadas a excepcion de las variables habito y color (14 variables en total), se observé que
solo dos o tres autovalores producen una buena sintesis de los datos, dado que las dos
primeras variables explican el 84% de la variacién morfo-fisiolégica total de los 35 genotipos;
mientras que si consideramos las tres primeras componentes explican el 90% de la
variacion (Tabla 2.8). Al construir la componente principal 1 (CP1), la variable nimero de
espigas por planta fue la que explicod la mayor variabilidad (Tabla 2.9). Los genotipos 5y 1
fueron los de mayor niumero de espigas y contrariamente los genotipos 28, 30 y 33 los de
menor numero de espigas. Al construir la segunda componente principal (CP2) (Figura 2.5)
la variable numero de macollos vegetativos es la que explica la mayor variabilidad. Los
genotipos 10 y 11 son los que presentaron mayor numero de macollos por planta y
contrariamente los genotipos 18 y 21 los que menor cantidad de macollos vegetativos por

planta presentaron, por ende menor valor en las ordenadas.
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Tabla 2.8: Autovalores de la matriz de correlacion, proporcion que explica cada autovalor y

proporcién acumulada.
Lambda
1

© 0O N o g A~ OB

- = A -
w N = O

Valor
692,94
87,03
57,27
44,50
17,71
13,5
8,73
6,24
3,61
1
0,68
0,26
0,01

Proporcion Prop Acum
0,74 0,74
0,09 0,84
0,06 0,90
0,05 0,94
0,02 0,96
0,01 0,98
0,01 0,99
0,01 0,99

3,90E-03 1
1,10E-03 1
7,30E-04 1
2,80E-04 1
1,40E-05 1

Tabla 2.9: Autovectores (e) correspondientes a la CP1 (e1) y a la CP2 (e2) para las
variables analizadas. Altura (Alt), numero de macollos (Nmac), diametro de mata (DM), peso
de materia seca (PMS), altura a floraciéon (AltF), nimero de espiga (Nesp), largo de espiga

(Lesp), peso de mil semillas (PMIL), peso total de semillas (PSEM).

Variables
Alt1
Alt2
Alt3
Alt4

Nmac
DM
PMS1
PMS2
AltF
Nesp
Lesp
PMIL
PSEM

el
0,09
0,09
0,28
0,13
0,46
0,24
0,03
0,16

1,50 . 10

0,75
0,05
-0,01
0,16

e2
-0,09
-0,04
-0,6
-0,14
0,69
-0,32
0,02
-0,02

9,00.10™

-0,06
0,15
-0,01
-0,07
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1.4.2. Andlisis de Conglomerados

Por otro lado, se realiz6 el analisis de conglomerados jerarquizado mediante el método
encadenamiento promedio (average linkage) y la distancia euclidea, para los 35 genotipos
discriminados por las 14 variables mencionadas para el analisis de CP. Al 25% de la
distancia planteada (1,90) practicamente no se forman0 subgrupos o clusters dentro de los
cuales los genotipos que los conforman cuentan con perfiles morfolégicos con mayor grado
de similaridad para todas las variables incluidas (Figura 2.6), la correlacién cofenética para

este analisis fue de 0,86.
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Figura 2.6: Analisis cluster mediante el método Average para las 14 variables analizadas y los 35 genotipos en estudio.



2. Estudio de la variabilidad genética de la poblacién a nivel molecular

2.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

El protocolo empleado para la extraccion de ADN, permitioé lograr ADN en cantidad y
calidad suficiente para generar los productos de amplificaciéon definidos y reproducibles. En
la Foto 2.6 a modo de ejemplo se aprecia la cuantificacion de ADN obtenida mediante gel de

agarosa tenido con bromuro de etidio. Los valores que se obtuvieron oscilaron entre 80-500

ng/ul.

Marker bandas
1 ul 2ul 3ul
MK1(ng/ull  MKZing/ull MK3{ng/ul)

Foto 2.6: Cuantificacion de ADN en geles de agarosa 0,8% con bromuro de etidio (0,1ug/ul).
Ampliacion de las bandas marcadoras utilizadas.

2.2. Amplificaciéon del ADN

La puesta a punto se logré utilizando cinco genotipos tomados al azar de la
poblacion, de las modificaciones que se iban realizando se observé que a medida que la
temperatura de hibridacion disminuy6 los productos de amplificacién o “bandas” fueron mas
inespecificos formandose bandas espurias, y a medida que la temperatura de hibridacion se
incrementd los productos de amplificacién fueron mas especificos, pero menos nitidos. De
igual manera cuando se decrementd la concentracion de CI,Mg los productos de
amplificacion fueron menos nitidos y cuando la concentracion se increment6é fueron mas
inespecificos formandose bandas espurias. EI mismo efecto se observé cuando se
incremento la cantidad de primer o Taq polimerasa, observandose menor nitidez en los
productos de amplificacién y la formacion de bandas espurias, como asi también cuando se

disminuyé la cantidad de primer o Taq polimerasa se observd una menor nitidez en las
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bandas obtenidas. De esta manera las reacciones de amplificacion mas nitidas se
obtuvieron con una temperatura de hibridacion de 53°C y 65°C de acuerdo el SSR, 1,5mM

de CI,Mg, 10 uM de primer y 0,75 U/ul de Taq polimerasa.

2.3. Productos Amplificados

Se lograron amplificar 15 de los 33 SSR publicos que se probaron, todos los SSR
amplificados fueron polimérficos. La cantidad de alelos observados en total fueron 144 en
los 35 genotipos con los 15 SSR utilizados con un rango de 3 a 21 alelos por SSR (Tabla
2.10), el tamafo en pares de bases (pb) oscilé desde los 125 a los 450 pb, la temperatura
de hibridacion de acuerdo a cada SSR oscilo entre los 49°C, para el LPSSRH01H06 y 65°C
para el Nffa024. En la Foto 2.7 se muestra como ejemplo de amplificacion dos SSR: wmc43
y Nffa066

Tabla 2.10: Microsatélite (SSR), numero (N°) de alelos, tamafio en pares de bases (pb),
Temperatura de hibridacion (Tm), ciclo utilizado (Ciclo).

SSR N° Alelos = Tamaio (pb) Tm °C Ciclo
LPHO1A07 10 200-325 53 Tach Down
LPKO01A03 6 200-275 53 Tach Down

LPSSRHO01H06 10 150-200 49 Tach Down

LPSSRK03B03 21 150-350 55 Tach Down

LPSSRK10H05 7 375-450 60 Tach Down
Nffa002 3 275-325 65 Festuca
Nffa015 6 175-225 54 Festuca
Nffa019 15 125-200 54 Festuca
Nffa023 6 175-225 58 Festuca
Nffa024 3 175-225 65 Festuca
Nffa031 11 220-380 60 Festuca
Nffa034 10 225-350 55 Festuca
Nffa066 15 225-375 55 Festuca
WMC43 7 300-425 61 Trigo
WMS135 14 150-225 60 Trigo
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Las medidas de diversidad genética para la poblacion se observan en la Tabla 2.11,
indicando que el total de los loci fueron polimdrficos al 95%, con una heterocigosis promedio
de 0,92, un promedio de numero efectivo de alelos de 1,70 y un total promedio de 30 alelos

por individuos.

Tabla 2.11: Medidas de diversidad genética

Estadistico Total
Loci polimorficos(95) 1,00
Heterocigosis promedio 0,92
# efectivo de alelos 1,70
Numero de alelos 30

En la Tabla 2.12 se observa la estadistica descriptiva de los SSR amplificados. El
SSR LPSSRK03B03 fue el que presentd una mayor cantidad de bandas polimérficas (BP)
con un total de 21 (bandas=alelos) sin presencia de bandas monomorficas (BM), por ende,
mayor cantidad de bandas totales (BT). Por otro lado, los SSR Nffa024 y Nffa002 fueron los
que presentaron menor nimero BT con solo 3 bandas de las cuales, 2 fueron BP y 1 BM. En
cuanto a la cantidad de alelos efectivos, los que menor valores presentaron fueron
LPSSRH0O1HO06 y LPSSRKO03B03, mientras que el mayor valor fue para LPSSRK10HO05. En
cuanto al indice polimérfico (PMF) al 95% (PMF (95)), los SSR LPK0O1A03, LPSSRK10HO05,
Nffa015, Nffa031 y Nffa034 fueron los que mayor PMF (95) presentaron (1,00), con 10, 6, 6,
11 y 10 alelos respectivamente. Los mayores valores de contenido de informacién
polimérfica (PIC), fueron para los SSR Nffa034 y LPSSRK10HO05 con PIC=0,38, LPK0O1AQ03
Nffa002 con un PIC=0,37. Para el porcentaje de amplificacion (AMP), los mayores
resultados se obtuvieron para los SSR Nffa024, Nffa023 y Nffa015 con valores superiores al
60%; mientras que la probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo (PDICMA)
fue mayor para el SSR Nffa002 (2,00 E®) y la menor fue para el SSR Nffa031 (3,90E'%). En

la foto 2.7 se observan ejemplos de amplificacién.
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Tabla 2.12: Descriptiva de los SSR utilizados para la caracterizacion molecular de los 35

genotipos conlos 15 SSR seleccionados.

SSR

LPHO1A07

LPKO01A03

LPSSRHO01HO06

LPSSRK03B03

LPSSRK10H05

Nffa002

Nffa015

Nffa019

Nffa023

Nffa024

Nffa031

Nffa034

Nffa066

wmc43

wms1351

Total

BP

10

11

10

15

6

14

2138

BM

0

26

BT

10

6

10

21

11

10

15

7

14

2144

Alelos
efectivos

1,30
1,99
1,40
1,42
1,99
1,94
1,88
1,75
1,85
1,19
1,77
1,99
1,36
1,79
1,78

p1,69

PMF(95)

0,60
1,00
0,90
0,57
1,00
0,33
1,00
0,67
0,67
0,67
1,00
1,00
0,47
0,86
0,86

p 0,77

PIC

0,21
0,37
0,25
0,25
0,38
0,37
0,36
0,34
0,35
0,14
0,34
0,38
0,23
0,35
0,34

10,310

AMP

13,43
46,67
17,43
18,1
51,84
41,9
62,38
31,05
64,29
91,43
31,95
50,86
15,62
33,06
32,45

132,9

PDICMA

4,40E
1,60E*
9,60E™
3,50E%
7,90E™°
2,00E%
2,90E™°
1,20
9,80E™
6,40E%
3,90E™
4,90E
3,20E%
4,40

2,80E°

15,80E-109
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Foto 2.7: Productos amplificados por SSR wmc43 y Nffa066, M: Marcador

2.4. Analisis Multivariado

2.41. Analisis de Ordenamientos. Analisis de Coordenadas Principales.

Al realizar el analisis de coordenadas principales, vemos que la primera y la segunda

variable explican el 7,63 y 6,94% de la variacion molecular total de los 35 genotipos, es decir

ambas variables explican un 14,58% de la variacion (Figura 2.7). Mientras que la tercera

variable explica el 6,40% de la variacion explicando las tres variables el 20,98% de la

variacion.
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Figura 2.6: Grafico tridimensional de coordenadas principales que muestra la disposicion de
las siete poblaciones, basado en la distancia de Prevosti (C1: componente principal
1=7,63%; C2: componente principal 2=6,94; C3: componente principal 3=6,40%)

2.4.2. Analisis de Agrupamiento. Analisis de Cluster

Este analisis se defini6 mediante el método UPGMA con distancia de similitud de
Dice para los 35 genotipos analizados. Como se puede observar en el dendograma (Figura
2.8), los perfiles moleculares de todos los genotipos son distintos a una distancia del 50% de
la distancia establecida (0,35), formandose 21 subgrupos a una distancia del 75% (0,53) de
la establecida. El genotipo 2 es el que presenta mayor distancia genética y se agrupa en
forma separada de los demas genotipos, seguido por el genotipo 35. La distorsién
ocasionada con el manejo de los datos durante la construccion del dendrograma, se logro a

través de la obtencion del coeficiente de correlacidn cofenética, cuyo valor fue de r = 0,70
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Figura 2.8: Analisis de conglomerados de los 35 genotipos para los 15 SSR, método UPGMA y distancia de similitud Dice.



3. Analisis conjunto de la caracterizacion morfolégica y molecular

El objetivo de realizar el analisis conjunto de los caracteres morfologicos vy
moleculares fue determinar las posibles relaciones existentes entre ambas

caracterizaciones. Para ello se realiz6 el analisis de procrustes generalizado.
3.1. Analisis de Procrustes generalizados

El Andlisis de Procruster Generalizado (APG), provee informacion acerca de la
adecuacién de un conjunto de datos, para este caso dado que ambas caracterizaciones son
de diferente naturaleza se trabajo con los datos estandarizados. Previamente se realizo el
analisis de coordenadas principales (AcoorP) para los datos moleculares y el analisis de
componentes principales (ACP) para los datos morfoldgicos. De este modo para el analisis
APG se conformd una matriz con las componentes obtenidas en ambos analisis (AcoorP y
ACP). En la Tabla 2.13, se observa los resultados del APG combinando informacién
proveniente de los 15 SSR (Grupo 1) y las 14 variables morfolégicas (Grupo 2), el calculo
del cociente entre el consenso (1,36) y la suma de cuadrados total (2,000) consenso de 68%
entre el ordenamiento producido por los marcadores moleculares y el producido por

marcadores morfoldgicos.

Tabla 2.13: Dato de consenso para el analisis de Procrustes

Consenso Residuo Total Prop Cons
Grupo1 0,68 0,32 1 0,68
Grupo2 0,68 0,32 1 0,68
Total 1,36 0,65 2 0,68

En la figura 2.9, el punto de consenso se representa con un circulo azul, los datos
moleculares con un cuadrado rojo y los morfolégicos con un asterisco. Cada punto de
consenso se encuentra a una distancia equidistante de los parametros moleculares y
morfoldgicos, genotipos como 2, 13, 16 y 19 (en azul), tienen la menor distancia de
dispersién de los datos de ambas caracterizaciones, seguidos por 5, 7, 8, 11, 22 y 27 (en
azul). Mientras que los genotipos 6, 10, 23, 25 y 29 (en rojo) son los que presentan mayor
distancia entre ambos datos al punto de consenso, es decir presentan una mayor dispersion
entre los datos agrondmicos y los datos moleculares. El resto de los genotipos presenta una

dispersion de los datos de modo intermedio.
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DISCUSION

1. Estudio de la variabilidad genética de la poblacion a nivel morfolégico

La poblacion investigada provino de un campo ubicado en la Depresion del Salado,
sometida a variaciones temporo-espaciales que promovieron una elevada variabilidad
fenotipica entre sus individuos. Estuvo representada por 35 genotipos, clonados tres veces
por cada una de las tres repeticiones, y dispuesta en condiciones de planta espaciada en
suelo argiudol tipico, sin restricciones. Estas condiciones experimentales promovieron que el
genotipo expresara plenamente su varianza genotipica y disminuyera la varianza ambiental.
Los resultados obtenidos en el presente estudio indicaron la presencia de elevada
variabilidad genética entre los genotipos de la poblacion para todos los caracteres
morfologicos evaluados. A continuaciéon se presenta la discusién por variable cuyos
resultados son coincidentes con la literatura reportada para la especie (Borrajo et al., 1997,
Guillén, 2002; Pistorale et al., 2008; Rosso et al., 2008; Andrés et al., 2013).

El color de hoja es un caracter cualitativo importante al momento de realizar el
descriptor de la variedad sintética y/o cultivar. Esta determinado por el contenido de clorofila
del mesdfilo (Black, 1975) y el grosor de cuticula (Esau, 1987). En el presente estudio la
poblacion presentdé una elevada proporcion de genotipos con hojas color glauco; numerosos
autores (Parodi, 1959; Covas, 1959; Nicora, 1978; Guillen, 2002) describieron el color
glauco (entre verdoso y azulado) como caracteristico de la especie; sin embargo, otros
(Borrajo et al., 1997) determinaron baja proporcion de este color en 21 poblaciones

naturalizadas de la Depresién del Salado.

El habito de crecimiento y la disposicion de las hojas determinan la estructura del
canopeo en especies forrajeras y condicionan el manejo de las pasturas (Pearson e Ison,
1994). El habito de crecimiento puede cambiar dependiendo de la heterogeneidad
microambiental, la intensidad y la frecuencia de defoliacion y la competencia (Snaydon,
1978). En el presente estudio si bien no se encontré un predominio destacado de algun tipo
de habito, el mayor valor fue para el postrado (37%), seguido por el erecto (33%) vy
finalmente el intermedio (28%). Diversos estudios (Davies, 1960; Smeatham, 1972; Seaney,
1974) indican que los genotipos con habito de crecimiento postrado sobreviven mejor que
los de tipo erecto en sistemas con defoliaciones continuas y frecuentes, aunque no son los
de mayor productividad (Cooper y McColl, 1966; Rhodes, 1971). Otros autores (Borrajo et
al., 1997; Guillen, 2002; Ramirez, 2010) encontraron diferentes predominios de habito erecto

e intermedio, asociados al momento fenoldgico de la especie.
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La altura de planta es una variable muy afectada por el ambiente, en suelos de
buena fertilidad, sin restricciones hidricas y sin competencia, las plantas expresan su
maximo potencial genético (Gillet, 1984). También se considera desde el punto de vista de
mejoramiento genético por su importancia en la eficiencia de la captacion de la luz en
estudios de competencia entre plantas (Eagles, 1972; Rhodes y Stern, 1978). Para cada
fecha de evaluacion se observaron distintos genotipos con mayor y menor altura, sin
embargo, se pudo destacar que algunos genotipos siempre estuvieron por encima de la
media para las cuatro alturas: 1, 5, 11, 12, 14, 18, 22, 32 y 34. Estos valores de altura
obtenidos fueron coincidentes con los descriptos por otros autores (Guillén, 2002; Ramirez,
2010), el grado de determinacion genética (GDG) para esta variable fue de las mas
elevadas, presentando valores superiores (Borrajo et al., 1997; Guillén, 2002) e inferiores
(Ramirez, 2010) a los observados en la bibliografia. Los coeficientes de variaciéon tanto
genotipica (CVy4) como fenotipica (CVy), fueron los menores en comparacion con el resto de
las variables en estudio, pero superiores a los encontrados por otros autores (Guillén 2002;

Ramirez, 2010), indicando una mayor variabilidad entre genotipos para este caracter.

El nimero de macollos vegetativos es uno de los principales determinantes del
rendimiento de forraje en una pastura (Jewis, 1972; Zarrough, 1983; Chapman y Lemaire,
1993; Sugiyama, 1995), y podria utilizarse como caracter para la seleccidén indirecta del
rendimiento (Rashal y Kholms, 1983). Los resultados obtenidos en este estudio indicaron
que existié variabilidad para el numero de macollos vegetativos, coincidente con diversos
estudios (Borrajo, 1998; Borrajo et al., 1998; Guillén, 2002, Plaza et al., 2016; Pistorale et
al., 2008) que alcanzaron variacién de 12 a 524 macollos por planta en varias poblaciones
naturalizadas. En tanto para los parametros genéticos el GDG, CVg y CVf, los valores
fueron bajos y similares a los valores determinados por numerosos autores (Guillén, 2002;

Ramirez, 2010) e inferiores a los registrados por Pistorale et al. (2008).

El didametro de planta es una variable a considerar en los programas de
mejoramiento de especies forrajeras ya que esta fuertemente correlacionado con la
produccién de materia seca (Alvarez, 2010). Existieron diferencias significativas para este
caracter, con valores promedios superiores a los registrados por otros autores (Palacios et
al., 2015; Plaza et al., 2016), en cuanto a los parametros genéticos (GDG, CVg, CVf) es
poca la informacién hallada para esta variable, sin embargo, los valores obtenidos fueron

intermedios, indicando variabilidad media (Guillén, 2002).

La produccién de materia seca es una de las variables de mayor importancia para

seleccionar en los programas de mejoramiento. En el presente estudio se detectaron
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diferencias significativas (p<0,0001) entre los 35 genotipos para los dos cortes realizados;
en el primero los genotipos produjeron baja cantidad de materia seca y fue consistente con
lo reportado por otros autores durante el primer aino del cultivo (Bertin, 1999). En el segundo
afo el rendimiento fue superior y reflejé6 el acumulado de verano-otofio y principios de
invierno, con diferencias significativas entre genotipos. Se destacaron como altamente
productivos en ambos cortes los genotipos: 1, 4, 5, 6, 10, 11, 14, 16, 21, 22 y 32. EI GDG en
ambos cortes fue intermedio a bajo, mientras que los CVg y CVf fueron elevados. Las
correlaciones con el diametro de mata (r=0,63) y con la altura previa al segundo corte
(r=0,66) fueron elevadas y podrian utilizarse estos caracteres para aplicar seleccion indirecta

en variables tempranas y de facil medicion (Rashal y Kholms, 1983).

La emergencia de espigas esta asociada a la fecha de floracion y es afectada por
diversos factores ambientales (Rhebergen, 1985; Ernst, 1987; Breese y Charles, 1962). En
el presente estudio se observo variabilidad en la emergencia de espiga por genotipo; los
genotipos 32 y 34 fueron los mas precoces y 12, 1, 16, 7 y 11 fueron los mas tardios.
Diversos autores (Fernandez Grecco et al., 1998; Vogel y Moore, 1998; Borrajo et al., 1997;
Guillén, 2002; Ramirez, 2010) determinaron grupos de precocidad asociados a diferentes
requerimientos fotoperiddicos. Los resultados obtenidos indicarian alguna probabilidad de

lograr progresos en la seleccion por grupos de precocidad.

La altura al 100% de floracién es un caracter asociado al rendimiento de semillas y
se lo utiliza como descriptor botanico (Tyler et al., 1985). En algunos cultivos forrajeros
alturas excesivamente altas producen el vuelco de las plantas y reduccion del rendimiento
de semilla (Hebblethwaite e lvins, 1978; Burbigge et al., 1978; Chilcote et al., 1984). En el
presente estudio se detectaron diferencias altamente significativas (P<0,001) en la altura a
floracién entre genotipos. El rango de altura a floracion varié entre 65 cm y 175 cm, y la

mayor proporcion de los genotipos (43 %) alcanzé entre 100 cm y 120 cm de altura.

El niumero de espigas es uno de componentes mas importante del rendimiento de
semilla y esta altamente correlacionado con la cantidad de macollos vegetativos (Smith et
al., 1994). En el presente estudio los genotipos mostraron variabilidad y elevada produccion.
Los genotipos destacados fueron: 1, 5, 6 y 25 con valores superiores a 74 espigas/planta.
Asimismo, los andlisis multivariados agruparon estos genotipos como de perfiles productivos
similares. Los parametros genéticos fueron elevados y superiores a los registrados por otros
autores en poblaciones (Guillén, 2002; Pistorale et al., 2008) y en familias de medio
hermanos (Ramirez, 2010). Estos resultados indicarian posibilidad de lograr progresos en la

seleccion.
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El largo de espiga generalmente esta asociado al peso de semilla y es una variable
muy dependiente del origen del germoplasma (Andrés et al, 1998; Ruiz Diaz y Andrés,
1998). En el presente estudio se encontrd variabilidad entre los genotipos, y se destacaron
los que lograron plantas con largo de espigas superiores a 35 cm (1, 5, 26 y 35). El GDG
para este caracter fue elevado y similar al de otros autores (Guillén, 2002; Ramirez, 2010;
Lavandera, 2014; Plaza et al., 2016).

El peso de mil semillas es determinante del rendimiento en semilla. En el presente
estudio se encontré variabilidad significativa al igual que otros estudios (Pistorale et al.,
2008; Lavandera, 2014), y los genotipos con mayores valores fueron 7, 10, 23, 24 y 27. El

GDG fue elevado indicando la existencia de variacion genética para este caracter.

El peso total de semillas es otro caracter de gran interés en todos los programas de
mejoramiento de especies forrajeras, y es indicativo del éxito en la difusion del nuevo
cultivar, ya que esta directamente asociado al rendimiento de semillas. Este caracter es
altamente dependiente del ambiente y ha sido muy bien estudiado (Bugge, 1984; Elgersma
et al, 1989; Castano, 2005). En el presente estudio los genotipos demostraron diferencias
significativas (p<0,0001). Los genotipos que se destacaron fueron: 2, 5, 6, 8, 10, 15, 22, 24y
25, tanto el GDG como CVg y el CVf presentaron valores elevados los que indicarian la
existencia de variacién genética posible de seleccionar, estos resultados fueron coincidente
con la bibliografia (Guillén, 2002; Pistorale et al., 2008). La correlacion obtenida con el
numero de espigas (r=0,79) fue la mas elevada y significativa, al igual que en otros estudios
en forrajeras templadas (Cerono, 1993; Barufaldi, 1999; Guillen, 2002)

2. Estudio de la variabilidad genética de la poblacién a nivel molecular

En el presente estudio, se demostré la factibilidad de realizar transferencia de
marcadores moleculares (SSR) de Lolium perenne, Schedonorus arundinaceus y Triticum
aestivum a Thinopyrum ponticum, y el porcentaje de transferencia fue elevado,
considerando la bibliografia consultada (Barbara et al., 2007; Mullan et al., 2005; Cuyeu,
2008). Este resultado es de gran utilidad en la especie dada la poca informacién genémica

propia de la misma.

Todos los SSR que amplificaron fueron polimérficos presentando 144 alelos para los
15 SSR estudiados, la cantidad de alelos de cada SSR y el peso molecular (pb) fue
coincidente con la bibliografia consultada (Cuyeu, 2008; Acufa, 2009; Randazzo, 2015). En

cuanto a los parametros genéticos observados, todos los loci fueron polimérficos, con un
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valor elevado de heterocigosidad promedio de 0,92, lo cual es consistente con la bibliografia
por tratarse de una especie alégama en la que la mayoria de los individuos seran
heterocigotas (Acuia, 2009; Cuyeu et al., 2013).

Respecto al comportamiento de los SSR fueron similares a los reportados por la
bibliografia (Jones et al., 2001; Saha et al., 2004, 2006; Vandewalle, 2007; Cuyeu, 2008;
Acuna, 2009; Randazzo, 2015), tanto en la cantidad de alelos como el peso molecular de los
mismos. Asimismo, el contenido de informacién polimoérfica (PIC) fue de 0,31, este es una
medida de la diversidad genética y provee una estimacion del poder discriminatorio de cada
microsatélite, contemplando el nimero de alelos y sus frecuencias relativas en la poblacion,
valores similares obtuvieron Cuyeu (2008), Acufia (2009), Ranzdazzo (2015) utilizando estos

SSR en otras especies.

En tanto que al analizar la consistencia en el agrupamiento de los individuos los
resultados del ACoorP indicaron que el 20,98% del total de la variabilidad detectada, fue
explicado mediante tres componentes principales. Estos resultados son coincidentes con los
reportados por Che et al., (2011), mientras que otros autores (Cuyeu, 2008; Randazzo,
2015) presentaron mayores valores. Se corroboré distancia entre algunos genotipos como el
2,10, 13, 21y 35. Los resultados del AC, permitieron discriminar todos los individuos al 50%
y algunos agrupamientos al 65% de la distancia planteada, demostrando importante

variabilidad genética a nivel molecular entre estos genotipos dentro de la poblacion estudio.

3. Analisis conjunto de la caracterizacion morfoloégica y molecular

En el presente trabajo se demostrd la existencia de variabilidad genética morfologica
y molecular entre los 35 genotipos que componen la poblacion de agropiro alargado, a
través del abordaje conjunto de ambas caracterizaciones. Adicionalmente se evidencio la
utilidad de ambas técnicas en el proceso de caracterizacion de genotipos en etapas

tempranas de programas de mejoramiento genético.

El analisis de procrusters compard ambos analisis multivariados: morfolégico y
molecular, es escasa la bibliografia de este tipo de analisis en trabajos cientificos, sin
embargo, algunos autores sostienen que su aplicacién ha resultado en la mejor alternativa
para interpretar agrupaciones de diferentes cultivares en Cucumis spp (Bramardi et al.,
2005), poblaciones de maiz (Reif et al., 2005; Defacio et al., 2007) y de Lolium multiflorum
(Acufia, 2009). De este modo en el presente estudio el andlisis conjunto de los datos

permitié agrupar los genotipos a través de ambas caracterizaciones.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente capitulo permitieron obtener las siguientes

conclusiones:

- La caracterizacion morfo-fisoldgica de los 35 genotipos de agropiro alargado realizada a
campo y en condicién de planta espaciada, permitid detectar una importante variabilidad

genética para todos los caracteres estudiados.

- La variabilidad fenotipica observada para los caracteres morfolégicos expresdé un

componente genético elevado.

- Se logré transferir marcadores SSR gendomicos de Lolium perenne, Schedonorus

arundinaceus y Triticum aestivum a Thinopyrum ponticum.

- A través del andlisis conjunto de los datos morfolégicos y moleculares se obtuvo una

estructura de consenso capaz de sintetizar toda la informacién disponible.
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CAPITULO 1l

COMPORTAMIENTO DE LA POBLACION
CRECIENDO EN CONDICIONES
HALOMORFICAS EN HIDROPONIA
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INTRODUCCION

En Argentina existen grandes extensiones de suelos halomérficos, caracterizados
por presentar exceso de sales solubles, localizados principalmente en la planicie Chaco
Pampeana, el sureste de Coérdoba y este de Santa Fe, los bajos Submeridionales (Pcia
Santa Fe), el oeste pampeano y la Depresion del Salado (Pcia. Buenos Aires). También se
presentan afloramientos halomoérficos en sectores de suelos agricolas de la region
pampeana, con cultivos de mayor productividad (Lavado, 2009). En términos generales los
campos bajos salinos—sodicos, con problemas de drenaje, muestran una baja productividad
de forraje del orden de 2 t MS/ha*afio (Scheneiter, 2008), debido a la presencia de napas

cercanas a la superficie y subsuelos salinos.

En particular los suelos afectados por la salinidad (Munns, 2004; Singh, 2006), se
categorizan en dos tipos, los suelos alcalinos o sddicos que cuentan con un exceso de sodio
intercambiable, pH elevado (mayor a 8,5), baja conductividad eléctrica (CE, menor a 4 dS/m)
y porcentaje de sodio intercambiable (PSI) elevado (mayor a 15); y los suelos salinos que
presentan una alta concentracion de cationes de sodio, una elevada conductividad eléctrica
(mayor a 4 dS/m), un pH menor a 8,5 y un PSI menor a 15. Los suelos salino-sédicos
poseen una alto PSI, un elevado pH y una alta CE (Richards, 1954). En estas condiciones
solo algunas especies vegetales adaptadas sobreviven debido a que la salinidad dificulta la
absorcion de agua y la sodicidad genera degradacion estructural del suelo, deficiencias de
algunos nutrientes y exceso de otros, presentando desbalances a plantas cultivadas
(Lavado y Taboada, 2009a, 2009b).

En la Provincia de Buenos Aires, la superficie destinada a la ganaderia tiene una
extensién de 15 millones de ha ubicadas en la Cuenca del Rio Salado, por ser consideradas
marginales para la agricultura (Rearte, 2007). Esta situacion ha promovido una creciente
demanda de tecnologias que garanticen una adecuada oferta de nutrientes para el ganado y

mantengan elevados niveles productivos (Viglizzo et al., 2010).

Las especies forrajeras nativas y/o naturalizadas son un recurso forrajero disponible
y a menudo poco explorado en los ambientes halomoérficos. Entre los atributos evolutivos
mas importante de esas especies ha sido su adaptacion a condiciones ambientales y de
manejo extremas, como suelos anegables o secos, con altas concentraciones salinas, o
suelos poco fértiles, bajo condiciones de sobrepastoreo o subpastoreo. Esta caracteristica

evolutiva ha promovido una importante variabilidad genética y plasticidad fenotipica en estas
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especies, y son por lo tanto consideradas una fuente de germoplasma que puede proveer la
variabilidad y plasticidad necesarias para desarrollar futuros programas de mejoramiento

genético (Duyvendak y Luesink,1979).

En programas de mejoramiento genético de especies forrajeras, cuyo objetivo
principal es desarrollar cultivares con tolerancia incrementada a condiciones de suelos con
halomorfismo, se debe contar con informacion referida a la variabilidad genética presente en
la poblacién a estudiar y la respuesta plastica o interaccién genético-ambiental de los
genotipos que componen dicha poblacion. Estas respuestas permiten seleccionar genotipos
tolerantes y susceptibles al estrés producido por diferentes tipos de sales (ambientes). Cabe
destacar que distintos tipos de sales promueven diferentes reacciones de los genotipos ya

sea a través de caracteres morfolégicos como fisiolégicos, factibles de registrar.

Para estudiar el efecto de la salinidad en los cultivos se han utilizado caracteres
agronomicos tipicos como, sobrevida, rendimiento, altura de la planta, area foliar, indice de
crecimiento relativo, entre otros. Por lo general la caracterizacion a campo es un método
poco efectivo, en particular en suelos con elevada heterogeneidad fisica y quimica, motivo
por el cual se han propuesto el uso de técnicas como la hidroponia, que contempla el uso de
distintos tipos y concentraciones de sales, en condiciones experimentales semi-controladas,
que reflejan con mayor precisién la expresion del genotipo (Ashraf y McNeilly, 1988; Munns
y James, 2003; Arzani, 2008). La aplicacion de indicadores bioquimicos de la tolerancia es
un método promisorio que complementa la evaluacién morfolégica y facilita una seleccion
temprana de los genotipos tolerantes (Ashraf y Harris, 2004; 2005). Entre algunos de los
indicadores mas utilizados se destacan el contenido de clorofila y el contenido de
malondialdehido (MDA). Existen numerosos estudios sobre el crecimiento de las plantas y
los mecanismos fisiolégicos que afectan la tolerancia a la salinidad (Noble y Rogers, 1992;
Franco et al., 1993; de Luca, 2008; Lanza Castelli et al., 2008; Griffa et al., 2010; Franco,
2011; Ribotta, 2011; Quiroga et al., 2016). Muchos de estos estudios fueron realizados en
etapas de crecimiento inicial de diversas gramineas forrajeras, y en términos generales se
determiné que el efecto de la salinidad expresado en diferentes concentraciones de NaCl el

crecimiento de las plantas.

La caracterizacion morfofisioldgica de los genotipos, que integran una poblacion,
provee de datos para la estimacion de la variabilidad genética potencial y de la heredabilidad
en sentido amplio o Grado de Determinacion Genética (GDG) (Falconer, 1989). Sin bien,

ésta estimacion engloba los efectos aditivos, dominantes y epistaticos, se infiere que, si un
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caracter tiene un alto GDG, indica que los procesos de diferenciacion poblacional (posibles
efectos fundadores, deriva y seleccion natural) han sido efectivos y es factible realizar
seleccion sobre ellos (Falconer, 1989). Diversos autores estimaron la heredabilidad en
caracteres que determinan tolerancia a salinidad (Ashraf et al., 1986 a, b; Ashraf et al., 1987,
Johnson et al.,, 1992; Ashraf et al., 1995; Franco, 2011; Affinito, 2014) y demostraron que

muchos de éstos podrian ser utilizados para aplicar seleccion.

El ambiente puede definirse como cualquier factor o conjunto de factores que
influyen en el caracter de interés (Lynch y Walsh, 1998). En pasturas establecidas, las
plantas individuales encuentran mayor variacion ambiental a lo largo del espacio y del
tiempo a causa de los efectos producidos por el pastoreo y la competencia con otras
especies. De acuerdo a la forma que toma la variacion ambiental, las poblaciones exhiben
respuestas de distinta naturaleza (Snaydon, 1987). La respuesta diferencial de los genotipos
de la poblacion a diferentes condiciones ambientales genera una respuesta denominada
interaccion genotipo-ambiente, la que se expresa en términos de estabilidad y adaptabilidad
al ambiente. Esta interaccion es particularmente importante en caracteres cuantitativos
porque permite seleccionar los genotipos en funcién del orden de mérito que se les asigna
acorde al criterio de seleccion establecido (Flores et al., 1998). Los procedimientos utilizados
para cuantificar la interaccion genotipo-ambiente (IGA) se conocen genéricamente como
modelos y tienden a verificar el comportamiento de los genotipos cuando son evaluados en
multiples ambientes, para realizar recomendaciones en los programas de mejoramiento
genético. Entre los modelos conocidos se destaca el de Efectos Aditivos Principales e
Interacciones Multiplicativas (AMMI), el que consiste en la representacién de genotipos y
ambientes en un grafico bidimensional GA biplot (Gauch, 2006), y se basa en analisis
estadisticos combinados de ANOVA y de componentes principales (ACP). El analisis Biplot
se ha convertido en una herramienta estadistica muy importante en el fitomejoramiento y en

la investigacion cientifica.

De acuerdo a la frecuencia con que ocurre el cambio ambiental y la extensién que
abarca, los organismos responden genéticamente o a través de modificaciones
morfofisioldgicas que no implican alteraciones genéticas. Una de las respuestas adaptativas
a la variacibn ambiental mas comun, a pequefia escala en espacio y tiempo, es la
Plasticidad Fenotipica. La plasticidad fenotipica debida al ambiente tanto bidtico como
abidtico beneficia a un individuo con la capacidad de ser plastico permitiéndole alterar su
morfologia, fisiologia, comportamiento e historia de vida, en respuesta a cambios en las
condiciones ambientales (Bradshaw, 1965; Schlichting, 1986, 2002; Miner, 2005). La
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amplitud y extension de la respuesta plastica puede variar entre especies estrechamente
relacionadas (Marshall et al., 1986), entre poblaciones (Schmidt y Levin, 1985; Andrés,
1991) y aun entre individuos dentro de poblaciones (Rice, 1983). Entre las respuestas
plasticas mas comunes registradas en pasturas, estan las alteraciones en el numero y
tamarno de macollos en gramineas (Tallowin, 1981; Tallowin et al., 1995), y la reduccién de
tamarfo del foliolo y la longitud del peciolo en Trifolium repens L. (Wilman y Asiegbu; 1982).
Desde el punto de vista del mejoramiento genético, interesa detectar genotipos o
poblaciones con una amplia respuesta plastica, es decir, la habilidad de responder a una

diversidad de situaciones ambientales.

Entre las gramineas perennes mas cultivadas en suelos con limitaciones en
Argentina, se destaca el agropiro alargado (Thinopyrum ponticum (Podp.) Barkworth et
Dewey) caracterizada por su tolerancia a suelos bajos y salitrosos, su gran resistencia a
sequias e inundaciones prolongadas (Dewey, 1960; Covas y Ballari, 1969; Shannon, 1985;
Bleby et al, 1997; Garcia et al., 2002; Casas, 2011) y por su gran potencial como cultivo
forrajero (Covas, 1959; Maddaloni y Bertin, 1990; Smith y Sutherland, 1996; Harrison et al.,
2001; Borrajo et al., 1998; Gandara y Gomez, 1987; Aello et al., 1983; Laplace et al., 1994).
El cultivo de agropiro alargado es de desarrollo inicial lento, luego forma grandes matas y
produce abundante forraje. Si bien es una especie forrajera muy utilizada en pasturas para
suelos bajos con problemas de drenaje, se desconoce el componente genético heredable de
su comportamiento en condiciones de suelos halomorficos caracterizados por el exceso de

diferentes tipos de sales.

Por este motivo el estudio del crecimiento de genotipos adultos, provenientes de una
poblacion naturalizada en la Depresion del Salado, en halomorfismo en hidroponia, es de
gran importancia para la generacion de conocimientos que aporten a los programas de

mejoramiento de la especie.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis
- Bajo condiciones halomorficas en hidroponia, los genotipos de la poblacién estudiada

expresan diferencias morfo-fisiologicas en el crecimiento que permiten agruparlos como

tolerantes y susceptibles.

- La variabilidad fenotipica observada para los caracteres morfo-fisioldgicos expresa un

componente genético diferencial que depende del ambiente (tipo de sales).

- En diferentes condiciones ambientales (exceso de sales), la poblacion estudiada expresa

un elevado componente plastico heredable.

Objetivos

- Detectar diferencias morfo-fisiolégicas en el crecimiento de los genotipos en distintas

condiciones halomoérficas en hidroponia.

- Estimar componentes de varianza fenotipica y heredabilidad en sentido amplio en

caracteres morfo-fisioldgicos en los diferentes ambientes.

- Agrupar a los genotipos como tolerantes, intermedios y susceptibles a los diferentes

ambientes.

- Determinar la plasticidad fenotipica heredable en caracteres morfo-fisiolégicos de los

genotipos creciendo en distintas condiciones halomérficas en hidroponia.
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MATERIALES Y METODOS

1. La poblacién estudiada

La poblacion caracterizada en el capitulo anterior se evalué en invernaculo, en
condiciones semi-controladas creciendo en hidroponia bajo diferentes sustratos

halomorficos.

2. Acondicionamiento en invernaculo, siembra y disefo aplicado

2.1 Diseno experimental

El disefio experimental fue parcelas divididas en bloques con tres repeticiones y
cuatro tratamientos que simularon distintos tipos de suelo: 1. Control; 2. Salino; 3. Sdédico; 4.
Salino-Sédico (Tabla 3.1). La parcela mayor correspondié al ambiente y la parcela menor al

genotipo (Foto 3.1).

2.2 El sustrato y las soluciones

El sustrato utilizado fue arena y perlita en proporcion 1:1 colocado en macetas
perforadas de 4l. Previo al inicio del estudio la arena fue lavada con agua de canilla y
expuesta a la intemperie para su lavado con agua de lluvia protegida con una cubierta de
fieltro para proteccion de impurezas mayores. Se realizaron pruebas en muestras de arena
para descartar sales y presencia de materia organica, aplicando acido clorhidrico y peréxido

de hidrégeno respectivamente.

Las soluciones de riego utilizadas se prepararon en base a la solucidon nutritiva
Hoagland segun protocolo (Hoagland y Arnon, 1950) utilizando agua destilada (solucién
concentrada), agua de canilla (pH=7,5; CE=1,06 dS/m) y las sales especificas para cada
tratamiento (Tabla 3.1). El preparado de la solucién de riego salina, fue con agua de canilla

a la cual previamente se le agrego acido sulfurico, para disminuir el pH a valores de 6,5-7,5.

2.3 Inicio del experimento

El 09 de agosto de 2013 se procedié a trasplantar los clones en las macetas
perforadas de 4l con mezcla de arena lavada y perlita. Estos fueron regados con agua de

canilla durante cinco dias y con la solucién nutritiva Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950)
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durante otros 15 dias, para su acondicionamiento, hasta dar inicio a la aplicaciéon de los
tratamientos. La aplicacion de los tratamientos, se realizé de manera gradual, para evitar un
estrés por shock (Noaman et al., 2002; Parida y Das, 2005). Una vez aplicados los
tratamientos, cada maceta fue monitoreada cada 10 dias a través del agua de colecta del
riego, y se midio el pH y la CE con equipos portatiles (Foto 3.2) y en algunos muestreos con
equipos de mesada correspondiente al Laboratorio Regional de la EEA Pergamino, cuando

fue necesario se realizaron lavados de sales con agua de pH 6,0-6,5.

Tabla 3.1: Tratamientos en los que se dispuso el germoplasma a evaluar.

Caracteristicas

CE (dS/m) pH Concentracioén Sales empleadas
(mM)
Tratamientos*
Control <4 6,5-7,5 - -
Bicarbonato de Sodio
Saédico <4 >8,5 20;20 (HCO3Na,) y Carbonato de
Sodio (Na,CO3)
Salino >4 <8,5 250 Cloruro de Sodio (CINa)
Salino-Sodico >4 >8,5 250; 20; 20 CINa; HCO3Na,; Na,CO4

*Segun valores USDA (Richards, 1954).

NOTA: En adelante los tratamientos se denominaron ambientes.
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Foto 3.1: Disposicion del ensayo en invernaculo, 420 macetas de 4l.
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Foto 3.2: Colecta y monitoreo (pH y CE) de solucion de drenaje en cada maceta.

2.4 Caracteres evaluados

Entre los meses de septiembre y diciembre de 2013 se realizé la fenotipificacion
morfoldgica y fisiolégica, para ello se registraron 17 caracteres en planta individual en
diferentes fechas (Tabla 3.2). A lo largo del estudio se realizaron tres cortes de biomasa
aérea en el periodo inverno-primaveral. En la Figura 3.1, se observan los datos de

temperatura correspondiente al periodo mencionado dentro de invernaculo.
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Tabla 3.2: Caracteres, abreviatura, unidad y fecha de evaluacién (fecha y en dias desde
aplicado los tratamientos) para los 35 genotipos en los cuatro ambientes.

Fecha de Evaluacion

Abreviatura,

Caracteres Caracter Unidad Dias
Fecha (desde
aplicados los
tratamientos)
Altura al primer corte Alt-1 (cm) 15/10/13 30
Altura rebrote primer corte Alt-R1 (cm) 28/10/13 38
Altura al segundo corte Alt-2 (cm) 18/11/13 60
Altura rebrote segundo corte Alt-R2 (cm) 26/11/13 68
Altura al tercer corte Alt-3 (cm) 17/12/13 90
indice de verdor SPAD, unidad 16/10/13 27
spad
Numero macollos vegetativos Nmac1 15/10/13 30
al primer corte
Numero macollos vegetativos Nmac2 18/11/13 60
al segundo corte
Numero macollos vegetativos Nmac3 17/12/13 90
al tercer corte
Morfolégicos Pr.oducmon de materia seca PS1 (g) 15/10/13 30
primer corte
Produccién de materia seca PS2 (g) 18/11/13 60
segundo corte
Produccién de materia seca PS3 (g) 17/12/13 90
tercer corte
Produccién de materia seca PMSA (g) 17/12/13 90
acumulada de los tres cortes
Tasa de crecimiento diario TCD (mm/dia) 30/10/13 al 15/11/13 41 a57
Area foliar especifica en peso AFE (sz/g) 15/11/13 57
fresco por macollo por planta
Acum_ulamon. de iones: sgdlo, Al (nmoles/mgPS) 25/11/13 67
potasio, calcio y magnesio
Acorde al
- . PS1-PS2-PS3 y
Fisiolégicos Indice de Tolerancia IT PMSA morzsrr][teo de
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Temperatura (°C)

44,10+

36,94 1

29,774

22,614

15,44

8,274

-6,06

Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

—@— Max —— Min —{F— Media

Figura 3.1: Temperaturas: maxima (Max), minima (Min) y media en °C, dentro de
invernaculo.

A continuacion, se indican los procedimientos de los registros por caracter evaluado:
Altura de planta (Alt): Las mediciones se realizaron en cm, con una regla graduada
apoyada en el centro de cada planta hasta el extremo superior. NOomero de macollos
vegetativos (Nmac): por conteo directo del nimero de macollos producido por cada planta.
Peso de la materia seca primer, segundo y tercer corte (PS1, PS2, PS3): los mismos se
efectuaron con hoz a una altura de corte de 6 cm (altura de pufio) desde el nivel del sustrato
de la maceta. Cada planta fue identificada y conservada en bolsas de papel tipo kraft, se
seco en estufa de aire forzado (60°C) por un periodo de 48 hs, hasta lograr un peso seco
constante. Luego se peso6 en balanza OHAUS TS4ks (Max 4000g, d=0,1g) en gramos por
planta. Peso de la materia seca acumulada de los tres cortes (PMSA): correspondi6 a la
suma de la materia seca en gramos de los tres cortes realizados. indice de verdor (SPAD):
se medi6 el contenido relativo de clorofila foliar de las hojas, a través un medidor portatil de
clorofila SPAD-502 marca Minolta, y de cada planta se obtuvo un promedio de tres hojas
completamente expandidas del tercio medio de la [amina, seleccionadas al azar. Los valores
se expresaron en unidades SPAD, a mayores unidades SPAD mayor contenido de clorofila
(Konica Milota Sensing Ing., 2009). Acumulacién de iones (Al): se realizd el muestreo,
aproximadamente a 10mg de tejido fresco de laminas y vainas de hojas jovenes, se le
agrego 1 ml de HCI 0,1N. Los tubos se agitaron y se sumergieran en un bafo térmico a 60
°C durante 2 horas. Se enfri6 a temperatura ambiente y centrifugé durante 5 minutos a

10.000 rpm. Se recuperé el sobrenadante y se determinaron las concentraciones de sodio,
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potasio y calcio por HPLC en el Centro de Investigacion Agropecuaria-IFRGV-INTA. Tasa
de crecimiento diario en mm/dia (TCD): se realiz6 la marcacion de un macollo en el cual
se midi6 cada 48hs, largo y ancho de hoja, segun Bertin, 1993. Area foliar especifica en
peso fresco por macollo (AFE): Finalizada las mediciones del macollo marcado para la
tasa de crecimiento diaria, se procedié a cortar el mismo y se pesé inmediatamente en
balanza Radwag WTB200 (Max 200g, d=0,001g), luego se realizé el area foliar en equipo Li-
cor LI-3100C. Y se realiz6 el peso especifico en peso fresco (cm?g). indice de tolerancia a
la Salinidad (IT): La Tolerancia a la salinidad se estim6é a través del cociente entre la
produccion de biomasa seca aérea acumulada de cada plantula (PMSA) en halomorfismo y
el PMSA promedio de las plantas en el control (Hannon y Bradshaw, 1968; Ashraf et al.,
1986b; Maas, 1986; Shannon, 1997; Ali et al., 2002; Argentel et al., 2009). Es una medida
de la reduccién de una variable en un determinado tratamiento (X;) respecto de la misma

variable en el control (X;), IT = X,/ X

3. Anadlisis de la informacion

Todos los datos obtenidos fueron analizados a través de modelos lineales mixtos
utilizando Infostat® en interfaz con R, este método permite comparar el comportamiento
promedio de los genotipos para los diferentes caracteres, y se basa en la estimacion de los
componentes de varianza, por medio del estimador de maxima verosimilitud restringida
(RELM) (Di Rienzo et. al, 2012). Previo al analisis se corrobor¢ la distribucién normal de los
residuos y la homogeneidad de varianza residual, dado que los modelos mixtos se basan en
el supuesto de que los efectos aleatorios y los errores son independientes y se distribuyen
normalmente (Balzarini et. al., 2015). Cuando algun supuesto no se cumplio, se corrigié a
través de la modelacion de los datos, en el marco tedrico de los modelos lineales mixtos,
eligiendo para cada variable el modelo que menor valor de AIC y BIC presenté. Una vez
corroborados los supuestos se aplicé andlisis de variancia, se estimaron los componentes y
se realizd comparacion de medias. Por ultimo, se aplicaron los analisis multivariados

necesarios. A continuacion, se detalla cada uno de los analisis.

3.1 Andlisis de variancia entre genotipos

Con el fin de analizar la significancia de las variancias de los diferentes caracteres
entre los genotipos se realizaron andlisis inter-genotipos para cada caracter. Se utilizé un

modelo de parcelas divididas en un arreglo en bloques:
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Yik= U +Ti+ y; + O +B¢ + pi + Eik

Donde Yy representa la respuesta observada en el k-ésimo bloque, i-€simo ambiente
y j-ésimo genotipo, u es la media general de la respuesta, T; representa el efecto del i-€simo
ambiente, y; representa el efecto del j-ésimo genotipo y O; representa el efecto de la
interaccion ambiente*genotipo. Por otra parte, By piy €k corresponde a efectos aleatorios de
los bloques, de las parcelas dentro de los bloques y de los errores experimentales. Luego de
realizar este analisis con el objetivo de detectar que genotipos difirieron significativamente
en la media de los caracteres evaluados, se realizd la prueba t para la diferencia minima
significativa [(LSD, “least significance difference”; DGC, (Di Rienzo et al., 2012)].

3.1.1 Estimacion de componentes de variancia por ambiente

Los componentes de variancia para cada variable se estimaron a partir de los
modelos lineales mixtos del paquete estadistico Infostat® en interfaz con R (Di Renzo et al.,
2012). Los genotipos y las repeticiones se consideraron como efectos aleatorios, de este

modo se obtuvieron los parametros de los efectos aleatorios: desvios y correlaciones.

0%, = Variancia genética

04= Desvio genético

0%, = Variancia ambiental
04= Desvio ambiental
0% = 0%+ 0%

0% = Variancia fenotipica

2.41 Estimacion del grado de determinacion genética (GDG) por ambiente

Una vez obtenidos las estimaciones de los componentes de variancia a partir del
analisis de variancia, se estimé el GDG (Burton, 1952; Burton y De Vane, 1953; Shing et al,
1993):
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GDG = ¢%,/ 0%

3.1.2 Estimacion de la correlacion fenotipica por ambiente

La asociacidon entre dos caracteres puede explicarse tanto por efectos genéticos
como por efectos ambientales o por ambos, las causas ambientales de la asociacion de los
valores fenotipicos pueden acentuar o atenuar los causales genéticos de la correlacion
(Mariotti, 1986). La asociacion entre dos caracteres que pueden ser directamente
observados se determina a través de la medicion de ambos caracteres en un numero de
individuos de la poblacion, esto se realiza para conocer el grado de asociacion entre los
mismos para ser utilizados en futuros procesos de seleccion. En el presente estudio se
realizdé la correlacion fenotipica a través del paquete estadistico Infostat® mediante el
coeficiente de correlacién de Pearson, el cual mide la magnitud de la asociacién lineal entre
dos variables que no depende de las unidades de medida de las variables originales y
asume valores en el intervalo [-1;1] y el signo indica la direccién de la asociacion. Solo se
discutiran aquellas correlaciones fenotipicas significativas (p<0,05) consideradas de mayor

importancia desde el punto de vista de un programa de mejoramiento.

4. Analisis Multivariado

Con los datos obtenidos de las variables morfo-fisoldgicas, se decidié aplicar analisis
multivariado con el objetivo de detectar diferencias y/o similitudes entre los genotipos (Crisci
y Lopez Armengol, 1983). Los analisis aplicados fueron: Anadlisis de Componentes
Principales y Analisis de Conglomerados Jerarquizado, a través del paquete estadistico
Infostat®.

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) se basa en la transformacion de un
conjunto de variables cuantitativas originales en otro conjunto de variables independientes
no correlacionadas, llamadas componentes principales. El objetivo de este analisis es poder
condensar la informacion obtenida, en unas pocas componentes principales que expliquen

la mayor variabilidad posible.

Por su lado el Analisis de Conglomerados Jerarquizado o Cluster es una técnica de
agrupamiento que se basa en las similitudes o distancias entre las observaciones o
variables para ello se utiliz6 como medida de distancia la distancia euclidea. Los resultados

del agrupamiento se pueden observar a través de un dendrograma y el método empleado
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UPGMA “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” o “Método de agrupamiento

de pares con la media aritmética no ponderada”.

4.1 Analisis Multiambiental a través de AMMI

Los datos obtenidos del comportamiento de los genotipos en los diferentes sustratos
fueron analizados aplicando el modelo AMMI, combinado dos analisis estadisticos, primero
un ANOVA vy luego un analisis de componentes principales (ACP). Mediante el primero se
analizan los efectos principales de genotipos (G) y ambientes (A); y con el segundo la IGA
se analiza de forma multivariada a través de la representacion simultanea de genotipos y
ambientes en un grafico bidimensional o biplot (Gauch y Zobel, 1997; Gauch, 2006). Los
genotipos 0 ambientes que tienen coordenadas altas, positivas o negativas para el primer
CP hacen un aporte mayor a la IGA que aquellos con valores cercanos a 0. El efecto de
interaccion entre un genotipo y un ambiente esta dado por la proyeccion ortogonal del vector
del genotipo sobre la direccion determinada por el vector del ambiente. Aquellos vectores de
ambientes y genotipos que presentan la misma direccidn tienen interaccion positiva, es decir
dichos ambientes son favorables para esos genotipos; por el contrario, los vectores
ambientes y genotipos en direcciones opuestas indican interaccion negativa, resultando

ambientes desfavorables para esos genotipos (Gauch y Zobel, 1997; Gauch, 2006).

Yean =M +dg+Ba+ 2 AuTenOan + Oca €ca

Dénde: Yga es el rendimiento del genotipo G en el ambiente A, y es la media general,
Og es la desviacién media genotipica, Ba es la desviacion media ambiental, Ay es el autovalor
del eje N del analisis de Componentes Principales, Tgn ¥ Oen SON los vectores propios
unitarios genotipicos y ambientales, respectivamente, asociados a Ay., 8ga representa la
porcion del término de interaccion GA no explicado por el modelo multiplicativo y €ga es el

término de error aleatorio.

Para el método AMMI |l se realizé la prueba de Gollob (1968) para determinar la

significancia de cada componente de este modelo, a través del paquete estadistico R.
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5. Plasticidad fenotipica

Se calculé la plasticidad fenotipica del comportamiento de los 32 genotipos clonados
creciendo en los diferentes ambientes, a través de la metodologia propuesta por Scheiner y
Goodnight (1984). Este método resulta ser de gran utilidad cuando se pretende medir la
importancia relativa de los efectos genéticos, ambientales y de interaccion genotipo x
ambiente. Aplica un analisis de varianza a dos criterios de clasificacion, que permite
particionar la variacion fenotipica total en efectos genotipicos independientes del ambiente,
varianza genética (0%), y en efectos plasticos dependientes del ambiente, varianza plastica,
donde la heredabilidad de la plasticidad se calcula por analogia con la heredabilidad del
caracter (pl? =0%, /0%¢), como el cociente entre la varianza plastica (0%, = 0%a+ O0%xa) ¥ la

varianza fenotipica total (0% = 0%+ 0% + O%cxa + O%€).

Yig= M +Ti+ yj + O +Bx + Eik

Donde:
Yix es el valor de Y en el i-ésimo ambiente del j-€simo genotipo en el k-ésimo bloque,
M representa la media poblacional,
T, el efecto del i-€simo ambiente,
y; el efecto del j-ésimo genotipo,
; el efecto de la interaccion entre el i-esimo ambiente y el j-ésimo genotipo,
Bk el efecto del k-ésimo bloque,

Eix es el termino del error de la ijk-ésima observacion.

Las repeticiones, los ambientes y los genotipos fueron utilizados como efectos
aleatorios, a diferencia de lo que proponen otros autores (Scheiner y Lyman, 1989) que
designan a los ambientes como efectos fijos, de este modo se siguid el modelo propuesto
por Scheiner y Goodnight (1984) y se estimé la plasticidad fenotipica. En la Tabla 3.3 se
muestra el calculo de la Esperanza de los cuadrados medios a partir del analisis de la

varianza para un disefio en parcelas divididas.
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Tabla 3.3: Fuentes de variaciéon, grados de libertad (GL) y esperanza de los cuadrados
medios (E(CM)), para cada componente de variancia en el andlisis entre ambientes y
genotipos.

Fuente de variacion GL CM E(CM)
Bloques r-1
Ambientes t-1 CM; 0% + 1.0%Ga + 9.0%ken + 1.9.0%
Bloque*Ambiente (t-1)*(r-1) CMgea 0% + g.0%keA
Genotipos g-1 CMs 0% + r.0%ga + 1.1.0%
Genotipo*Ambiente (g-1)*(t-1)  CMg-a 0% + .0%a
Error (r-1)*(ag-1)  CMg 0%

Dénde:

GL= grados de libertad,

E (CM)= esperanza de los cuadrados medios,
r= n° de bloques (repeticiones),

t= n° de ambientes,

g= n° de genotipos,

o%:= varianza del error,

0%rep; O°c+a = varianzas de las interacciones,
0?,= varianza del tratamiento (ambiente),

02@= varianza entre genotipos

Calculos de las varianzas a partir de los cuadrados medios segun las siguientes ecuaciones:
0%r = (CMy - CMgea— CMasg + CME)/r*g
0%c = (CMg — CMp-g)/r.t
026*A = (CMac —CMg)/r

02E = CME
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RESULTADOS

1. Efecto del halomorfismo en los genotipos: caracteres morfolégicos y
fisiolégicos
De manera descriptiva en el Tabla 3.4 se observa, la media, el desvio estandar, el
coeficiente de variacion, valores minimo y maximo, el efecto de ambiente, el efecto de
genotipo vy la interaccion genotipo*ambiente (IGA), para todos los caracteres evaluados en
los 35 genotipos creciendo en los cuatro ambientes. Los resultados indicaron efecto de los
ambientes (p<0,05) en los genotipos y diferencias significativas (p<0,0001) entre los
genotipos para todos los caracteres. En cuanto a la IGA, fue significativa para 9 de los 15
caracteres: Alt2, Alt-R2, Alt3, Nmac3, TCD, AFE, PS2, PS3 y PMSA (p<0,05), el resto no
presentd significancia a este nivel, por tal motivo los caracteres que no se presentaron
interaccion, no fueron graficados por ambiente. En Anexo se observan las tablas 3.1, 3.1l y
3.1ll, las cuales detallan el comportamiento promedio de los genotipos y las diferencias

significativas minimas (p<0,05) para cada variable que no presento IGA.

Tabla 3.4: Comportamiento promedio de los 35 genotipos y cuatro ambientes para los
caracteres evaluados. Media, desvio estandar (D.E.), coeficiente de variacién (CV), minimo,
maximo, valor p del efecto ambiente, del genotipo e interaccion genotipo*ambiente (IGA).
Altura (Alt), Indice de verdor (SPAD), numero de macollos (Nmac), tasa de crecimiento diario
(TCD), area foliar espefica (AFE), peso de materia seca (PS), peso de materia seca

acumulada (PMSA).

Caracteres Media D.E. CV  Minimo Maximo Valor p
Ambiente Genotipo IGA

Alt-1 (cm) 26,69 7,10 26,61 7,10 50,30 0,0002 <0,0001 0,0603
Alt-R1 (cm) 15,03 5,19 34,54 5,00 34,20 <0,0001 <0,0001 0,0843
Alt-2 (cm) 26,36 9,59 36,38 4,90 60,50 0,0001 <0,0001 0,0007
Alt-R2 (cm) 8,74 256 29,29 4,00 18,00 0,0022 <0,0001 0,0171
Alt-3 (cm) 17,02 8,38 4923 1,00 64,20 0,0075 <0,0001 0,0006
SPAD 49,88 4,25 8,51 35,80 64,90 0,3164 <0,0001 0,1422
Nmac1 85,56 34,29 40,08 3,00 196,00 0,0240 <0,0001 0,5210
Nmac2 80,91 34,61 42,77 1,00 212,00 0,0025 <0,0001 0,1829
Nmac3 56,15 32,45 57,79 2,00 156,00 0,0003 <0,0001 0,0263
TCD (mm/dia) 0,58 0,48 82,75 -0,45 2,45 0,0020 <0,0001 0,0440
AFE (cm?’/gPF) 20,05 866 43,19 1,10 96,86 0,0079 <0,0001 0,0231
PS1 (g) 3,72 229 61,62 0,03 26,50 <0,0001 <0,0001 0,1701
PS2 (g) 3,64 2,54 69,80 0,00 11,08 <0,0001 <0,0001 0,0041
PS3 (g) 2,05 1,78 86,76 0,09 7,80 0,0009 <0,0001 0,0399
PMSA (g) 9,24 5,96 64,51 0,03 30,68 <0,0001 <0,0001 0,0039

Nota: En las figuras los ambientes se representaran con los siguientes colores

——Control —l—Sadico

—{—Salino

—l—Salino-Sédico
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La altura de planta (Alt) promedio (Figura 3.2) lograda por los genotipos en el
ambiente control superd significativamente a la altura del resto de los ambientes en todas
las fechas de evaluacion. Para las tres primeras mediciones la altura en el ambiente sédico
fue superior a la del salino y del salino-sddico. Este comportamiento se invirtié en las ultimas
dos fechas de medicion entre los ambientes sodico y salino, en ambas fechas se observd
IGA (Tabla 3.4). En relacion a la altura de planta en genotipos (Anexo Tablas 3.11 y 3.111), se
observd una consistencia de algunos genotipos que demostraron para la mayoria de las
mediciones valores superiores a la media: 2, 4, 5, 6, 9, 11, 15, 18, 21 y 33; mientras que los

genotipos con menores valores fueron: 7, 8, 12, 13, 14, 16, 19, 23, 24, 29 y 35.
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Figura 3.2: Altura promedio (Alt) en cm por planta y error estandar (E.E en barras) para
todos los genotipos en los cuatro ambientes para cinco fechas de medicion en dias (d)
desde aplicados los tratamientos. Letras distintas para la misma fecha indican diferencias
significativas (p<0,05).

El ndmero de macollos (Nmac) promedio de todos los genotipos (Figura 3.3) fue
significativamente mayor en el ambiente control para las tres fechas de medicién. En
halomorfismo el numero de macollos varié de acuerdo a la fecha considerada. Por €], a los
30 dias no se detectaron diferencias significativas, sin embargo, a los 60 dias fue superior
en el salino-sodico y a los 90 dias en el salino. El ambiente salino-sédico fue el que mas

afectd el crecimiento de los genotipos en todas las fechas.
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Figura 3.3: Numero de macollos promedio por planta y error estandar (E.E en barras) para
todos los genotipos en los cuatro ambientes. Letras distintas para la misma fecha indican
diferencias significativas (p<0,05).

Para el numero de macollos por genotipos, se destacaron en las tres fechas de
medicion los genotipos 3, 4, 5, 9, 15, 17, 18, 20, 22, 23, 26, 30 y 32 presentando valores por
encima de la media consistentemente. Mientras que los genotipos 2, 12, 13, 19, 21 y 33

fueron los que presentaron menores valores (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Numero de macollos (Nmac) promedio y error estandar (E.E. en barras) para los
35 genotipos en las tres fechas de medicidn (a, b, c), la linea corresponde a la media. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Para la tercera fecha de medicion se observo IGA (Anexo Tabla 3.111), los genotipos
que presentaron buena produccién en todos los ambientes fueron 3, 5, 9, 14, 15, 17, 22, 23,

30 y 32, mientras que los que produjeron por debajo de la media fueron 2, 12, 13, 25y 33.

El indice de verdor (SPAD) no mostré diferencias significativas entre ambientes,
pero existieron diferencias entre genotipos indistintamente del ambiente (Tabla 3.4),

detectandose genotipos con mayor indice (6, 8, 24, 33) y con menor indice (10, 11, 12, 14,
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SPAD

21, 30, 31). En la Figura 3.5 se muestra el comportamiento promedio de los genotipos en

todos los ambientes.
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Figura 3.5: indice de verdor promedio (SPAD) en unidades spad y error estandar (E.E en
barras) para los 35 genotipos evaluados, la linea corresponde a la media. Letras distintas
indican diferencias significativas (p<O0,05).

En cuanto a la tasa de crecimiento diario (TCD) y el area foliar especifica (AFE)
(Figura 3.6) por genotipo, en el ambiente control los genotipos lograron los mayores
valores (1mm/dia y 23,54cm?/g) y en el salino-sédico los valores mas bajos, con una
disminucion del 77% de la TCD y del 22,5% del AFE. En los ambientes sddico y salino la
reduccion del crecimiento fue intermedia. Si bien se evidencié IGA, algunos genotipos se
destacaron por ser superiores a la media en todos los ambientes halomorficos (3, 4, 21, 27,
28, 31y 34).
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Figura 3.6: Tasa de crecimiento diaria (TCD) en mm/dia y Area foliar especifica (AFE) en
cm?/g, para los 35 genotipos evaluados en los cuatro ambientes y error estandar (E.E en
barras). Las barras color oscuro es la TCD y las mas clara es AFE, la linea llena
corresponde a la media de la TCD y la punteada a la del AFE. El valor recuadrado es la
media de cada variable en ese ambiente.
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La produccion de materia seca promedio para cada corte por ambiente (PS), se
observa en la Figura 3.7. En el ambiente control los genotipos siempre crecieron mas y en el
salino-sédico menos. En tanto para los ambientes sodico y salino, el crecimiento y la
produccion de materia seca varido de acuerdo a la fecha de medicién. Por ejemplo, en el
primer corte se observé que en el control los genotipos produjeron 1,6 veces mas respecto
del sddico. Similarmente tuvieron una produccion 1,4 veces significativamente superior en el
sodico respecto al salino, y 1,7 del sodico respecto al salino-sédico (Tabla Anexo 3.1.). La
producciéon de materia seca del segundo y del tercer corte presentaron IGA significativa
(Anexo Tabla 3.1II).

7,807

Produccion de materia seca (g)

a
6,004
4,214 b
c
2,414
0,62 ; ﬂF"t

PS1(30d) PS2( 60d PS3(90d)

Figura 3.7: Produccion de materia seca (PS) en gramos y error estandar (E.E en barras)
para cada fecha en los cuatro ambientes. Letras distintas para la misma fecha indican
diferencias significativas (p<0,05).

Al considerar la produccion de materia seca por genotipo en cada ambiente para
las tres fechas de corte, se evidencid la mayor disminucion de crecimiento en
halomorfismo y en particular en condiciones salino-sédicas (Anexo Tablas 3.1 'y 3.III)
acentuandose en el tercer corte respecto del primero. La produccién de materia seca en el
primer corte (PS1) no mostré IGA, y por tal motivo se grafico el promedio de todos los
ambientes (Figura 3.8). Se distinguen dos grupos de genotipos, uno con mayor produccion
de materia seca (1, 3, 4, 5, 9, 17, 18, 22) y otro grupo de menor produccion (8, 12, 13, 16,
19, 28, 34).

102



PS1 (g)

5,64,

a
aaaaTaaaaaaaa
4,33 aaab
bbby
P Lo b,
3,01 S
Cre
1,70
drd

0,38

9 417 11822 3 514 6 20263015 7 2332252921 311035271124 2 33 8 28 34 16 19 1213

Figura 3.8: Produccién de materia seca en gramos al primer corte (PS1:30d) promedio para
los 35 genotipos evaluados y error estandar (E.E. en barras), la linea corresponde a la
media. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

En la Figura 3.9 se graficé la producciéon de materia seca del segundo (PS2) y del
tercer corte (PS3) para los 35 genotipos en cada ambiente. Para ambas fechas el peso
seco fue variable y dependiente del ambiente (Anexo Tabla 3.1lII). En el PS2 se observo la
mayor interaccién genético ambiental y la mayor diferenciaciéon entre genotipos,
detectandose aquellos con menor produccién (12, 13, 19, 33) y aquellos que crecieron mas
(1, 4,5, 7,9, 15, 17, 18). En el PS3 todos los genotipos redujeron el crecimiento en los

ambientes sddico y salino-sédico (Figura 3.9, Anexo Tabla 3.111).

La producciéon de materia seca acumulada por genotipo en cada ambiente
(PMSA) presenté interaccion genotipo ambiente. Sin embargo, algunos genotipos
demostraron valores productivos por encima de la media en todos los ambientes: 1, 3, 5, 6,
7,9, 15,17, 18, 23, 26, 30 y otros por debajo de la media en todos los ambientes: 8, 12, 13,
16, 19, 27, 28, 29, 33, 34 y 35 (Tabla 3.5).
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Figura 3.9: Produccion de materia seca (g) segundo corte (PS2: color de barra mas oscura)

y tercer corte (PS3: color de barra mas clara), para cada genotipo en cada uno de
ambientes y error estandar (E.E. en barras).
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104



Tabla 3.5: Produccioén de materia seca acumulada (PMSA) promedio * error estandar (+ E.E) por
genotipo en cada ambiente. Comparacion de medias a través del test LSD de Fisher (p<0,05).

. PMSA (g)
Genotipo . . . .

Control Sédico Salino Salino-Sodico
1 21,02 + 134 925 + 082 854 + 0,76 588 + 0,79
2 1731 £+ 134 657 + 082 440 + 0,76 329 + 0,79
3 2028 + 134 888 + 082 834 + 0,76 549 = 0,79
4 1790 + 134 933 + 082 983 + 0,76 757 + 0,79
5 2081 + 134 877 + 082 799 + 0,76 558 + 0,79
6 20,16 + 1,34 987 + 082 894 + 0,76 534 + 0,79
7 1998 + 134 834 + 082 731 =+ 076 724 + 0,79
8 1728 + 134 679 + 082 597 + 0,76 269 + 0,79
9 22,75 + 134 1033 + 082 809 <+ 0,76 567 = 0,79
10 1747 + 134 633 + 082 594 + 0,76 499 + 0,79
11 1779 + 134 654 + 082 659 + 0,76 362 + 0,79
12 1138 £+ 134 127 + 082 201 + 0,76 034 + 0,79
13 833 + 134 032 + 082 19% <+ 0,76 031 = 0,79
14 21,06 + 134 847 + 082 687 + 0,76 531 + 0,79
15 2141 + 134 1062 + 082 802 + 0,76 521 + 0,79
16 1473 £+ 134 59 + 082 504 + 0,76 174 £ 0,79
17 19,09 + 134 834 + 082 10,18 + 0,76 6,16 + 0,79
18 2322 + 134 843 + 082 958 + 0,76 6,15 + 0,79
19 1484 + 134 403 + 082 481 + 0,76 238 + 0,79
20 2015 + 134 966 + 082 894 <+ 0,76 6,03 = 0,79
21 1708 + 134 550 + 082 7,72 + 0,76 456 + 0,79
22 1880 + 134 841 + 082 949 + 0,76 544 + 0,79
23 1962 + 134 947 + 082 878 + 0,76 54 + 0,79
24 1593 + 134 741 + 082 832 =+ 0,76 431 £+ 0,79
25 20,34 + 134 661 + 082 6,72 £+ 0,76 525 + 0,79
26 1920 + 134 863 + 082 832 + 0,76 493 + 0,79
27 1553 + 134 691 + 082 494 + 0,76 367 + 0,79
28 1362 + 134 510 + 082 519 =+ 0,76 3,72 + 0,79
29 1741 + 134 613 + 082 66 + 0,76 382 + 0,79
30 1886 + 134 850 + 082 889 + 0,76 544 + 0,79
31 1725 + 134 688 + 082 744 =+ 0,76 3,78 + 0,79
32 19,39 + 134 789 + 082 652 =+ 0,76 418 + 0,79
33 1544 + 134 578 + 082 503 + 0,76 460 + 0,79
34 16,07 + 134 578 + 082 471 + 0,76 288 + 0,79
35 1788 + 134 633 + 082 803 + 0,76 394 + 0,79

Media 18 7,27 7,03 4,48
LSD 3,659 2,107 2,136 2,182
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Acumulacion de iones: Calcio (Ca*), Magnesio (Mg*), Potasio (K*), Sodio (Na*) y

relacién Potasio/Sodio (K*/Na*)

En el Tabla 3.6 se observa de manera descriptiva la media, el desvio estandar (D.E.),
valores minimo (Min) y maximo (Méx), el valor p del efecto ambiente, del efecto genotipo y
de la interaccion genotipo por ambiente (IGA), para el contenido de todos los iones
(nmoles/mg peso seco) y la K'/Na*, para los 35 genotipos en los cuatro ambientes. A
excepcion del Ca*, para todos los iones hubo efecto ambiente y efecto de genotipo, mientras
que para la interaccion entre ambos factores (IGA), todos presentaron interaccion
significativa menos el K’y el Ca™.

Tabla 3.6 Comportamiento promedio de los 35 genotipos y cuatro ambientes para el
contenido de iones evaluados. Calcio (Ca*), Magnesio (Mg®), Potasio (K) y Sodio (Na*) y la

relacién Potasio/Sodio (K'/Na*). Media, desvio estandar (D.E.), minimo (Min), maximo
(Max), valor p del efecto ambiente, genotipoi y la interacion genotipo*ambiente (IGA).

ION Media D.E. Min Max Valor p
(nmoles/mgPS) Ambiente Genotipo IGA
Ca* 1,54 1,07 0,00 7,17 0,2667 0,2305 0,2732
Mg* 3,98 1,93 0,00 22,30 0,0200 <0,0001 0,0309
K* 14,85 7,07 1,19 41,88 0,0004 <0,0001 0,5370
Na* 2559 | 12,68 0,92 100,06 0,0013 0,0002 <0,0001
K'/Na" 0,89 0,91 0,06 4,82 0,0001 0,0002 0,0017

La Tabla 3.7 se presenta la media de los 35 genotipos de agropiro alargado para el
contenido de iones evaluados en cada ambiente. En términos generales existieron
diferencias significativas para el contenido de todos los iones a excepcion del Ca”.

Tabla 3.7: Medias aritméticas + error estandar (+ E.E.) del contenido de iones (nmoles/mg
peso seco): Calcio (Ca®), Magnesio (Mg*), Potasio (K') y Sodio (Na’) y la relacion

Potasio/Sodio (K'/Na*), evaluados para cada ambiente. Comparacién de medias a través del
test LSD de Fisher (p<0,05).

Tratamiento Mg* Na* K Ca’ K*/Na*
Control 5,77£0,24  13,51+1,43 22,07+1,04 1,68+0,18 2,01+0,10
Sadico 3,9210,24  27,73+1,44 13,33%x1,05 1,63+0,19 0,54+0,10
Salino 3,2610,24  26,05+1,43 13,49+1,04 1,94+0,18 0,66%0,10

Salino-Saédico 2,95+0,24  35,11+1,43  10,50+1,04 0,91+£0,18 0,34+0,10
Media 3,98+0,24  25,60+1,43 14,85+1,04 1,54+0,18 0,89£0,10

LSD 0,928 6,052 4,567 1,175 0,241
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Para el Mg® la disminucién en los ambientes halomorficos respecto del ambiente
control, fue de 1,47 en el sdédico, 1,76 en el salino y 1,96 en el salino-sddico (Anexo Tabla
3.1V).

La disminucion del K™ en los ambientes con sales respecto del control fue entre 1,63
(salino) y 2,1 (salino-sodico), mientras que el incremento de Na* fue de 1,92 (salino) y 2,6
(salino-sodico). La relacién K'/Na* disminuyo fuertemente en el ambiente salino-sodico (5,9

veces), mientras que en el ambiente sddico (3,7) y en el salino (3) la disminucién fue menor.

Los genotipos que presentaron mayor concentracion de K*, menor acumulacién de
Na® y mayor relacion K'/Na*, fueron: 3, 5, 6, 7, 8, 16, 17, 18, 19, 23, 24, 26, 28, 30 y 34;
mientras que los que presentaron comportamiento contrario fueron: 9, 10, 12, 13, 14, 15, 21,
22,27, 29, 32y 33 (Anexo Tabla 3.1V)

Por otro lado, al estudiar el comportamiento productivo (PMSA) vs la relacién K*/Na*
(Figura 3.10) se observo que en los ambientes halomorficos la  K'/Na* se redujo de forma
mar marcada en comparacion a la PMSA. En el ambiente salino-sodico se produjo la menor
relacion y en el control la mayor relaciéon, mientras que en los otros dos ambientes la

relacion fue intermedia (Anexo Tabla 3.V)

19,04 2,21
14,33 .72
Z 122§
& 9,63 22 <
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[ ] k+/Na+ ] PMSA

Figura 3.10: Relacién K'/Na" y produccion de materia seca acumulada (PMSA) para los
cuatro ambientes y error estandar (E.E. en barras).
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K+/Na+

En cuanto al desempefio de los genotipos en todos los ambientes, se observa en la

Figura 3.11, la relacion K'/Na® en funcion de la produccién de materia seca acumulada

(PMSA), se obtuvieron cuatro cuadrantes. En el cuadrante derecho superior (>PMSA;

>K*/Na*) se ubicaron los genotipos que mejor relacion tuvieron (4, 5, 8, 18, 23, 25y 26) en

salino y sddico; mientras que en el cuadrante inferior izquierdo se encuentran los genotipos

de peor desempefio, coincidente con el ambiente salino-sédico (12,13, 19, 21, 29, 33).
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Figura 3.11: Relacion K'/Na* y produccion de materia seca acumulada (PMSA) para los 35
genotipos en los tres ambientes halomérficos. Cuadrante superior derecho: mayor PMSA y
mayor K*/Na* (>PMSA; > K'/Na"); Cuadrante inferior izquierdo: menor PMSA y menor K*/Na*

(<PMSA; < K'/Na").

El la Figura 3.12 se observa el biplot surgido de aplicar analisis de componentes

principales considerando los iones y la produccién de materia seca acumulada de todos los

genotipos en los cuatro ambientes. El 81,1% del total de la variabilidad es explicado por las
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dos componentes; la CP1 explica el 63% a través de las variables K'/Na*, K' y PMSA; y la
CP2 explica el 18,1% a través de la variable Ca® (Anexo, Tabla 3.VI). Se distinguio
claramente la agrupacion de los genotipos en el ambiente control (hacia la derecha), y en el
ambiente salino-sédico hacia la izquierda; mientras que en el plano intermedio se ubicaron

los genotipos afectados por los ambientes sddico y salino.
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0
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-5,00-, i i i )
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CP 1(63,0%)

Figura 3.12 Analisis de componentes principales para los tres ambientes con sales y los 35
genotipos en cada uno de los ambientes considerando iones Sodio (Na*), Calcio (Ca®),
Magnesio (Mg*), Potasio (K"), relacion Potasio/Sodio (K'/Na*) y peso de materia seca

acumulada (PMSA).
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2. Efecto del halomorfismo en los genotipos: estimaciéon de la correlaciéon

fenotipica entre caracteres por ambiente

Las correlaciones fenotipicas se calcularon por ambiente para todas las variables
(Anexo, Tabla 3.VII). A continuacion, se detallan las variables mas relevantes para cada

tratamiento, debido a su valor y a su significancia.

Produccion de Materia seca Acumulada (PMSA): Esta variable presento
correlacion positiva significativa (p<0,05) con las diferentes alturas para todos los ambientes,
destacandose en el ambiente salino-sddico (r= 0,38 a 0,26) con valores mas elevados que
para el resto de los ambientes. El PMSA presentd correlacion elevada (r=0,33 a 0,92) y
significativa (p<0,05) con las tres fechas de mediciéon del nimero de macollo (Nmac1,
Nmac2 y Nmac3), con valores mas altos en los ambientes sédico y salino. EI PMSA
correlaciono significativamente (p<0,05), con las tres fechas de corte (PS1, PS2 y PS3) en
todos los ambientes a (r=0,46 a 0,92) detectandose para el PS1 los mayores valores de
correlacion (r=0,83 a 0,92) indistintamente del ambiente; en el tratamiento salino se

observaron los mayores valores de r (0,85 a 0,92).

Tasa de crecimiento diario (TCD): La TCD en mm/dia mostré correlacion con todas
las alturas en el ambiente control (r=0,23 a 0,35; p<0,05). En el ambiente salino solo

correlaciond con la altura inicial previa al primero corte (r=0,27; p<0,05).

indice de verdor (SPAD): esta variable mostré correlaciéon negativa (r=-0,26;
p<0,05) con la TCD en el ambiente salino y también (-0,31; p<0,05) con la altura de rebrote
luego del primero corte en el ambiente control. En el ambiente salino-sédico correlaciono
con la altura de rebrote del segundo corte (r=0,23; p<0,05) y con la altura previa al tercer
corte (r=0,26, p<0,05).

Area Foliar Especifica (AFE): Esta variable correlacioné de manera positiva (r=0,28;
p<0,05) con la K'/Na* en el ambiente sodico. En el ambiente salino, se observé correlacion
positiva y significativa (p<0,05) para el Nmac2 (r=0,24) y Nmac3 (r=0,21) y para el PS3
(r=0,21).
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3. Efecto del halomorfismo en los genotipos: diversos analisis multivariados

Para los analisis multiambientales realizados se consideraron las 16 variables
analizadas (Alt-1; Alt-R1, Alt-2; Alt-R2, Alt-3; Nmac1, Nmac2; Nmac3, SPAD, PS1, PS2,
PS3, PMSA, TCD y AFE) se muestran en la Tabla 3.2.

3.1 Componentes Principales

Al realizar el analisis de componentes principales por ambiente (Anexo Tabla 3.VIII),
se observd que ambas componentes explicaron el 56% de la variabilidad en el control y
sédico, en el salino el 60% y en el salino-sddico el 61% del total de la variabilidad presente.
La CP1 explicé una variabilidad que oscilé entre el 31% en el control y 41% en el salino-
sodico. Las variables que mas aportaron a la CP1 en todos los ambientes fueron el nimero
de macollos en las tres fechas y la produccién de materia seca. Mientras que la CP2, explico

una variabilidad del 21% al 22% a través de la altura de planta.
3.2 Analisis de Conglomerados

Se realiz6 el andlisis de conglomerados jerarquizado por ambiente mediante el método
de encadenamiento promedio y la distancia euclidea (Figura 3.13). Los resultados indicaron
que al 50% de la distancia, se formaron distinta cantidad de subgrupos de genotipos con alta
similaridad. En términos generales, se destacan el ambiente salino por discriminar mayor
cantidad de subgrupos (18) y el salino-sédico por la menor cantidad (4). La correlacion

cofenética para este analisis oscilo entre 0,71 (salino) y 0,88 (salino-sddico).
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a ) Promedio (Average linkage) b) Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea) - CONTROL Distancia: (Euclidea) - SODICO

13 12
33 9
34 }—'7 27
12 21
23 33
28 17
26 2
30 19
2 28
2 5
4 : — -
3 24
24 8
31 34
19 s
. %
: 3
10
8 5
7 30
35 31
2 14
2 32
5 L 7
15
1% 23
14 3
18 6
9 11
2 | 3
5 4
1 1
0,00 2,28 4,56 6,84 9,1 0,00 2,38 4,76 7,13 9,51
Promedio (Average linkage) d Promedio (Average linkage)
C) Distancia: (Euclidea) - SALINO ) Distancia: (Euclidea) - SALINO-SODICO
34 12
13 33
12 4
9 28
" 24
33 19 —
2§ 16
8
27 21
2 7
2
25 30
10 17
8 7
14 1
32
29 20
7 25
15
21 6
2 14
15
2 34
5 35
17 10
30 31
22 29
3 32
24 26
18 23
6 5
20 3
4 9
31 18
35 22
1 1
0,00 1,94 3,87 5,81 7,74 0,00 2,90 5,80 8,69 11,59

Figura 3.13: Analisis de conglomerados para cada ambiente, contemplando las 16 variables en estudio: a) Control; b) Sddico; c¢) Salino;
d) Salino-Sédico.
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4. Andlisis de la interaccion genotipo ambiente para la produccion de materia
seca acumulada (PMSA) en los cuatro ambientes. Modelos AMMI.

Con el objetivo de clasificar los genotipos en estables e inestables a partir de la

PMSA vy su interaccion con el ambiente, se aplicaron los modelos AMMI (efecto de

interaccion multiplicativo y efectos principales aditivos).

41 AMMILIII

Las dos primeras componentes principales del modelo AMMI explicaron un 87% de
la variabilidad de los datos (Figura 3.14). Los ambientes sddico y salino-sédico, estuvieron
correlacionados y se asociaron con valores negativos a la CP2. Mientras que el ambiente
salino no se correlacioné con ningun ambiente y se asocidé al ambiente salino-sodico por
presentar valores negativos respecto de la CP1. El ambiente control se diferencié del resto
de los ambientes halomorficos y explicd la mayor variacion de los datos a nivel de la CP1,

mientras que el ambiente salino fue el que mas explico nivel de la CP2.

Se detectaron grupos de genotipos con diferente adaptacion por ambiente (Foto 3.3);
por ejemplo los genotipos con mayor adaptacién al ambiente control fueron: 9, 14, 15y 18
los de mayor adaptacién a ambiente salino fueron: 17, 21, 22, y 35; en el ambiente sédico se
destacaron los genotipos 7 y 34 y en el salino-sodico los genotipos 27 y 33. Por otro lado, se
identificaron los genotipos mas estables (3, 6, 8, 10, 11, 16, 19, 20, 23,26, 29, 30, 31, 34)
situados cerca del origen de las coordenadas. La prueba de Gollob (1968) permitid

determinar el nivel de significancia (p=1,42 10°) de la componente principal 1 (CP1: 87%).
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Figura 3.14: Biplot AMMI II, de los efectos principales e interaccion genotipo por ambiente
(IGA) para los 35 genotipos en los cuatro ambientes.
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Sal-Sod

Salino

Foto 3.3: a) Genotipo con buen desempefio productivo en los cuatro ambientes; b) genotipo
con buen desempeno productivo en el ambiente salino; c) genotipo con buen desempeno
productivo en ambientes sddico y salino-sddico; d y e) produccién de raices en genotipo con
buen desempefio en los cuatro ambientes; f) produccién de raices en genotipo con pobre
desempeno en los ambientes con sales, remarcando mortandad en ambiente sédico.

4.2 AMMI |

Este tipo de andlisis a diferencia del modelo AMMI I, permitié ver la estabilidad y la
productividad de los genotipos en los distintos ambientes. En la figura 3.15 se diferencian los
genotipos mas productivos y estables (1, 3, 5, 6, 7, 17, 20, 22, 23, 26, 30, 35) de los
genotipos menos productivos y menos estables (12, 13, 28) y de los genotipos muy buenos

productivamente y poco estables (9, 15, 18).
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Figura 3.15: Rendimiento promedio de la CP1 (Scores CP1) en funcion de la produccién de
materia seca acumulada (PMSA) para los 35 genotipos y los cuatro ambientes.

4.3 indice de tolerancia

El indice de tolerancia (IT) se aplico para complementar los analisis anteriores
(Figuras 3.14 y 3.15), tanto a nivel ambiental (el comportamiento de los genotipos por
ambiente) como a nivel de los genotipos (el comportamiento promedio de los genotipos en

todos los ambientes), y determinar su tolerancia o susceptibilidad al halomorfismo.

Al analizar el IT de los genotipos por ambiente en las fechas de corte (Figura 3.16) se
observé una disminucién del valor con el paso el tiempo, en particular en los tratamientos
sodico y salino-sodico. En el primer corte los genotipos en el ambiente sddico alcanzaron el
mayor IT; en el segundo corte el IT mayor se manifestd en los ambientes sédico y salino y
en el tercer corte en el salino. Este comportamiento pudo estar afectado por el estrés

causado por efecto de la defoliacion.
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Figura 3.16: indice de tolerancia (IT) y error estandar (E.E. en barras) para cada ambiente
con exceso de sales, en las tres fechas de corte (PS1, PS2, PS3). Letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05).

Al analizar el IT de los genotipos por ambiente para la PMSA, se observé efecto del

ambiente y del genotipo (p<0,05), sin IGA (Anexo Tablas 3.1X y 3.X). EI IT tendi6é a disminuir

con los sucesivos cortes (Tabla 3.8) y solo para el PS3 mostré diferencias muy

pronunciadas entre los ambientes.

Tabla 3.8: indice de tolerancia (IT) promedio # error estandar (+E.E.), para las tres fechas de
corte (PS1; PS2; PS3), IT para la produccion de materia seca acumulada (PMSA) evaluados
para cada ambiente. Comparaciéon de medias a través del test LSD de Fisher (p<0,05).

Ambiente IT PS1
Saddico 0,59+0,11
Salino 0,45+0,11

Salino-Sadico 0,37+0,11
Media 0,47+0,11

LSD 0,093

IT PS2
0,38+0,02
0,33+0,02
0,20+0,02
0,30+0,02

0,066

IT PS3
0,20+0,02
0,47+0,02
0,17+0,02
0,28+0,02

0,085

IT PMSA
0,39+0,01
0,39+0,01
0,24+0,01
0,34+0,01

0,031
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PMSAc

Al analizar el comportamiento de los genotipos a través de la produccion de
materia seca en control, y el indice de tolerancia en todos los ambientes, mediante un biplot
se observaron cuatro cuadrantes (Figura 3.17). Los genotipos ubicados en el cuadrante
superior derecho fueron los que mayor indice de tolerancia y productividad alcanzaron, por
lo tanto, se los consider6 Tolerantes (1, 3, 5, 6, 7, 9, 15, 17, 18,20, 22, 23, 26, 30 y 35); los
genotipos ubicados en el cuadrante inferior izquierdo fueron los que menor indice y
productividad presentaron, por lo tanto, se los considerdé Susceptibles (2, 8, 10, 11, 12, 13,
16, 19, 27, 29, 33 y 34). El resto de los genotipos presentaron comportamiento variable entre

la productividad y el indice de tolerancia.
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Figura 3.17: Biplot del indice de tolerancia (IT) de la produccién de materia seca acumulada
(PMSA) de los tres cortes y la PMSA en el ambiente control.

De los resultados aqui presentados se seleccionaron los genotipos que fueron
seleccionados como parentales para el siguiente capitulo y asi conformar las familias de

medio hermanos tolerantes susceptibles e intermedias que fueron evaluadas en condiciones
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de halomorfismo en hidroponia. De este modo se consideraron tolerantes: 7, 15, 18 y 17;
susceptibles: 13, 19, 29 y 33, y las intermedias: 5, 6, 8 y 35.

5. Efecto del halomorfismo en los genotipos: estimacion de los componentes de

la variancia y Grado de determinacion genética.

En general las estimaciones de los componentes de la variancia: variancia genotipica
(0®g) y variancia ambiental (c%e), y el grado de determinacién genética (GDG) variaron
acorde al caracter y al tratamiento considerado (Tabla 3.9). El promedio de los GDG de los
caracteres por tratamiento varié entre 0,57 en el tratamiento control, 0,54 en salino-sodico,
0,65 en sédico y 0,67 en el salino. Las variables de producciéon de materia seca (PS) de los
tres cortes tuvieron similar GDG, destacandose el mayor valor promedio (0,92) en el
tratamiento salino y el menor (0,60) en el salino-sédico. El peso de materia seca acumulada
presentd valores similares en los tratamientos con sales y muy bajo en el control (0,23). En
cuanto a la tasa de crecimiento diaria (TCD) a excepcion del ambiente sédico (0,49), el resto
de los ambientes presentaron valores similares y elevados, siendo el salino el que mayor
GDG present6 (0,85). El indice de verdor (SPAD), presenté valores bajos (0,09 a 0,34), el
sustrato sodico fue el que mayor valor mostro (0,34). La relacion K'/Na* presenté valores
muy altos (0,98; 0,90; 0,89) en los tratamientos salinos, pero significativamente bajo (0.27)

en el tratamiento control.

Tabla 3.9: Variancia genética (ozg), variancia ambiental (0%), grado de determinacion
genética (GDG), para las variables en estudio de la poblacién, en funcién de cada ambiente.
Altura (Alt), numero de macollos (Nmac), tasa de crecimiento diario (TCD), indice de verdor
(SPAD), area foliar especifica (AFE), relacion Potasio/Sodio (K'/Na®) peso de materia seca
(PS), peso de manteria seca acumulada (PMSA).

|Ambientes
Variable Parametro  Control Sédico Salino  Salino-Sédico
(0%) 13,54 14,90 5,29 11,63
ALt1 (o%) 18,23 17,72 16,89 12,74
GDG 0,69 0,72 0,48 0,73
(0%) 1,82 2,82 0,25 0,98
Alt-R1 (o%) 7,45 4,62 3,46 2,43
GDG 0,42 0,65 0,18 0,55
(0%,) 22,09 15,37 6,86 8,24
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Alt2

Alt-R2

Alt3

Nmac1

Nmac2

Nmac3

TCD

SPAD

AFE

K*/Na*

PS1

PS2

PS3

(0%)
GDG
(029)
(0%)
GDG
(029)
(0%)
GDG
(0%)
(0%)
GDG
(0%)
(0%)
GDG
(0%)
(0%)
GDG
(0%)
(0%)
GDG
(029)
(0%)
GDG
(029)
(0%)
GDG
(029)
(0%)
GDG
(029)
(0%)
GDG
(029)
(0%)
GDG
(029)

(o%)

31,02
0,68
1,46
2,96
0,60

17,64

29,05
0,65

138,77
1011,24
0,29
509,86
612,07
0,71
466,99
486,20
0,74
0,49
0,16
0,90
1,06
6,25
0,35
6,50

42,38
0,32
0,12
0,98
0,27
1,49

1,3
0,77
0,98
0,98
0,75
0,38

1,1

17,56
0,72
0,59
3,17
0,36
0,81
10,89
0,18
732,24
709,16
0,76
589,03
480,49
0,79
207,65
249,96
0,71
0,12
0,13
0,74
2,31
4,58
0,61
8,47
118,16
0,18
0,28
0,09
0,90
1,59
0,71
0,87
1,25
0,44
0,90
0,08
0,24

9,42
0,69
0,72
1,85
0,54
5,81
10,24
0,63
365,57
460,96
0,70
455,40
504,45
0,73
393,63
353,82
0,77
0,45
0,08
0,94
1,39
5,57
0,43
1,82
31,47
0,15
0,38
0,14
0,89
2,25
0,28
0,96
1,46
0,35
0,93
0,71
0,3

10,96
0,69
0,38
1,90
0,38
3,88
7,40
0,61

491,07

460,10
0,76

356,45

375,97
0,74

166,93

245,24
0,67
0,17
0,05
0,90
0,92
9,61
0,23

19,89
53,88
0,53
0,44
0,03
0,98
1,23
0,52
0,88
0,85
0,19
0,93

0,26
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GDG
(029)
PMSA (0%)
GDG

0,51
1,54
5,06
0,47

0,51
2,43
1,93
0,79

0,88
2,07
1,77
0,78

0,00
1,19
1,8
0,67

Se estimd el GDG para los indices de tolerancia de cada ambiente halomérfico

(Tabla 3.10), los resultados evidenciaron elevada variabilidad genética presente para la

produccién de materia seca, siendo PS2 y el PMSA los valores mas altos.

Tabla 3.10: Variancia genética (029), variancia ambiental (0%), grado de determinacién
genética (GDG), para el indice de tolerancia por corte (PS1-PS2-PS3), por produccion de

materia seca acumulada (PMSA), en funcion de cada ambiente.

Variable Parametro

IT-PS1

IT-PS2

IT-PS3

IT-PMSA

(%)
(o%)
GDG
(%)
(0%)
GDG
(%)
(0%)
GDG
(%)
(o%)

GDG

6. Plasticidad fenotipica

0,05
0,04

0,52
1,10

0,01

0,99
0,10

0,02

0,84
0,59

0,01
0,98

Sdédico

Ambientes
Salino

0,04
0,01

0,71
0,48

0,01

0,98
0,19

0,04

0,83
0,58

0,01
0,99

Salino-Sdédico

0,02
0,03

0,44
1,02

0,00

1,00
0,03

0,02

0,57
0,56

0,01
0,99

En la tabla 3.11 se presenta la estimacion de los componentes de variancia para los

35 genotipos de la poblacion creciendo en los cuatro ambientes. Para la interaccion

genotipo*ambiente (IGA), se observé que en 9 de los 15 caracteres fue significativa (p<0,05;

Tabla 3.4). En términos generales se observd que en 13 de los 16 caracteres analizados, la

variancia ambiental fue muy superior a la variancia genética y la de interaccién. Esto implico

valores bajos de GDG, a excepcion del numero de macollos para dos fechas de medicion
(Nmac1 y Nmac2) y el indice de verdor (SPAD). La heredabilidad de la plasticidad (PI?)
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alcanzé valores relativamente altos para la mayoria de los caracteres, siendo los mas

elevados los correspondientes a la produccion de materia seca para el segundo (PS2) y

tercer corte (PS3) y para la produccién de materia seca acumulada (PMSA).

Tabla 3.11: Varianza ambiental (0°4), genotipica (0%), de la interacciéon (o%s-a), del error
(0%), fenotipicas (o%), plasticas (02p|) de cada caracter en cada poblacion en estudio en los
cuatro ambientes. Heredabilidad plastica (PI?) y grado de determinacion genética (GDG).
Altura (Alt), numero de macollos (Nmac), tasa de crecimiento diario (TCD), indice de verdor
(SPAD), area foliar especifica (AFE), relacion Potasio/Sodio (K'/Na*) peso de materia seca

(PS), peso de manteria seca acumulada (PMSA).

Caracter
Alt1
Alt-R1
Alt2
Alt-R2
Alt3
Nmac1
Nmac2
Nmac3
TCD
SPAD
AFE
K*/Na*
PS1
PS2
PS3

PMSA

o’
28,63
26,68
77,10

3,59
44,07
88,03

241,24
482,88

0,10

0,26

5,19

0,55

2,92

6,81

2,69

35,88

o’
9,78
1,09
9,30
0,50
3,47
430,02
459,46
254,74
0,02
7,96
3,38
0,03
1,03
0,45
0,11

4,29

0%ca
1,53
0,37
3,76
0,33
3,32
-3,01
13,36
41,33
0,02
0,40
8,96
0,03
0,04
0,08
0,05

0,28

o’
16,40
4,48
17,25
2,44
14,77

659,19
492,62
334,93

0,10
6,50
57,26
0,31
0,70
0,50
0,50

2,63

47,39

85,01

254,61

524,21

0,12
0,66
14,15
0,57
2,96
6,89
2,74

36,16

0'2|=

56,34
32,61
107,41
6,85
65,63
1174,23
1206,69
1113,88
0,23
15,12
74,79
0,91
4,69
7,84
3,35

43,08

PI*
0,54
0,83
0,75
0,57
0,72
0,07
0,21
0,47
0,50
0,04
0,19
0,63
0,63
0,88
0,82

0,84

GDG
0,17
0,03
0,09
0,07
0,05
0,37
0,38
0,23
0,06
0,53
0,05
0,03
0,22
0,06
0,03

0,10
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DISCUSION

Las especies naturalizadas son un recurso forrajero disponible y a menudo poco
explorado en los ambientes salinos-sédicos, principalmente por su adaptacion a condiciones
ambientales y de manejo extremas. Esta adaptacion es por lo general una caracteristica
evolutiva funcional propia de una poblacién que se origina a través de la seleccion natural.
En especies alégamas, con sistemas complejos alopoliploides, como es el caso del agroprio
alargado, se presume que la adaptacion a ambientes hidro-halomérficos ha promovido una
importante variabilidad genética y plasticidad fenotipica en las poblaciones, y son por lo
tanto consideradas una fuente de germoplasma que puede proveer la variabilidad y
plasticidad necesarias para desarrollar futuros programas de mejoramiento genético
(Duyvendak y Luesink, 1979).

En el presente capitulo, se estudid el crecimiento en estado de planta adulta una
poblacion de agropiro en hidroponia en condiciones controladas bajo cuatro sustratos
halomérficos que simularon distintos tipos de suelo (control; salino; sédico; salino-sédico).
Los resultados obtenidos indicaron una respuesta diferencial de los genotipos acorde a su
estabilidad en todos los ambientes halomérficos y una elevada plasticidad fenotipica. Al
analizar el comportamiento de los genotipos en cada ambiente halomorfico, se evidencio
afectacion del crecimiento dependiendo del ambiente considerado. En general el ambiente
salino-sédico fue el mas perjudicial. Si bien se analizaron numerosas variables, los
indicadores mas relevantes para la seleccion de los genotipos tolerantes fueron el peso de
la materia seca acumulada (PMSA), la Relacion K'/Na’, la estabilidad y/o adaptabilidad
(AMMI) y el indice de Tolerancia (IT).

1. El comportamiento de la poblacion en halomorfismo

A partir de la fenotipificacion morfoldgica vy fisioldgica de los genotipos sometidos a
halomorfismo y la aplicacién del modelo AMMI, se pudo discriminar grupos de individuos
acorde a su estabilidad en todos los ambientes considerando la PMSA (Gauch, 1988; Gauch
y Zobel, 1997). De esta forma se detectaron genotipos tolerantes y superiores
productivamente en determinados ambientes: 9, 14, 15y 18 en control, 17, 21, 22, y 35 en
salino; 7 y 34 en sodico, y 27 y 33 en salino-sodico; y otros que mostraron estabilidad en
todos los ambientes: 3, 6, 8, 10, 11, 16, 19, 20, 23,26, 29, 30, 31, 34.

123



Las diferencias detectadas dentro de la poblacion estudiada fueron el producto de
factores genéticos y ambientales propios de la adaptacion en su ambiente natural; como
también de la expresion de una variabilidad genética encriptada en los genotipos y liberada
cuando las plantas crecieron en concentraciones de sales elevadas. Dentro del contexto de
adaptacion a nuevos ambientes, la variacion encriptada ha sido considerada como un
mecanismo para responder a fluctuaciones ambientales, a través de nuevas frecuencias
alélicas y genéticas expresadas en fenotipos similares (Bennett, 1970). Solo cambios en las
condiciones ambientales pueden revelar la variabilidad genética encriptada, dado que
diferentes genotipos parecidos fenotipicamente en un ambiente, no lo son necesariamente
en otro ambiente. Esta variacion encriptada puede contribuir a la habilidad de la poblacion a
invadir nuevos habitats (Waddington, 1957; Andrés, 1991).

La amplitud ecologica de una especie depende de la cantidad de variabilidad
genética que contiene y de su habilidad para ajustarse genéticamente a la condicién
ambiental. Sin embargo, también depende de la habilidad de las plantas a responder
fenotipicamente a través de la plasticidad fenotipica (Baker, 1965; Bradshaw, 1965; Abbott,
1976; Schmid, 1985). En el presente estudio la heredabilidad de la plasticidad fenotipica de
la poblacion, expresé valores elevados para la mayoria de los caracteres morfofisolégicos
evaluados y muy baja varianza genética. Este tipo de respuesta se considera adaptativa a la
variacion ambiental producida a pequefia escala. Los valores elevados de la plasticidad se
complementaron con los bajos valores de heredabilidad (GDG), y esto puede interpretarse
como un comportamiento poblacional atribuible a que los genotipos fueron sometidos
experimentalmente a condiciones salinas extremas que redujeron la expresion de la

variancia genética.

En especies poco domesticadas, en proceso de adaptacion a condiciones
ambientales extremas, es posible que el efecto de un estrés abidtico determinado reduzca la
expresion del genotipo y por lo tanto su componente genético heredable (Andrés, 1991).
Dependiendo de la magnitud, forma y frecuencia de la variacion ambiental, las plantas
responden genéticamente o a través de modificaciones morfofisiolégicas que no implican

alteraciones genéticas.

2. El comportamiento de los genotipos a los ambientes halomérficos

Los resultados obtenidos en el presente capitulo indicaron que el comportamiento de
los genotipos seleccionados como tolerantes en cada ambiente halomorfico, demostraron

buen comportamiento productivo en todos los ambientes, mientras que los susceptibles
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demostraron un comportamiento productivo pobre. A continuacion, se describen las tres
variables mas relevantes para la seleccién de los genotipos: el peso de la materia seca

acumulada (PMSA), la Relacién K'/Na”, y el indice de Tolerancia (IT).

Al analizar el peso de la materia seca acumulada de los genotipos se evidencié que
el ambiente salino-soédico fue el mas perjudicial de todos los ambientes; sin embargo,
aquellos genotipos seleccionados como tolerantes demostraron buena productividad en los
tres ambientes halomérficos. En agropiro alargado existen escasos trabajos que comparen
el efecto de diferentes tipos de sales en el crecimiento de genotipos adultos clonados. La
mayoria de las investigaciones han sido realizadas en condiciones de salinidad por NaCl,
con distintas concentraciones y tiempos de exposicion y en plantulas (Maciel et al., 2015).
Algunas de ellas (Mansilla, 2012) compararon el crecimiento en sustrato sodico y salino,
demostrando menor crecimiento en sustrato salino en variables que componen el
rendimiento de la materia seca. Palacios et al., (2015) observaron comportamiento similar en
estos caracteres a los 15 y 60 dias desde iniciado el trasplante en un suelo sédico
(CE=1,9dS/m; pH 9,2).

La relacion K'/Na® es un indicador para determinar el comportamiento de las plantas
a la salinidad; aquellos genotipos que mantienen una alta relacién K'/Na* son considerados
tolerantes (Al-Ghumaiz et al., 2017; Yeo et al, 1990; Garcia et al, 1997; Flowers et al., 2000;
Negréo et al., 2017). En el presente estudio se demostré que en los ambientes halomorficos
los genotipos exhibieron un desbalance pronunciado en la relacién K*/Na*, que se evidencio
en una concentracion de K* menor y de Na® mayor, en particular en el ambiente salino-
sédico. Sin embargo, al analizar los genotipos seleccionados como tolerantes se observo
una mayor relacion K*/Na* que indicaria una mejor regulacion de la concentracion de ambos
iones en hoja para estos genotipos, mientras que los genotipos susceptibles presentaron

una baja relacion en todos los ambientes halomérficos.

Oftro indicador para determinar la tolerancia de las plantas al halomorfismo es el
Indice de tolerancia (IT) (Negrao et al., 2017). El IT es el cociente entre la produccion de
biomasa seca aérea en halomorfismo y en el control (Rosielle y Hamblin, 1981; Fernandez,
1992; Munns et al, 2002). Segun los resultados obtenidos en el presente estudio
relacionando el IT con la produccion de biomasa en el ambiente control, se detectaron dos
grandes grupos contrastantes de genotipos, los tolerantes altamente productivos (1, 3, 5, 6,
7,9, 15, 17, 18,20, 22, 23, 26, 30 y 35), y los susceptibles menos productivos (2, 8, 10, 11,
12, 13, 16, 19, 27, 29, 33 y 34).
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Los resultados del presente estudio poblacional permitieron detectar genotipos de
interés para ser incorporados a diferentes programas de mejoramiento genético de agropiro
alargado. Si el objetivo de la seleccion fuera obtener cultivares tolerantes y de elevada
productividad en suelos salinos, los genotipos 17, 21, 22 y 35 serian los incorporados; en el
caso que la seleccion fuera destinada a obtener cultivares de buen comportamiento en
suelos sédicos, los seleccionados serian 2, 7 y 34; para suelos salino-sédicos, los elegidos
serian 10, 27 y 33. Si la seleccién tuviera como objetivo obtener cultivares de buen
desempeno en suelos heterogéneos, con grado de halomorfismo variable, los genotipos
seleccionados serian 3, 6, 8, 10, 11, 16, 19, 20, 23,26, 29, 30, 31, 34.

Con la finalidad de conformar familias de medios hermanos que representaran el
espectro de los grupos detectados con diferente tolerancia al halomorfismo, se
seleccionaron los genotipos que fueron parentales para el siguiente capitulo, agrupados en
tolerantes (7, 15, 17 y 18), susceptibles (13, 19, 29 y 33) e intermedios (5, 6, 8 y 35).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente capitulo permitieron obtener las siguientes

conclusiones:

- La variabilidad fenotipica observada para los caracteres morfo-fisiologicos expresé un

componente genético diferencial dependiente del ambiente.

- En diferentes condiciones ambientales, la poblacion estudiada expresé un elevado
componente plastico heredable, destacandose los elevados valores correspondientes a la

produccién de materia seca

- El indice de tolerancia y la relacion K'/Na* son buenos indicador para ser utilizados como

criterios de seleccion en programas de mejoramiento de la especie.

- Bajo condiciones de exceso de sales en hidroponia, los genotipos expresaron diferencias
morfo-fisiolégicas en el crecimiento que permitieron agruparlos como tolerantes y

susceptibles.

-Si el objetivo de la seleccion fuera obtener cultivares tolerantes y de elevada productividad
en suelos salinos, los genotipos 17, 21, 22 y 35 serian los incorporados; en el caso que la
seleccion fuera destinada a obtener cultivares de buen comportamiento en suelos sddicos,
los seleccionados serian 2, 7 y 34; para suelos salino-sédicos, los elegidos serian 10, 27 y
33.

-Si la seleccién tuviera como objetivo obtener cultivares de buen desempefio en suelos
heterogéneos, con grado de halomorfismo variable, los genotipos seleccionados serian 3, 6,
8, 10, 11, 16, 19, 20, 23,26, 29, 30, 31, 34.
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CAPITULO IV

COMPORTAMIENTO DE FAMILIAS DE MEDIO
HERMANOS CRECIENDO EN CONDICIONES
HALOMOREFICAS EN HIDROPONIA
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INTRODUCCION

En términos generales los objetivos primarios de los programas de mejoramiento
genético de especies forrajeras, han sido el incremento de la productividad en términos de
produccion total y/o distribucién estacional, de la calidad y de la persistencia. En los ultimos
afios la ocurrencia de factores ambientales extremos ha provocado el aumento de los
estudios relacionados con la respuesta de los genotipos a factores abioticos como sequia,
salinidad, anegamiento y temperaturas extremas, entre otros, con el objetivo de obtener
cultivares tolerantes y productivamente estables. Para cumplir con dicho objetivo se requiere
de la seleccion simultanea de varios caracteres, no siempre regulados por el mismo
conjunto de poligenes. Esto comprende los caracteres relacionados con la produccion de
biomasa, aquellos que afectan la produccién de semillas y otros que determinan

persistencia.

En el caso de la seleccién por tolerancia a salinidad la complejidad genética del
caracter constituye en muchos casos un problema para avanzar en el desarrollo de nuevo
germoplasma tolerante al estrés (Munns et al., 2002; Flowers, 2004; Ashraf, 2004). Se ha
demostrado que, si bien existe heredabilidad en la tolerancia a la salinidad, esta depende de
un numero importante de caracteres y estd muy influenciada por las interacciones genético-

ambientales.

Adicionalmente si la seleccidon se realiza a campo en condiciones de suelos
halomorficos, puede ser aun menos efectiva por la elevada interaccion genético ambiental.
Esta interaccion puede ser de tipo “cuantitativa”, es decir, con capacidad de modificar la
posicién relativa de los genotipos, pero no su orden de jerarquia, o de tipo “cualitativa”, es
decir con capacidad de modificar la posicion relativa de los genotipos y también su orden de
jerarquia (Mariotti, 1986). Cuando el objetivo de la seleccion es obtener un cultivar
especifico para un determinado ambiente, la interaccién cualitativa puede ser de utilidad ya
que indica adaptabilidad especifica de ciertos genotipos a determinadas condiciones

ambientales.

Por lo tanto, el ambiente de seleccion es determinante del progreso genético. Existen
dos condiciones basicas y fundamentales para definir un “buen ambiente” de seleccién, una
de ellas es que tenga la capacidad de discriminar entre buenos y malos genotipos, es decir
debe inducir en la poblacion una elevada expresion de la variabilidad genética presente, que
permita realizar la seleccion con eficacia y expresar heredabilidades altas para todos los

caracteres de interés. La otra condicion es que tenga una adecuada capacidad de
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prediccion del comportamiento de las selecciones obtenidas puntualmente, en el area de
mas probable difusién del cultivo. Es decir, debe existir una alta correlacion genética entre
las expresiones de los caracteres de seleccidn en el sitio elegido y en los ambientes en que

se difundiran los cultivares (baja interaccién genotipo-ambiente).

En especies aldbgamas como el agropiro alargado, los métodos de seleccién
habitualmente utilizados con éxito a campo son la seleccién recurrente fenotipica y el test de
progenies. Ambos permiten estimar la varianza genética aditiva presente en el germoplasma
y definir la estrategia de mejoramiento a implementar. La heredabilidad en sentido estricto
(h*=0%,/0%), esta dada por el cociente entre la varianza genética aditiva (0%,) y la varianza
fenotipica (0% = 0% + 0%) y expresa el grado en el que los fenotipos estan determinados
por los genes transmitidos por los padres, es decir que determina el grado de parecido entre
parientes y por lo tanto es de gran importancia en los programas de mejoramiento ya que es
el principal determinante de la respuesta a la seleccién. De acuerdo con Stanfield (1971), los
caracteres se consideran de heredabilidad alta, cuando esta es mayor que 0,50; de

heredabilidad media entre 0,20 y 0,50 y de heredabilidad baja si es menor a 0,20.

Sin embargo, en la seleccion por tolerancia al estrés salino o halomoérfico, los
métodos de seleccion basados en evaluaciones de familias de medios hermanos en
ambientes controlados de invernaculo y camaras de crecimiento, resultan mas efectivos y
predicen con mayor certeza el dafio causado por el estrés en caracteres morfologicos y
fisiologicos. Estas variables representan los efectos combinados genéticos y ambientales,
sobre el crecimiento de las plantas y se relacionan con los mecanismos fisiologicos y los
indicadores bioquimicos de la tolerancia a la salinidad (Noble y Rogers, 1992; Franco et al.,

1993; Ashraf y Harris, 2005; Cramer, 2003), permitiendo establecer criterios de seleccion.

En el presente capitulo se estudio el crecimiento en estado de plantula de 12 familias
de medios hermanos derivadas de 35 genotipos de agropiro (Capitulo 1ll), en condiciones de
halomorfismo en hidroponia, considerando cuatro ambientes con exceso de sales que
simularon distintos tipos de suelo: 1. control; 2. salino; 3. sédico; 4. salino-sédico, con el

objetivo de establecer criterios de seleccion en la especie.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
- Bajo condiciones de halomorfismo en hidroponia, la descendencia de la poblacion

estudiada expresa diferencias morfo-fisiolégicas en el crecimiento que permiten agruparlos

como tolerantes, intermedias y susceptibles.

- La variabilidad fenotipica observada para los caracteres morfo-fisioldgicos expresa un
componente genético aditivo factible de seleccionar que depende del ambiente (tipo de

sales).

Objetivos

- Detectar diferencias morfo-fisiolégicas en el crecimiento de las FMH en distintas

condiciones de halomorfismo en hidroponia.

- Identificar y agrupar a las FMH como tolerantes, intermedias y susceptibles a los diferentes

ambientes a través de indicadores asociados a la tolerancia al halomorfismo.

- Estimar componentes de varianza fenotipica y heredabilidad en sentido estricto en

caracteres morfo-fisioldgicos en los diferentes ambientes.
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MATERIALES Y METODOS

1. Las familias de medios hermanos estudiadas

Las 12 familias de medios hermanos (FMH) seleccionadas como tolerantes (7, 15, 17
y 18), susceptibles (13, 19, 29 y 33) e intermedias (5, 6, 8 y 35) de la poblacién estudiada en
el capitulo lll, se cosecharon de la nursery a campo (caracterizada en el capitulo Il), y se
sembraron en vasos de 400cc en febrero 2016 hasta el momento del trasplante (8-10

macollos) a condiciones semi-controladas de halomorfismo en hidroponia.

2. Acondicionamiento en invernaculo, siembra y disefo aplicado

2.1 Diseio experimental

El disefio experimental fue parcelas divididas en bloques con tres repeticiones vy
cuatro ambientes logrados con combinaciones especificas de determinadas sales para
simular distintos tipos de suelo: 1. control; 2. salino; 3. sodico; 4. salino-sédico (Tabla 4.1).
La parcela mayor correspondié al ambiente y la parcela menor a la FMH. Cada FMH estuvo

representada por 24 genotipos (8 plantas por FMH por repeticién).

2.2 El sustrato y las soluciones (ambientes)

El sustrato de base utilizado fue arena lavada, con agua de canilla y lluvia, y perlita
en proporcion 1:1. Se descartd presencia de sales y materia organica aplicando acido
clorhidrico y peroxido de hidrogeno respectivamente (Foto 4.1). El sustrato acondicionado,
se colocd en cajones de madera (50cm x 35cm x 25cm) recubiertos con nylon negro,
perforado en la base para permitir el drenaje (Foto 4.2). Las soluciones de riego (capitulo 1)
con solucién nutritiva Hoagland segun protocolo (Hoagland y Arnon, 1950), agua destilada
(solucion concentrada), agua de canilla y las sales especificas para cada tratamiento (Tabla
4.1). El preparado de la solucidon de riego salina, fue con agua de canilla a la cual
previamente se le agrego acido sulfurico, para disminuir el pH a valores de 6,5-7,5 (Foto
4.1).

132



R T T T

Foto 4.1: a) Lavado de arena con agua de canilla, b) y c) Preparado de cajones con film, y
mezcla de arena lavada: perlita. d) Plantulas creciendo en vasos hasta lograr 8-10 macollos,
e) Preparado de la soluciéon nutritiva de Hoagland en laboratorio.
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Foto 4.2: a) Trasplante y perforacion de los cajones, b) y c¢) disposicion del ensayo en
invernaculo.
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2.3 Inicio del experimento

El 26 de abril de 2016 se trasplantaron las 12 FMH en los cajones con el sustrato
base y fueron regados con agua de canilla durante cinco dias y con soluciéon nutritiva
Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) durante otros 15 dias, para su acondicionamiento,
hasta dar inicio a la aplicacion de los tratamientos (ambientes). La aplicacion de los mismos,
se realizdé de manera gradual, para evitar un estrés por shock (Noaman et al., 2002; Parida y
Das, 2005). Cada cajoén fue monitoreado cada 15-20 dias para analizar valores de pH y CE,
con equipos del Laboratorio Regional de la EEA Pergamino (Foto 4.3), cuando fue necesario

se realizaron lavados de sales con agua de pH 6,0-6,5.
Tabla 4.1: Ambientes generados con los tratamientos aplicados para evaluar las 12 FMH.

Caracteristicas

CE (dS m™) pH Concentracion Sales empleadas
(mM)
Ambientes*
Control <4 6,5-7,5 -
Saédico <4 >8,5 20:20 Bicarbonato de Sodio (HCO3sNay) y
Carbonato de Sodio (Na2COs)

Salino >4 <8,5 250 Cloruro de Sodio (CINa)
Salino-Sédico >4 >8,5 250; 20; 20 CINa; HCO3;Nay; Na,CO3

*Segun valores USDA (Richards, 1954)

Foto 4.3: a) y b) Muestreo y monitoreo de CE (dS m™) y c) medicién en mesada de pH de
los sustratos muestreados en los cajones.

135



3. Caracteres evaluados

Entre los meses de mayo a septiembre de 2016 se realizé6 la fenotipificacion
morfoldgica vy fisioldgica, para ello se registraron 17 caracteres morfoldgicos y 6 caracteres
fisioldgicos en planta individual en diferentes fechas (Tabla 4.2; Foto 4.4). En la figura 4.1,
se observan los datos de temperatura correspondiente al periodo mencionado dentro de
invernaculo.

Tabla 4.2: Caracteres (abreviatura; unidad) y momento de evaluacion (fecha y en dias
desde aplicado los tratamientos que generaron los ambientes) para las 12 FMH.

Fecha de Medicion

Caracteres Caracter Abreviatura, Unidad Dias
Fecha (desde aplicados
los tratamientos)
Altura primera medicion Alt-0 (cm) 16/05/16 16
Altura al primer corte Alt-1 (cm) 12/07/16 40
Altura al segundo corte Alt-2 (cm) 17/08/16 80
Altura al tercer corte Alt-3 (cm) 13/09/16 110
Num_e_rg macollos vegetativos primera Nmaco 16/05/16 16
medicion
Numero macollos vegetativos al primer corte Nmac1 12/07/16 40
” . 80
o Numero macollos vegetativos al segundo Nmac2 17/08/16
Morfoldgicos | corte
Numero macollos vegetativos al tercer corte Nmac3 13/09/16 10
Area Foliar primer corte AF1 (cm?) 12/07/16 40
Habito de Crecimiento HC 17/08/16 80
Ancho de Hoja A-Hoja (mm) 17/08/16 80
Largo de Hoja L-Hoja (cm) 17/08/16 80
Produccion de materia seca primer corte PS1 (g) 12/07/16 40
Produccion de materia seca segundo corte PS2 (g) 17/08/16 80
Produccion de materia seca tercer corte PS3 (g) 13/09/16 110
IProducmon de materia seca acumulada de PMSA (g) 13/09/16 110
os tres cortes
Largo Raices L-Raices (cm) 13/09/16 110
CRA inicio CRA-24h
MDA MDA 31/05/16 1
Fisiolégicos (mM MDA/mg PF)
FRAP FRAP (umoles/gPF)
CRA final CRA-110d 13/09/16 110
Acumulgcién de iones: sodio, potasio, calcio y Al 10/09/16 107
magnesio (nmoles/mg ps)
) PS1-PS2- | Acorde al momento
Indice de Tolerancia IT PS3y de corte
PMSA
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Figura 4.1: Temperaturas: maxima (Max), minima (Min) y media en °C, dentro de
invernaculo.

A continuacion, se indican los registros por caracter evaluado: Altura de planta (Alt):
con una regla graduada (cm) apoyada en el centro de cada planta hasta el extremo superior.
Numero de macollos vegetativos (Nmac): por conteo directo del nimero de macollos
producido por cada planta. Peso de la materia seca primer, segundo y tercer corte (PS1;
PS2; PS3): corte con tijera a 3 cm desde la superficie del cajon, con identificacién y
conservacion en bolsas de papel tipo kraft; secado en estufa de aire forzado (60°C; 48 hs) y
pesado (g/planta) en balanza OHAUS TS4ks (Max 4000g, d=0,1g). Peso de la materia
seca acumulada de los tres cortes (PMSA): correspondié a la suma de la materia seca en
gramos de los tres cortes realizados. Area Foliar primer corte: para cada planta cosechada
durante el primer corte, se midid el area foliar por utilizando equipo Li-cor LI-3100C. Habito
de Crecimiento: se midi6 a través de escala visual: 1-postrado, 2-semipostrado, 3-
intermedio, 4-semierecto, 5-erecto. Ancho de Hoja: se mididé con regla graduada desde en
el tercio medio de una hoja tomada al azar totalmente expandida. Largo de Hoja: en la
misma hoja que se midio el ancho, se midio el largo de hoja desde la base hasta la punta.
Largo Raices: una vez realizado en ultimo corte de biomasa aérea se procedioé a limpiar
cada planta y medir el largo desde la base hasta la punta. Contenido Relativo de Agua
(CRA): se midi6 a las 24hs y al final del ensayo, se ralizdé segun Diaz-Pérez et al. (1995):

CRA= Peso Fresco-Peso Seco
Peso a saturacion-Peso Seco

Malondihaldehido (MDA): La peroxidacién lipidica, medida como concentracion de MDA
(mM MDA/mg PF), se determind por la reaccion con al acido tiobarbiturico (TBA) segun el
meétodo descripto por Heath y Packer, 1968. Reduccién de acido férrico (FRAP siglas del

inglés: Ferric Reducing Ability of Plasma): para la mediciéon de esta variable se realizé
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segun protocolo de Strain JJ, 1996. Acumulacién de iones (Al): se realizé el mismo
protocolo que el mencionado en el capitulo Ill. indice de tolerancia: es una medida de la
reduccion de una variable en un determinado tratamiento (X;) respecto de la misma variable
en el control (X;), IT = X/ Xe.

MDA, FRAP, Al: Estas mediciones se realizaron en el Centro de Investigacion
Agropecuaria-IFRGV-INTA

a

Foto 4.4: Ejemplo de Mediciones realizadas durante el periodo de ensayo: a) area
foliometro; b) y ¢) contenido relativo de agua (CRA); d)-h) obtencion y acondicionamiento de
la muestra en invernaculo; i)-k) obtencion de muestra para realizar parametros fisiolégicos; 1)
lector de microplacas Labsystems Multiskan MS, m) espectrofotémetro Beckman Coulter DU
640B.
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4. Analisis de variancia entre y dentro de FMH
Con el fin de analizar la significancia de las variancias de los diferentes caracteres
entre y dentro de las FMH se realizaron los siguientes analisis, se utilizé un modelo de

parcelas divididas en un arreglo en bloques:

Yig= M +Ti+ yj + O +B« + pi + Eik

Donde Yy representa la respuesta observada en el k-ésimo bloque, i-€simo ambiente
y j-ésimo genotipo, J es la media general de la respuesta, T; representa el efecto del i-€simo
ambiente, y; representa el efecto de la j-ésimo familia de medio hermano (FMH) y o;
representa el efecto de la interaccion ambiente*FMH. Por otra parte, By, pi y €k corresponde
a efectos aleatorios de los bloques, de las parcelas dentro de los bloques y de los errores
experimentales. Luego de realizar este andlisis con el objetivo de detectar que genotipos
difirieron significativamente en la media de los caracteres evaluados, se realizé la prueba t
para la diferencia minima significativa (LSD, “least significance difference”, DGC, “Prueba de
Di Rienzo, Guzman y Casanoves”).
Tabla 4.3: Fuentes de variacion, grados de libertad (GL), cuadrados medios (CM) y

esperanza de cuadrados medios (E(CM)), para cada componente de la variancia en el
analisis entre familias en los distintos ambientes.

Fuente de variaciéon GL CM E(CM)
Bloques r-1
Ambientes t-1 CM; 0% + 1.0%ga + 9.0%a + 1.9.0%
Bloque*Ambiente (t-1)%(r-1) CMgea 0%c + 9.0%a
FMH g-1 CMs 0% + r.0°gp + 1.1.0%
FMH*Ambiente (g-1)*(t-1)  CMga 0% +.0%gA
Error (r-1)*(ag-1)  CMg 0%

Dénde:

GL= grados de libertad,
E (CM)= esperanza de los cuadrados medios,

r= n° de bloques (repeticiones),
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t= n° de ambientes,
g= n° de familias de medio hermanos (FMH),
0= varianza del error,
0%rea; O°ca = varianzas de las interacciones,
0°,= varianza del ambiente,
0°g= varianza entre FMH
Calculos de las varianzas a partir de los cuadrados medios segun las siguientes ecuaciones:
0°A= (CMa - CMgea— CMa-g + CMe)/r*g
06 = (CMg — CMag)/r.t
0%ga= (CMa-g —CMg)/r

02E = CME

4.1 Estimacion de componentes de variancia por ambiente

Los componentes de variancia para cada variable se estimaron a partir de los
modelos lineales mixtos del paquete estadistico Infostat® en interfaz con R (Di Renzo et. al,
2012). Las FMH vy las repeticiones se consideraron como efectos aleatorios, de este modo

se obtuvieron los parametros de los efectos aleatorios: desvios y correlaciones.

0’6 = (8c)?
0°s= Variancia genética
0s= Desvio genético
0'2E = (6e)2
0% = Variancia ambiental
0= Desvio ambiental
0%= 0%+ 0%

o’¢ = Variancia fenotipica

4.2 Estimacion de la heredabilidad en sentido estricto (h?) por ambiente
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La heredabilidad en sentido estricto (h?) se define como el cociente de la variancia

genética aditiva (02,) sobre la variancia fenotipica (0%):
h2=02,/ 0%

La heredabilidad expresa la proporcion de la variancia total que es atribuible a los
efectos medios de los genes y esto es lo que determina el grado de parecido entre
parientes. La funcion mas importante de la heredabilidad en el estudio genético es su papel
predictivo que expresa la confiabilidad del valor fenotipico como indicador del valor
reproductivo. En el mejoramiento tradicional unicamente pueden medirse los valores
fenotipicos de los individuos, pero el valor reproductivo es lo que determina su influencia en
la siguiente generacidon. De este modo, si el mejorador o el experimentador seleccionan
individuos para que sean progenitores de acuerdo a sus valores fenotipicos, el éxito en
cambiar las caracteristicas de la poblacion puede predecirse Unicamente a partir del
conocimiento del grado de correspondencia entre los valores fenotipicos y los reproductivos.

Este grado de correspondencia es medido a través de la heredabilidad (Falconer, 1989).

De los componentes de la variancia estimados a partir de los cuadrados medios
(CM), la variancia familiar (0?g) representa la variancia genética entre las familias de medio
hermanos, la cual es igual a la covariancia entre medios hermanos (covMH), y puede ser
utilizada para estimar la variancia aditiva (0%,), ya que o%z=cov(MH)=1/4 02, entonces, la

variancia aditiva puede estimarse como:
0%, = 4%0%
Las estimaciones de la heredabilidad en sentido estricto en base a planta individual

se realizaron en base a los componentes de la variancia del andlisis por planta individual

(Nguyen y Sleper, 1983), segun la siguiente formula:
hindiviaua= 4*0%/ (0%t 0%+ G%)

Donde, 0% es la variancia del error que expresa la variacion ambiental entre
repeticiones, 0%; es la variancia genética existente entre familias de medios hermanos y 63,
es la variancia dentro de cada familia de medio hermano o variancia planta a planta. Esta
h?4viqua S€ aplicod a todos los caracteres que se evaluaron con un nimero mayor a nueve

plantas por FMH.

También se estimoé para comparar, la heredabilidad en sentido estricto en base a los
componentes de la variancia del andlisis de la media de la parcela (Nguyen y Sleper, 1983),

segun la siguiente férmula:
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h?pmu= 0%/ (0%c+ 0%/r+ 03,/r*n)

Donde r son las 3 repeticiones, n el numero de plantas por repeticion, o2 es la
variancia del error que expresa la variacién ambiental entre repeticiones, 0%; es la variancia
genética existente entre familias de medios hermanos y 6%, es la variancia dentro de cada

familia de medio hermano o variancia planta a planta.

Del mismo modo se estimé la heredabilidad en sentido estricto en base a los
componentes de la variancia del analisis de la media de la parcela (Nguyen y Sleper, 1983),

segun la siguiente férmula:
h%pyn= 0%/ (O'ZG+ O'Ze/r)

Esta se aplicé cuando los caracteres fueron tomados como media por parcela: Na*,
K*, K'/Na*, MDA y FRAP.

5. Analisis Multivariado: Componentes Principales
Con los datos obtenidos de las variables morfo-fisolégicas, se ralizaron los analisis
multivariados con el objetivo de detectar diferencias y/o similitudes entre las FMH (Crisci y
Lopez Armengol, 1983). Los analisis aplicados fueron: Analisis de Componentes Principales
y Analisis de Conglomerados Jerarquizado (Cluster), a través del paquete estadistico
Infostat®.

El Analisis de Componentes Principales (ACP) se basa en la transformacion de un
conjunto de variables cuantitativas originales en otro conjunto de variables independientes
no correlacionadas, llamadas componentes principales. El objetivo de este analisis es poder
condensar la informacion obtenida, en unas pocas componentes principales que expliquen

la mayor variabilidad posible.
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RESULTADOS

1. Efecto del halomorfismo en las FMH: Caracteres Morfolégicos

De manera descriptiva en el Tabla 4.4 se observa, la media, el desvio estandar, el
coeficiente de variacion, valores minimo y maximo, el efecto de ambiente, el efecto de
familia de medio hermanos (FMH) y la interaccion FMH*ambiente (IGA), para todos los
caracteres evaluados en las 12 FMH creciendo en los cuatro ambientes. Los resultados
indicaron efecto de los ambientes (p<0,05) para todos los caracteres a excepcioén de la
altura inicial (Alt-0) y el numero de macollos inicial (NmacO0), y diferencias significativas
(p<0,05) entre las FMH para todos los caracteres a excepcion del peso de materia seca al
segundo corte (PS2). En cuanto a la IGA, fue significativa para 12 de los 17 caracteres: Alt-
2, Alt-3, NmacO, Nmac1, Nmac2, Nmac3, AF1, HC, A-Hoja, L-Hoja, PS1, PS2, PS3, PMSA y
L-Raices (p<0,05), el resto no presento significancia a este nivel: Alt-0, Alt-1, L-Hoja, PS2,
PS3 y PMSA.

Tabla 4.4: Comportamiento promedio de las 12 FMH y los cuatro ambientes para todos los
caracteres morfologicos evaluados. Media, desvio estandar (D.E.) coeficiente de variacion
(CV), valor p del efecto de los factores Ambiente, FMH, e interacciéon entre los mismos
(IGA). Altura (Alt), nimero de macollos (Nmac), habito de crecimiento (HC), ancho de hoja

(A-Hoja), largo de hoja (L-Hoja), area foliar (AF1), peso materia seca (PS), produccién de
materia seca acumulada (PMSA), largo de raices (L-Raices).

Caracteres Media D.E. Ccv Minimo Maximo Valor p
Ambiente FMH IGA

Alt-0 (cm) 9,87 362 3666 1,00 23,00 0,2508 <0,0001 0,1361
Alt-1 (cm) 2202 517 2347 7,50 39,60 0,0029 <0,0001  0,0701
Alt-2 (cm) 19,79 543 2746 250 40,70 0,0005 <0,0001  0,0011
Alt-3 (cm) 16,55 767 46,35 5.00 83,00 <0,0001 <0,0001 0,0010
Nmac0 1149 365 31,72 2,00 24,50 0,4674 <0,0001  0,0142
Nmac1 23,98 939 3915 2.00 66,00 0,0166 <0,0001 0,0003
Nmac2 30,55 14,03 4591 4,00 92,00 0,0288 <0,0001  <0,0001
Nmac3 3417 16,49 4826 4,00 = 132,00 0,0358 <0,0001  <0,0001
HC (1-5) 224 1,10 4924 1,00 12,00 0,0016 <0,0001  <0,0001
A-Hoja(mm) 576 236 076 32,27 0,50 0,0001 0,0002 0,0094
L-Hoja (mm) 576 11,14 4,37 39,23 1,50 0,0002 <0,0001 0,4309
AF1(cm?) 111,59 50,44 452 12,53 376,00 0,0011 <0,0001  0,0067
PS1 (g) 056 025 454 0,06 1,77 0,0134 0,0004 0,0018
PS2 (g) 063 039 623 0,03 2,85 0,0002 0,0693 0,3577
PS3 (g) 066 055 8414 0,01 3,32 0,0007 0,0028 0,8467
PMSA (g) 1,84 1,08 5874 0,23 6,46 0,0001 0,0111 0,7886
L-Raices (cm) 2696 12,88 4776 45 97,50 0,0004 0,0075 0,0003

Nota: En las figuras los ambientes se representaran con los siguientes colores

——Sddico

—&—Control

——Salino

—E—Salino-Sddico
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La altura de planta lograda por las FMH en el ambiente control fue superior a la del
resto de los ambientes en todas las fechas de medicién a excepcion de la primera, realizada
a los 16 dias (Figura 4.2). Para alturas medidas a los 40 y 80 dias, los ambientes sodico y
salino, fueron similares y superiores al ambiente salino-sddico, este ultimo presento los
menores valores de altura para las ultimas tres fechas. En tanto que para la ultima fecha de
medicion los ambientes salino y salino-sodico redujeron la altura de planta al mismo nivel. A

partir de la tercera medicidon se observé IGA (Tabla 4.4)
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Figura 4.2: Altura (Alt) promedio en cm vy error estandar (E.E en barras) en cm por planta
para todas las FMH en los cuatro ambientes para las cuatro fechas de medicién en dias (d)
desde aplicados los tratamientos. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

El namero de macollos promedio para todas las FMH (Figura 4.3), fue
significativamente superior para el ambiente control en todas las fechas de medicion a
excepcion de la primera. Para el resto de los ambientes, el Nmac1, Nmac2 y Nmac3 no

presento diferencias significativas (Tabla 4.4).
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30,28
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Figura 4.3: Numero de macollos (Nmac) promedio y error estandar (E.E en barras) en cm
para todas las FMH en los cuatro ambientes para las cuatro fechas de medicién en dias (d)
desde aplicados los tratamientos. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
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La tasa de aparicion de macollos, representada por la pendiente en la figura 4.2, fue

positiva para todos los ambientes, con el mayor valor para los ambientes control y salino

hasta los 80 dias, a partir de esta fecha disminuye fuertemente en el ambiente salino.

Asimismo, en la Figura 4.4, se observé la media por FMH para cada fecha de medicion.
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Figura 4.4: Numero de macollos (Nmac) promedio y error estandar (E.E en barras) para las
12 FMH, la linea corresponde a la media. Letras distintas indican diferencias significativas

(p<0,05).
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En términos generales las FMH 5, 6 y 8 fueron las que mayor niumero de macollos
presentaron a través del tiempo; mientras que la FMH 7 logré el menor y la FMH 33 solo se

destaco para la primera fecha de recuento, en el resto de las fechas fue la de menor valor.

Para las cuatro fechas de medicién hubo IGA (Figura 4.5). Para el NmacO la
interaccion fue significativa en las FMH 7, 19 y 29 con una reduccién del numero de
macollos en el ambiente sddico; la FMH 7 también redujo en el salino. Para el Nmac1, la
IGA fue significativo para las FMH 6, 5, 8, 15 y 35, algunas (8, 15, 35) mostraron
comportamiento similar en control y sédico, y otras (6 y 5) en control y salino. La FMH 33
tuvo la menor cantidad de macollos en todos los ambientes. Para el Nmac2, las FMH 7, 13 y
33 fueron las de menor crecimiento en todos los ambientes. En tanto que para el Nmac3 las
FMH 5 y 29 fueron similares en control y en salino, y las FMH 13 y 33 redujeron su

crecimiento en todos los ambientes.
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Figura 4.5: Numero de macollos (Nmac) promedio y error estandar (E.E. en barras) para la

interaccion para las 12 FMH en los cuatro ambientes. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05)
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frecuencia relativa

Las FMH variaron su habito de crecimiento (HC) en funciéon del ambiente (Figura
4.6). En el control, la distribucién de frecuencias fue normal, con mayor proporcion del HC
intermedio y semi-erecto. En el ambiente sodico y en el salino-sédico predominé el HC
postrado, semi-postrado e intermedio. Mientras que en el salino predominaron las formas

semi-postradas.

Control
Sédico

frecuencia relativa

Salino Salino-Sédico

281,40 048

211,05 0,36

140,70 0,24

frecuencia absoluta
frecuencia relativa

70,35 012

0 2 4 7 ® 1 1 2 3 4 5 5

Figura 4.6: Distribucién de la frecuencia relativa para el habito de crecimiento con escala 1:
postrado, 2: semi-postrado, 3- intermedio, 4: semi-erecto y 5: erecto, para las 288 plantas
por ambiente.

Para el ancho de hoja (A-Hoja) logrado por las FMH (Figura 4.7) en el ambiente
control fue el que mayor valor presentd seguido por el sédico y el salino, mientras que el
menor valor fue para el ambiente salino-sodico (Foto 4.3). Las FMH con los mayores valores
fueron la 5, 6 y 35, mientras que los menores valores fueron para las FMH 29 y 33. Este
caracter presento IGA, por ejemplo, la FMH 5 fue la de mayor valor por presentar el mayor
A-Hoja en el ambiente control, mientras que la FMH 18 presento el mismo A-Hoja para los

cuatro ambientes.
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Figura 4.7: Ancho de hoja (A-Hoja) promedio en mm y error estandar (E.E en barras) para
a) los cuatro ambientes, b) las 12 FMH, la linea corresponde a la media; y c¢) la interaccion
para las 12 FMH en los cuatro ambientes. Letras distintas indican diferencias significativas

(p<0,05)
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Foto 4.5: Ancho de hoja representativo para los cuatro ambientes.

El largo de hoja (L-Hoja) presenté el mismo comportamiento por tratamiento que el
explicado para el A-Hoja. Las FMH con los mayores valores fueron la 33 y 7, mientras que
los menores valores L-Hoja fueron para las FMH 8 y 15 (Figura 4.8), este caracter no

presento IGA significativa.

a)

16,04+

a
13,941
11,84 b
9,744 bc
ﬁc
7,64 ;

Control Sadico Salino Salino-Saédico

L-Hoja (cm)

150



b)

14,174

12,914

11,644

L-Hoja (cm)

33 7 19 38 18 6 5 17 13 29 15 8

Figura 4.8: Largo de hoja (L-Hoja) promedio en cm y error estandar (E. E. en barras) para a)
los cuatro ambientes y b) las 12 FMH, la linea corresponde a la media. Letras distintas

indican diferencias significativas (p<0,05).

Las FMH presentaron un area foliar (AF1) por planta superior en el control y muy
reducido en los ambientes halomérficos. Las FMH 5, 15 y 35 fueron las que mayor AF1
presentaron y las FMH 7 y 29 las de menor valor; este caracter evidencié IGA significativa,

dada principalmente por la FMH 15, que fue el mayor valor para el ambiente control respecto

del resto de las interacciones (Figura 4.9).
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Figura 4.9: Area foliar (AF1) promedio en cm vy error estandar (E.E en barras) para a) los
cuatro ambientes, b) las 12 FMH, la linea corresponde a la media; y c) la interaccion para las
12 FMH en los cuatro ambientes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

94,91

59,76

La produccion de materia seca (PS) promedio de las FMH por ambiente en las tres
fechas de corte (Figura 4.10) evidencié menor crecimiento en los ambientes halomoérficos
respecto del control. En la segunda fecha (PS2) la reduccién fue maxima en el salino-sédico
y en la ultima fecha (PS3) no se detectaron diferencias entre los tratamientos halomérficos.
Cuando se comparé la produccion por FMH por ambiente y por corte (Figura 4.11), se
detectaron las FMH mas productivas (PS1: 6, 18; PS2: 35 y 5; PS3: 5y 6) y las menos
productivas (PS1: 7, 29; PS2: 29, 13; PS3: 13, 33). Cabe destacar que el PS1, fue el tunico
que presentd IGA (Figura 4.12), observandose que la FMH 33 fue la que mayor produccion

presentd en el ambiente sédico con niveles de crecimiento similares a los del ambiente

control.
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Figura 4.10: Produccion de materia seca (PS) promedio en gramos y error estandar (E.E en

barras) por ambiente. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 4.11: Produccion de materia seca (PS) promedio en gramos y error estandar (E.E. en
barras) por FMH, la linea corresponde a la media; para las tres fechas de corte (PS1, PS2,
PS3). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
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Figura 4.12: Peso seco al primer corte (PS1) promedio en gramos y el error estandar (E.E.
en barras). Interaccion para las 12 FMH en los cuatro ambientes. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05)

Similarmente a la biomasa de las FMH por corte en las tres fechas, la produccion
de materia seca acumulada (PMSA) se redujo significativamente en los ambientes
halomérficos respecto del control (Foto 4.6). Entre los halomérficos el salino-sodico produjo
mayor disminucion de crecimiento. Coincidente con los resultados anteriores, las FMH mas
productivas fueron 5, 6, 18 y 35, y las menos productivas fueron las FMH 7, 13 y 29 (Figura

4.13). No se observo IGA significativa.
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Figura 4.13: Produccion de materia seca acumulada (PMSA) promedio en gramos y error
estandar (E.E. en barras) para a) los cuatro ambientes y b) las 12 FMH, la linea corresponde

a la media. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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Foto 4.6: Ensayo dispuesto en invernaculo, FMH en cajones para cada ambiente.
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El largo de raices (L-Raiz) promedio de las FMH mostré reduccién del crecimiento
en los ambientes halomorficos, en particular en el salino-sédico. Las FMH 8 y 13 alcanzaron
la mayor longitud y las 17 y 19 la menor. Este caracter presentd |IGA para todas las FMH
(Figura 4.14).
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Figura 4.14: Largo de raiz (L-Raiz) promedio en cm y error estandar (E.E. en barras) para a)
los cuatro ambientes, b) las 12 FMH, la linea corresponde a la media; y c) la interaccion para

las 12 FMH en los cuatro ambientes. Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0,05)
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2. Efecto del halomorfismo en las FMH: Caracteres Fisioldgicos
2.1 Acumulacion de iones: Ca*, Mg*, K*, Na' y K'/Na*

En el Tabla 4.5 se observa de manera descriptiva la media, el desvio estandar, el
coeficiente de variacién, valores minimo y maximo, el valor p del efecto ambiente, del efecto
FMH y de la IGA, para el contenido de iones (nmoles/mg peso seco) y la relacién
potasio/sodio (K*/Na*), para las 12 FMH en los cuatro ambientes. A excepcion del K*, todos
presentaron efecto de ambiente (p<0,05), mientras que solamente los iones Mg* y la
relacion K'/Na* presentaron significancia a nivel de FMH (p<0,05). En cuanto a la interaccion
entre ambos factores (IGA), solamente el K' y la relacion K'/Na® presentaron IGA

significativa (p<0,05).

Tabla 4.5 Comportamiento promedio de las 12 FMH y los cuatro ambientes para el
contenido de iones Calcio (Ca*), Magnesio (Mg"), Potasio (K*) y Sodio (Na*) y la relacion
Potasio/Sodio (K'/Na*). Media, desvio estandar (D.E.), coeficiente de variacion (CV), minimo
(Min), maximo (Max), valor p de los efectos ambiente, FMH y su interaccion (IGA).

ION Media D.E. CVv Min Max Valor p
(nmoles/mgPS)

Ambiente FMH IGA
ca’ 3,23 1,96 60,64 0,00 13,43 0,0136 0,3108 0,5272
Mg* 10,25 525 51,20 1,76 37,80 0,0102 0,0468 0,3134
K" 178,20 73,57 41,28 29,05 513,58 0,1425 0,1842 0,0334
Na* 195,63 84,70 43,29 61,50 466,21 0,0049 0,4639 0,2830
K*/Na* 1,02 0,47 4599 0,26 2,58 0,0001 0,0003 0,0247

El biplot (Figura 4.15) del analisis de componentes principales considerando los
iones evaluados, la PMSA para los cuatro ambientes y las 12 FMH, muestra que las dos
componentes explican el 81% del total de la variabilidad (CP1: 55%; CP2: 26%) y los
caracteres que mas aportaron a la variabilidad fueron K'/Na* y PMSA para la CP1 y Na*
para la CP2. También se observé el agrupamiento de las 12 FMH por ambiente,
distinguiéndose el control (hacia la derecha) del salino-sédico (hacia la izquierda), y otros

dos dispersos entre los ambientes halomoérficos.
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Figura 4.15: Analisis de componentes principales para los cuatro ambientes y las 12 FMH
considerando los iones Sodio (Na*), Calcio (Ca®), Magnesio (Mg*), Potasio (K"), relacion
Potasio/Sodio (K'/Na*) y peso de materia seca acumulada (PMSA).

En la Figura 4.16 se representd la media y error estandar para cada ion en los cuatro
ambientes. Los iones Ca*y Mg" presentaron concentraciones significativamente superiores
en el ambiente control, mientras que para el Ca* el menor valor se observo en el ambiente
sodico, para el Mg* no hubo diferencias entre los ambientes halomorficos. Si bien para el K*
no hubo diferencias significativas entre los ambientes, hubo una tendencia a que la mayor
concentracién fue en el ambiente salino y la menor concentracién en el ambiente salino-
sodico. Para el ion Na*la mayor concentracion se observo en el ambiente salino-sodico y la
menor en el ambiente control, los otros dos ambientes presentaron concentraciones

inetermedias.

Las FMH (Figura 4.17) mostraron diferencias significativas sélo en la concentracion
del ion Mg, siendo las FMH 15 y 18 las de mayor valor y las FMH 13, 17 y 35 las de menor.
Cabe destacar la tendencia de la FMH 33 para los iones K" y Na®, con valores por encima y
por debajo de la media, respectivamente; mientras que la tendencia de la FMH 7 fue inversa

presentando una menor cantidad de K y una mayor cantidad de contenido de Na".
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Figura 4.16: Concentracion de iones (nmoles/mg ps) promedio y error estandar (E.E. en
barras) para cada ambiente. Calcio (Ca*), magnesio (Mg"), potasio (K"), sodio (Na®). Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05), mientras que la ausencia de letras indica
que no hubo diferencias significativas.

Las FMH 6, 8, 15 y 18 mostraron los mayores valores del ién K* para la IGA (Figura
4.18), mientras que las FMH 7, 13 y 17 fueron las que menor concentracion demostraron, la

FMH 17 presento interaccion con el menor valor de K™ en el ambiente sodico.

En términos generales la relacion K'/Na* fue mayor en el tratamiento control, seguido
por el salino y en ultima instancia los ambientes sédico y salino-sddico (Figura 4.19). En
cuanto al efecto FMH, la FMH 6 fue la que mayor relacion presentd seguido de la 33, 15y
18, las que menos valor de la relacién presentaron fueron la 5, 7, 13 y 35, el resto se
comporté de manera intermedia. Sin embargo, se observé el comportamiento de las FMH en
los distintos ambientes, a través de la interaccion. Las FMH, que presentaron interaccion y
con los mayores valores en control y salino fueron la 6,15, 17, 18, 19y 33. Las FMH 5, 7, 13,

29y 35, presentaron los menores valores en todos los ambientes halomorficos.
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Figura 4.18: Concentracion de potasio (K*) en nmoles/mg ps, interaccion para las 12 FMH y
los cuatro ambientes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 4.19: Relacion K'/Na* promedio y error estandar (E.E. en barras) para a) los cuatro
ambientes, b) las 12 FMH, la linea corresponde a la media; y c) interaccién para las 12 FMH
en los cuatro ambientes. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

2.2 Determinaciéon de CRA, MDA y FRAP

En el Tabla 4.6 se observa de manera descriptiva la media, el desvio estandar, el
coeficiente de variacién, valores minimo y maximo, el valor p del efecto ambiente, del efecto
de la FMH y de la IGA, para el contenido relativo de agua (CRA) a las 24h de aplicado los
tratamientos (CRA-24h) y a los 110 dias (CRA-110d), el contenido de malondialdehido
(MDA) en nmoles/g peso fresco, el contenido de reduccién férrica de la capacidad del
plasma (FRAP) en umoles/g de peso fresco. Para el CRA-24h hubo efecto de FMH y para el
CRA-110d hubo efecto de ambiente y de FMH (p<0,05), en tanto que para el MDA hubo
efecto de FMH y de IGA entre los ambientes y las FMH, mientras que el FRAP no presento

efecto de ningun tipo.
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CRA-24h

MDA

Tabla 4.6 Comportamiento promedio de las 12 FMH y los cuatro ambientes para el
Contenido Relativo de Agua (CRA) a las 24h y a los 110 dias, contenido de Malondialdehido
(MDA) y Reduccién férrica de la Capacidad del Plasma (FRAP). Media, desvio estandar
(D.E.), coeficiente de varicion (CV), minimo (Min), maximo (Max), valor p de los efectos
ambiente, FMH y su interaccion (IGA).

Caracter Media D.E. Ccv Min Max Valor p
Ambiente FMH IGA
CRA-24hs 0,84 0,17 19,97 -0,03 2,20 0,7212 0,0335  0,7759
CRA-110d 0,72 0,19 2592 0,23 2,67 0,0017 0,0149 | 0,1542
MDA (nmoles/gPF) 4,03 1,35 33,53 1,06 9,74 0,5739 0,0006 = 0,0018
FRAP (pmoles/gPF) 0,92 0,23 2445 0,43 1,43 0,5734 0,1794 | 0,2752

En la Figura 4.20 se observa la media de cada ambiente para los caracteres
mencionados. Para el CRA-24h no hubo diferencias significativas, sin embargo, el ambiente
control presenté el mayor valor, en tanto para el CRA-110d, si hubo diferencias (p<0,05)
siendo el ambiente control el de mayor CRA-110d seguido por el ambiente sddico, el
ambiente salino fue intermedio entre el sédico y el salino-sédico. Para el MDA si bien no
hubo diferencias significativas, el ambiente sodico present6 el mayor valor. Para el FRAP,
tampoco hubo diferencias significativas, el mayor valor fue para el ambiente salino.
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Figura 4.20: Media y error estandar (en barras) para los cuatro ambientes para Contenido
Relativo de Agua (CRA) a las 24h (CRA-24h) y 110 dias (CRA-110d), contenido de
Malondialdehido (MDA) en nanomoles/gPF y Reduccién Férrica de la Capacidad del Plasma
(FRAP) en umoles/gPF. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05), mientras
que la ausencia de letras indica que no hubo diferencias significativas.
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A excepciéon del FRAP (p>0,05) todas las variables presentaron efecto de FMH
(p<0,05), para el CRA a las 24h, los mayores contenidos fueron demostrados por las FMH
13, 19 y 33, mientras que los menores valores fueron para las FMH 15 y 29 (Figura 4.21).
En tanto que, para los 110 dias, el mayor valor fue para las FMH 18, 19, 29, 33 y 35,
mientras que para 7, 8, y 13 los menores valores. Para el MDA los mayores valores lo

presentaron las FMH 5, 17 y 33, los menores valores fueron para 6, 8, 18, 19y 29.
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Figura 4.21: Media y error estandar (E.E. en barras) para las 12 FMH, para: Contenido
Relativo de Agua (CRA) a las 24h (CRA-24h) y 110 dias (CRA-110d), Contenido de
Malondialdehido (MDA) en nanomoles/gPF y Reduccion férrica de la Capacidad del Plasma
(FRAP) en umoles/gPF. La linea corresponde a la media. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05), mientras que la ausencia de letras indica que no hubo diferencias
significativas.
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En la figura 4.22 se observa la IGA para el contenido de MDA, la FMH 33 mostré los
valores mas elevados en el ambiente sddico y salino, es decir que esta FMH presento la
mayor peroxidacion lipidica de membrana como sefalizacién de respuesta al estrés a las
24h, a diferencia del resto de las FMH que no demostraron respuesta a través de este

parametro el estrés a las 24h.
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Figura 4.22: Concentracién de malondialdehido en nmoles/mg PF (MDA) promedio y error
estamdar (E.E en barras) para la interaccion entre las 12 FMH y los cuatro ambientes.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

2.3 indice de Tolerancia (IT)

En el Tabla 4.7 se observa de manera descriptiva la media, el desvio estandar, el
coeficiente de variacion, valores minimo y maximo, el efecto ambiente, el efecto de la FMH y
la IGA, los IT correspondiente a cada corte y al acumulado. Ninguno de los IT presentd
efecto del ambiente (p>0,05), todos presentaron efecto de las FMH e IGA significativa
(p<0,05).
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Tabla 4.7 Comportamiento promedio de las 12 FMH y los cuatro ambientes para el indice de
tolerancia (IT), para el primero (IT-PS1), segundo (IT-PS2) y tercer corte (IT-PS3) y para el
acumulado de los mismos (IT-PMSA). Media, desvio estandar (D.E.), coeficiente de
variacion (CV), minimo (Min), Maximo (Max), valor p de los efectos ambiente, FMH y su
interaccion (IGA).

Valor p
Caracter Media D.E. CV Min Max Ambiente FMH IGA
IT-PS1 0,67 0,31 4564 0,10 2,40 0,1926 0,0073 = <0,0001
IT-PS2 0,44 0,21 46,8 0,05 1,26 0,0611 0,0025 0,0499

IT-PS3 0,30 0,17 58,59 0,00 0,98 0,5858 0,0009 0,0037

IT-PMSA 0,43 0,16 38,2 0,07 1,07 0,0865 0,0355 0,0061

Las FMH 33, 8 y 19 (Figura 4.23) mostraron los IT mayores y las FMH 7, 17 y 5 los
menores para todas las fechas de corte y el acumulado de materia seca. Existio 1GA
significativa (Figura 4.24) en las FMH 33, 6 y 19. Cuando se analizé el peso de la materia

seca acumulada, se destacaron nuevamente las FMH 33 y 8 por presentar los mayores IT.
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Figura 4.23: Media y error estandar (E.E. en barras) para cada FMH, para los diferentes
indices de tolerancia (IT), para el primero (IT-PS1), segundo (IT-PS2) y tercer corte (IT-PS3)
y para el acumulado de los mismos (IT-PMSA). Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05), mientras que la ausencia de letras indica que no hubo diferencias
significativas.
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Figura 4.24: indice de Tolerancia (IT) promedio para la produccién de materia seca (PS) de
los tres cortes y la acumulada (IT-PS1, IT-PS2, IT-PS3, IT-PMSA) y error estandar (E.E. en
barras) para la interaccién entre los cuatro ambientes y las 12 FMH. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).
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PMSA control

La distribucién de las FMH en un biplot (Figura 4.25) para la produccion de materia
seca acumulada producida en ambiente control (PMSA control) en funcién del indice de
tolerancia en los ambientes halomérficos (IT-PMSA), mostré cuatro cuadrantes. En el
cuadrante superior derecho se ubicaron las FMH de elevada productividad y elevado indice
de tolerancia (FMH: 6, 18, 35) consideradas tolerantes y altamente productivas (TAP). En
el cuadrante inferior derecho se ubicaron las FMH de elevados indices de tolerancia pero
con una productividad por debajo de la media, denominadas tolerantes y poco
productivas (TBP, FMH: 8, 19, 29, 33). En tanto que en el cuadrante superior izquierdo, se
ubicaron las FMH mas productivas pero que presentaron un indice de tolerancia por debajo
de la media (FMH: 5 y 15) denominadas susceptibles y altamente productivas (SAP). Por
ultimo para el cuadrante inferior izquierdo se observaron las FMH con menor productividad y
menor indice de tolerancia (FMH: 7, 13, 17) denominadas susceptibles y poco
productivas (SBP).

Susceptible por menor IT pero alta Tolerante por mayor IT y alta
productividad en control productividad en control
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productividad en control productividad en control

Figura 4.25: Biplot de las FMH para la producciéon de materia seca acumulada (PMSA
control) en el ambiente control en funcién del indice de tolerancia de la produccion de
materia seca acumulada (IT-PMSA), destacandose las FMH posibles de ser incorporadas a
futuros programas de mejoramiento de la especie.
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3. Efecto del halomorfismo en las FMH: estimacion de los componentes de la

variancia y Heredabilidad en sentido estricto.

Las estimaciones de la heredabilidad en sentido estricto por ambiente, se realizaron

a dos niveles: h?gvidual y h%ye. En la tabla 4.8 se observa las varianza genotipica o familiar

(0%wn), la variancia ambiental (0%) y la varianza dentro de cada FMH (c¢%,) y las

heredabilidades mencionadas, para todos los caracteres. La h? en base individual (hzindividan

fue superior para todos los caracteres comparativamente con la h? en base a media familiar

(h%puie).

Tabla 4.8: Variancia genotipica o familiar (o%ww), variancia ambiental (o%,), varianza dentro
de cada FMH (0%,), h? en base individual (h%ngviqua) Y h? en base a media familiar (h%pur),
para todos los caracteres en estudio en cada ambiente. Altura (Alt), niUmero de macollos
(Nmac), peso de materia seca (PS), peso de manteria seca acumulada (PMSA), indice de
tolerancia (IT), area foliar (AF1), largo de raices (L-Raices), ancho de hoja (A-Hoja), largo de
hoja (L-Hoja), contenido relativo de agua (CRA) 24h y 110d.

Alt-0

Alt-1

Alt-2

Alt-3

NmacO

Ambiente
Control
Saddico
Salino

Salino-Sédico
Control
Sadico
Salino

Salino-Sédico
Control
Saédico
Salino

Salino-Sédico
Control
Sadico
Salino

Salino-Sédico
Control
Sadico
Salino

Salino-Sédico
Control
Saédico

2
O“FMH

0,59
0,76
0,41
0,26
0,00
2,79
3,10
0,71
0,35
2,82
2,66
0,94
3,24
0,92
2,10
0,40
0,69
2,31
0,48
0,42
6,66
8,12

o’
6,40
9,18
12,18
7,78
16,32
13,69
16,32
15,29
15,37
14,75
16,40
13,76
20,34
13,62
8,64
28,09
11,22
10,63
9,61
9,92
78,50
56,85

oy
0,00
0,00
0,00
0,00
2,02
1,08
2,99
1,49
2,79
1,19
2,62
0,00
2,02
0,30
4,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,46
0,00

h’individual
0,34
0,30
0,13
0,13
0,00
0,64
0,55
0,16
0,08
0,60
0,49
0,26
0,51
0,25
0,57
0,06
0,23
0,71
0,19
0,16
0,31
0,50

h%eem
0,22
0,20
0,09
0,09
0,00
0,38
0,36
0,12
0,06
0,36
0,32
0,17
0,32
0,17
0,41

0,04
0,16
0,39
0,13
0,11

0,20
0,30
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Nmac1

Nmac2

Nmac3

PS1

PS2

PS3

PMSA

IT-PS1

IT-PS2

IT-PS3

IT-PMSA

Salino
Salino-Sédico
Control
Saédico
Salino
Salino-Sédico
Control
Sadico
Salino
Salino-Sédico
Control
Saodico
Salino
Salino-Sédico
Control
Saodico
Salino
Salino-Sédico
Control
Saddico
Salino
Salino-Sdédico
Control
Sddico
Salino
Salino-Sdédico
Saodico
Salino
Salino-Sédico
Saodico
Salino
Salino-Sdédico
Saddico
Salino
Salino-Sdédico
Saodico
Salino
Salino-Sédico
Control

Saddico

9,36
6,86
18,66
17,31
17,14
1,72
37,58
15,62
33,87
7,34
0,00
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
29,05
159,52

59,75
30,03
123,88
62,57
133,17
35,05
234,70
96,04
145,68
101,00
0,06
0,05
0,04
0,03
0,14
0,04
0,04
0,03
0,25
0,06
0,05
0,02
0,86
0,35
0,29
0,17
0,08
0,06
0,07
0,03
0,03
0,02
0,02
0,02
0,01
0,03
0,02
0,02
2373,64
1412,26

0,00
0,00
3,46
0,00
0,00
3,57
21,34
0,74
0,37
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00
0,19
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
201,64
0,00

0,54
0,74
0,51
0,87
0,46
0,17
0,51
0,55
0,75
0,27
0,00
0,57
0,10
0,05
0,00
0,00
0,00
0,12
0,00
0,11
0,20
0,39
0,00
0,01
0,07
0,14
0,76
0,17
0,00
0,32
0,00
0,17
0,07
0,30
0,40
0,24
0,17
0,00
0,04
0,41

0,32
0,41
0,31
0,45
0,28
0,13
0,32
0,33
0,41
0,18
0,00
0,33
0,07
0,04
0,00
0,00
0,00
0,09
0,00
0,08
0,13
0,25
0,00
0,01
0,05
0,10
0,41
0,12
0,00
0,21
0,00
0,12
0,05
0,20
0,25
0,16
0,12
0,00
0,04
0,25
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AF1

L-Raices

A-Hoja

L-Hoja

CRA-24H

CRA-110d

Salino
Salino-Sdédico
Control
Saddico
Salino
Salino-Sdédico
Control
Sddico
Salino
Salino-Sédico
Control
Sadico
Salino
Salino-Sédico
Control
Sadico
Salino
Salino-Sédico
Control
Saodico
Salino

Salino-Sédico

30,91
43,56
9,55
2,16
2,19
3,61
0,04
0,01
0,04
0,04
0,04
1,44
0,00
1,28
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

1195,08
945,56
139,24

64,00
38,94
47,33
0,46
0,32
0,36
0,29
15,21
11,70
12,04
7,40
0,04
0,04
0,02
0,01
0,01
0,01
0,03
0,06

0,00
0,00
0,00
3,39
0,00
2,31
0,00
0,00
0,01
0,01
0,72
0,00
0,00
0,90
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,10
0,18
0,26
0,12
0,21
0,27
0,29
0,12
043
0,47
0,01
0,44
0,00
0,53
0,00
0,04
0,00
0,47
0,28
0,03
0,21
0,24

0,07
0,12
0,17
0,09
0,14
0,19
0,19
0,08
0,27
0,29
0,01
0,27
0,00
0,33
0,00
0,03
0,00
0,28
0,18
0,02
0,14
0,16

Los mayores valores de hzindividua| se obtuvieron en los ambientes halomérficos para la

mayoria de los caracteres estudiados, destacandose estimaciones superiores a 0,5 para

altura y nimero de macollos en distintas fechas obtenidos en los ambientes sédico y salino.

La produccion de materia seca logré la mayor hzindividua., en el ambiente salino-sodico (0,05 a

0,39), seguido por el ambiente sddico (0 a 0,57) y luego el salino (0 a 0,20). En tanto que,

para el indice de tolerancia, los mayores valores se obtuvieron en el ambiente sodico,

seguido por el ambiente salino-sédico y en ultima instancia el ambiente salino.

Por otro lado, en la tabla 4.9 se observa la heredabilidad en base promedio familiar

(thFM), destacandose elevados valores para K y Na* en el ambiente sddico; sin embargo,

para la relacion K'/Na* el mayor valor lo presenté el ambiente control y el MDA mostrd

valores elevados en todos los ambientes con excepcion del salino-sddico.
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Tabla 4.9: Variancia genotipica o familiar (%), variancia ambiental (0%), h? en base a
media familiar (h%wg), para contenido de potasio (K*), sodio (Na*), relacién potasio/sodio
(K'/NA") y contenido de malondialdehido (MDA) todos los caracteres en estudio en cada

ambiente.

Na*

K*/Na*

MAD

Ambiente
Control
Sadico
Salino

Salino-Sddico
Control
Sadico
Salino

Salino-Sdédico
Control
Sadico
Salino

Salino-Sdédico
Control
Sadico
Salino

Salino-Sddico

O%FmH
1073,22
799,19
0,00
127,46
196,28
667,71
0,00
909,63
0,06
0,00
0,03
0,01
0,55
0,85
1,51
0,02

o2,
4369,21
1623,28
5266,40
2227,84
1235,52
2733,20
4841,38
7223,30

0,09
0,03
0,11
0,04
1,04
1,21
0,96
0,98

hzPFM (%)
0,42
0,60
0,00
0,15
0,32
0,42
0,00
0,27
0,66
0,25
0,44
0,40
0,61
0,68
0,83
0,05
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DISCUSION

El desarrollo de germoplasma de Thinopyrum ponticum en Argentina ha sido
abordado a través de diversas investigaciones que han aportado a los programas de
mejoramiento genético de la especie, en particular asociados a obtener cultivares de
elevada productividad forrajera y tolerantes a suelos halomoérficos (Andrés, 2001;
Pistorale et al., 2008; Bazzigalupi et al., 2008, Rosso y Andrés, 2009; Acufa et al.,
2009; Mansilla, 2012). Estos suelos se categorizan en suelos alcalinos o sédicos y
suelos salinos o la combinacién de salino-sédicos (Lavado y Taboada, 2009a, 2009b).
En estas condiciones solo algunas especies vegetales adaptadas sobreviven debido a
que la salinidad dificulta la absorcion de agua y la sodicidad genera deficiencias de
algunos nutrientes y exceso de otros, presentando desbalances en las plantas. Desde
el punto de vista del mejoramiento genético la tolerancia al halomorfismo es un
caracter complejo y poligénico (Munns, 2002; Ashraf, 2004), por tal motivo es de gran
importancia estudiar el comportamiento de la descendencia para determinar el
componente genético aditivo y aplicar seleccién (Allen, et al., 1985; Flowers, 2004;
Ashraf, 2004).

En el presente capitulo se estudid el crecimiento en estado de plantula de 12
familias de medio hermanos derivadas de 35 genotipos de agropiro (Capitulo IIl), en
condiciones de halomorfismo en hidroponia, considerando cuatro sustratos con exceso
de sales que simularon distintos tipos de suelo: 1. Control; 2. Salino; 3. Sddico; 4.
Salino-Sodico. Los resultados obtenidos indicaron que todas las FMH redujeron el
crecimiento en halomorfismo. En general los sustratos salino-sddico y salino fueron los
que mas afectaron el crecimiento y los indicadores mas relevantes para la discusién
que se presenta a continuacién fueron el Peso de la materia seca acumulada (PMSA),
la Relacion potasio/sodio (K'/Na*), el indice de Tolerancia (IT) y el Contenido Relativo
de Agua (CRA).

1. El agrupamiento de las familias y su comportamiento en halomorfismo

Segun los resultados expuestos en el presente estudio, el agrupamiento de las
familias considerando la produccion de materia seca acumulada en el control y el
indice de tolerancia en los ambientes halomoérficos, permitié detectar dos grandes
grupos de familias, las tolerantes y las susceptibles. En particular dentro de las
tolerantes se destacaron algunas altamente productivas (TAP: 6, 18, 35) y otras

familias con baja productividad (TBP: 8, 19, 33). Dentro del grupo de las Susceptibles
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se diferenciaron aquellas con alta productividad (SAP: 5, 15) y otras con menor
productividad (SBP: 7, 13).

El peso de la materia seca acumulada es una variable compleja altamente
afectada por el ambiente y que resume otras variables de crecimiento (Jewis, 1972;
Zarrough, 1983; Bertin, 1993). Se ha indicado que la salinidad disminuye el
crecimiento de las plantas a través de la reduccion del area foliar (Greenway y Munns
1980; Rawson y Munns, 1984), de la fotosintesis, del numero de macollos y del
crecimiento radicular. En el presente estudio las familias TAP y SAP mostraron valores
elevados del area foliar y niumero de macollos en cada ambiente, indicando que la
afectacion del halomorfismo no se reflejé en la productividad de dichas familias. En
particular las TAP presentaron valores elevados de Mg®, compuesto basico de la
clorofila y de la produccion de fotosintesis. Contrariamente las FMH33 (TBP) y 13
(SAP) presentaron valores muy bajos de area foliar y macollamiento, en particular en
el segundo y tercer corte. Por otro lado, todas las familias redujeron la longitud de la
raiz en los ambientes halomérficos. Estos resultados indicarian que, si bien el
halomorfismo afectd diferencialmente el crecimiento, algunas familias (TAP y SAP)
expresaron un fondo genético de alta productividad, indistintamente de su tolerancia o
susceptibilidad. Si bien el numero de macollos es una variable que puede utilizarse
para aplicar seleccion indirecta para rendimiento de materia seca (Rashal y Kholms,
1983; Grieve et al., 2001; Sargeant et al., 2006; Rosso y Andrés, 2009; Acufia et al.,
2009; Maciel et al., 2015), en el presente estudio los sucesivos cortes pudieron afectar
la productividad de las familias, provocando interacciones adicionales a las del
halomorfismo. La reduccion del crecimiento radicular de las familias, podria deberse a
que el agropiro en condiciones halomérficas, prioriza la asignacion de recursos a la

biomasa aérea, tal como lo hacen otras gramineas tolerantes (Hester et al., 2001).

El Indice de tolerancia fue un indicador preciso de la respuesta al halomorfismo
de las FMH. En general las familias mostraron diferentes IT dependiendo del
ambiente; en particular en los ambientes salino y sddico las familias presentaron
mayor tolerancia; mientras que en el salino-sédico se observaron los menores IT,
inclusive para las FMH de comportamiento tolerante. Numerosos estudios reportaron
que el agropiro alargado tolera elevadas concentraciones salinas en estudios en
ambientes controlados con NaCl (Grattan et al., 2004; Suyama et al., 2007a) y en
campo salino (Suyama et al., 2007b), sin embargo, no existen antecedentes referidos

al Indice de Tolerancia de la especie en condiciones salino-sédicas.

En general las FMH variaron en la relacion K'/Na* acorde con el ambiente; las

familias SBP (7, 13) mostraron las menores relaciones en los ambientes halomorficos,
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sugiriendo incapacidad de mantener estable la concentracion de K*. Al analizar cada
ion por separado en estas familias (SBP) se observé que lograron la menor
concentracion de K*, mientras que el resto de las familias mantuvieron un nivel
estable. En el caso del ion Na®, se distinguieron la 5 (SAP) y la 6 (TAP) con la mayor y
menor concentracion respectivamente. La menor cantidad de Na* estaria regulada por
el menor ingreso o la mayor extrusion del i6n y niveles estables de K* (Shabala y Cuin,
2008; Negrao et al., 2017). Por lo tanto, este mecanismo de tolerancia seria efectivo

en las familias tolerantes estudias.

El contenido relativo de agua (CRA) (Barrs, 1968; Diaz-Pérez et al., 1995) es la
variable mas usada para medir tolerancia a salinidad (Acevedo et al., 1998, Munns,
2002; de Araujo et al., 2006) en diversas especies. En el presente estudio se observé
que la mayoria de las FMH tolerantes presentaron elevado contenido hidrico a los 110
dias, mientras que las susceptibles lograron un CRA bajo. Esto indicaria que las FMH
tolerantes evidenciaron capacidad de ajuste osmotico, frente a una condicion de

disminucion del potencial hidrico del medio en el que crecieron.

2. Estimacion de los parametros genéticos

En el presente estudio la heredabilidad de la mayoria de los caracteres fue
mayor en los ambientes halomorficos. Los caracteres considerados relevantes para
seleccionar fueron el indice de tolerancia para la produccion de materia seca
acumulada (IT-PMSA); la relacién K'/Na* y la produccion de materia seca acumulada
(PMSA). El IT-PMSA presenté el mayor valor en el ambiente sédico (h?=0,24);
similares resultados obtuvieron Ashraf et al., (1987). Para la relacion K'/Na* los valores
mas altos fueron en los ambientes salino y salino-sédico (h?=0,44 y h?=0,40); similares
resultados observaron Garcia et al., (1997) para Oriza sativa y Triticum aestivum
evaluadas en salinidad. Para la PMSA la h? fue de 0,14 en el ambiente salino-sédico,
este valor fue bajo comparado con otros autores que determinaron mayores valores en
caracteres de crecimiento (Asrhaf et al., 1986b; Ray y Harms, 1994; Sujatha et al.,
2002; Zabala, 2011; Zabala et al., 2011).

En términos generales las h? en base individual fueron mayores en los
ambientes halomorficos, por lo tanto, estas estimaciones sugieren que se pueden
esperar respuestas rapidas a la seleccidon en dichos ambientes. Estos resultados

indicarian que la seleccion seria mas eficiente a nivel individual y por ambiente.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente capitulo permitieron obtener las

siguientes conclusiones:

- Bajo condiciones de halomorifismo en hidroponia, las 12 FMH evaluadas presentaron
un comportamiento diferencial en caracteres morfo-fisolégicos que permitieron

agruparlos como tolerantes y susceptibles.

- La varibilidad fenotipica observada expres6 un componente genético aditivo
(heredable) diferencial que dependié del ambiente. Las mayores h? se obtuvieron en

los ambientes halomoérficos.

- Los mayores valores de h? se obtuvieron a nivel individuo, lo que indica que la

seleccion deberia realizarse por individuo y por ambiente.

- El indice de tolerancia y la relacion K'/Na®, serian buenos indicadores para

seleccionar FMH tolerantes al halomorfismo.

- Los FMH seleccionadas como tolerantes fueron: 6, 8, 18, 19, 33 y 35, estas seran

evaluadas a campo en el siguiente capitulo.
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CAPITULO V

COMPORTAMIENTO AGRONOMICO DE LAS
FAMILIAS SELECCIONADAS
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INTRODUCCION

El mejoramiento genético en agropiro alargado [Thinopyrum ponticum (Podp.)
Barkworth et Dewey] a nivel mundial ha recibido poca atenciéon por parte de los
mejoradores de especies forrajeras, y ello se refleja en la escasa cantidad de
cultivares inscriptos, algunos de ellos con una misma base genética. Por ejemplo, en
Estados Unidos y Canada se han desarrollado y liberado seis cultivares, cuatro de
ellos (Alkar, Nebraska, Orbit, Platte), procedentes de un mismo germoplasma: PI
98526 (Alderson y Sharp, 1994). En Argentina en 1955 se desarroll el primer cultivar
“El Vizcachero INTA” (Ferrari y Maddaloni, 2001), de amplia difusién en el pais. Desde
el punto de vista genético, se considera que este cultivar representd una poblacion,
debido a la baja presion de seleccidn aplicada en su obtencién y a la elevada tasa de
alogamia, propia de la especie. En los ultimos afios, el INTA ha realizado diversos
estudios de variabilidad genética en caracteres de importancia agronémica de la
especie (Andrés, 2001; Guillén, 2002, Pistorale et al., 2008, Acufia et al., 2009;
Ramirez, 2010) y en aspectos relacionados con la tolerancia a estreses abidticos, en
particular salinidad y sequia (Basigaluppi y Pistorale, 2009; Pistorale et al., 2009,
Acuna et al., 2009; Mansilla et al., 2011; Maciel et al., 2015; Veliz et al., 2018). Todos
estos avances fueron aplicados en los programas de mejoramiento genético del INTA,
y actualmente el 42% de los cultivares registrados en el Registro Nacional de
Cultivares (RNC) del Instituto Nacional de Semillas (INASE) son propiedad del INTA
(Tabla 5.1).
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Tabla 5.1: Registro de cultivares de Thinopyrum ponticum. RNC-INASE

. Inscripcion Inscripcioén Validez ..
Cultivar RNC RNCP RNPC Solicitante

EL POLACO INTA 1981-01-13 0000-00-00 0000-00-00

EL VIZCACHERO 1981-01-13 0000-00-00 0000-00-00

INTA

LACAR 1997-11-28 1997-11-28 2017-11-28 INTERSEM S.A

GUAPO 2000-11-02 2000-11-02 2020-11-02 LOS PRADOS S.A.

HULK 2005-04-26 2005-08-18 2025-08-18 GENTOS S.A.

BARPIRO 2005-07-20 2005-08-22 2025-08-22 PALAVERSICH Y CIA
S.A.C.

MATORRAL 2006-08-29 0000-00-00 0000-00-00 ZAMBRUNI JOSE
ANTONIO

RAYO INTA FCA 2006-10-18 2006-10-18 2026-10-18 INST. NAC. TEC.
AGROPECUARIA

TOBIANO INTA 2007-05-14 2007-05-14 2027-05-14 INST. NAC. TEC.
AGROPECUARIA

ATAHUALPA INTA 2008-03-19 2008-03-19 2028-03-19 INST. NAC. TEC.
AGROPECUARIA

PUCARA PV-INTA 2010-06-18 2010-06-18 2030-06-18 INST. NAC. TEC.
AGROPECUARIA

RELAMPAGO 2011-09-13 0000-00-00 0000-00-00 KWS ARGENTINA S.A.

ZHALINO 2011-12-30 0000-00-00 0000-00-00 KWS ARGENTINA S.A.

HERCULES 2013-02-14 2013-02-14 2033-02-14 GENTOS SA

EXTREMO INTA 2013-05-21 2013-05-21 2033-05-21 INST. NAC.TEC.
AGROPECUARIA

TORNADO 2014-08-21 0000-00-00 0000-00-00 JOSE R. PICASSO S.A.

RANQUEL INTA 2015-09-29 2015-09-29 2035-09-29 INTA

LIEBRE 2016-09-13 2016-09-13 2036-09-13 FACULTAD DE
AGRONOMIA - UBA

SOFT 2018-10-25 0000-00-00 0000-00-00 GENTOS S.A.

Fuente: https://gestion.inase.gov.ar/consultaGestion/gestiones

Si bien se han aplicado criterios agronémicos en el desarrollo de estos

cultivares a través del mejoramiento convencional, la necesidad de generar nuevos

conocimientos con especial

énfasis en aspectos moleculares,

fisioldgicos y

agronomicos relacionados con el halomorfismo resulta de gran importancia para el

desarrollo de nuevos cultivares destinados a ambientes cada vez mas restrictivos. La

presente tesis abordé esta necesidad a través de los capitulos anteriores y el presente

estudio tuvo como objetivo evaluar el comportamiento agronémico en produccién de

forraje y de semilla de las seis familias de medios hermanos seleccionadas por su

tolerancia al halomorfismo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
- Existe variabilidad morfologica y genética en las seis FMH seleccionadas con

elevada productividad de forraje y semillas

- Existe un componente genético en la variacion fenotipica observada que permite

estimar la heredabilidad en sentido estricto.

Objetivos

- Estimar la variabilidad genética existente entre las FMH seleccionadas de T.

ponticum a través de caracteres agronémicos.

- Estimar componentes de varianza y heredabilidad en sentido estricto en los

caracteres asociados a produccion de forraje y semilla.
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MATERIALES Y METODOS

1. Las familias de medio hermanos (FMH) estudiadas

Las seis familias (6, 8, 18, 19, 33 y 35) seleccionadas por tolerancia a
halomorfismo, resultado de la seleccion realizada en los diferentes ciclos de seleccién
correspondiente a los capitulos anteriores (Figura 5.1); fueron evaluadas a campo sin

restricciones en condicion de planta aislada.
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Figura 5.1: Representacion del diagrama de seleccion para la obtencion de las seis
FMH seleccionadas para evaluar en el presente capitulo. CO: inicio del primer ciclo de
caracterizacion (capiitulo 11 y 1ll); C1: primer ciclo de seleccion (capitulo 1V); C2:
segundo ciclo de caracterizacion y seleccion (capitulo V).

2. Siembray trasplante a campo

2.1 Diseno experimental

En el mes febrero de 2016, las seis FMH fueron sembradas en invernaculo y
mantenidas bajo control hasta su trasplante al campo de la EEA Pergamino (18-05-
2016) en un suelo Argiudol tipico serie Pergamino (33°56' S; 60°33' O). Cada FMH

estuvo representada 24 genotipos (plantas) dispuestos en un disefio experimental de
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bloques completos al azar con tres repeticiones (ocho genotipos/repeticion) en

condicion de planta aislada a 0,80cm entre hileras y entre plantas (Foto 5.1).

Foto 5.1: Disposicion a campo de las seis FMH en planta aislada.

2.2 Caracteres evaluados

Entre los meses de mayo 2016 a marzo de 2017 se realizd la evaluacion
agronémica de las FMH, y para ello se registraron 11 caracteres en planta individual
(Tabla 5.2). En la Figura 5.2, se observan los datos de temperatura, radiacion y

precipitaciéon correspondiente al periodo mencionado a campo.
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Temperatura (°C)
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Figura 5.2: Datos meteorolégicos desde mayo 2016 a marzo 2017. PP:
precipitaciones (mm), Temp. Media: temperatura media (°C) y Heliofania Hs Tot: suma
de horas totales de sol.

Tabla 5.2: Caracteres evaluados (abreviatura; unidad), fecha de medicion para las seis
FMH.

Caracter Abreviatura, Fecha de Evaluacion
unidad
Alt 1 (cm) 15-08-16
Altura de planta Alt 2 (cm) 15-10-16
Alt 3 (cm) 15-12-16
N mac1 15-08-16
Numero de macollos N mac 2 15-10-16
N mac 3 15-12-16
Produccion de Materia Seca PMS (g) 12-10-16
SRR G GH R IE (dias) Dias desde 01/09
SHRERlE RIS RIG s NE Luego de la cosecha
Peso de mil semillas PMIL (g) Febrero 2017
Peso total de semillas PSEM (g) Febrero 2017
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A continuacion, se indican los procedimientos de los registros por caracter
evaluado: Altura de planta (Alt): Las mediciones se realizaron en cm, con una regla
graduada apoyada en el centro de cada planta hasta el extremo superior. Niumero de
macollos vegetativos (Nmac): por conteo directo del nimero de macollos producido
por cada planta. Peso de la materia seca (PMS): se efectué con hoz a una altura de
corte de 4 cm (altura de pufio) desde el nivel del suelo. Cada planta fue identificada y
conservada en bolsas de papel tipo kraft, se seco en estufa de aire forzado (60°C) por
un periodo de 48 hs, hasta lograr un peso seco constante. Luego se peso en balanza
OHAUS TS4ks (Max 4000g, d=0,1g) en gramos por planta. Emergencia de espigas
(IE): se registrd la variable como el numero de dias transcurridos desde el 01/09/2014
hasta la emergencia de la primera espiga por planta. Este caracter, seria indicativo de
la fecha de floracion. Niumero de espigas (NE): el 07/02/17 se realiz6 la cosecha de
espigas de cada planta individual mediante hoz. Cada planta fue puesta en bolsas de
papel tipo kraft, trasladadas al gabinete y puestas a secar a temperatura ambiente.
Cuando todas las plantas lograron una humedad inferior al 14% y previo a la trilla
individual, se realizé el conteo directo del numero de macollos reproductivos (niumero
de espigas) por planta. Peso de mil semillas (PMIL): del total de semillas producido
por cada planta se tomaron al azar tres muestras de 100 semillas puras, las que
fueron pesadas en balanza de precision Chyo Modelo MJ-300 (Max=300g, d=0,001g).
Se calculé el promedio de los 3 pesos de 100 semillas y el valor fue multiplicado por
10, a partir de alli se obtuvo el peso de 1000 semillas de cada planta en gramos. Peso
total de semillas (PSEM): se realizo la trilla de las espigas de cada planta con una
trilladora de cilindro dentado marca Allan Machine C.O. Modelo SVSRGI. Las espigas
de cada planta trillada fueron sometidas a limpieza manual a través de las siguientes
zarandas: 6/64” x 3/4", 5,5/64” x 3/4" y 1/14"x1/2”. Las semillas obtenidas por planta
fueron pesadas en balanza de precision Chyo Modelo MJ-300 (Max=300g, d=0,001g)

obteniendo asi el rendimiento de semilla de cada planta en gramos.

3. Analisis de la informacién

Los datos obtenidos fueron analizados a través de modelos lineales mixtos
utilizando Infostat® en interfaz con R, este método permite comparar el
comportamiento promedio de los genotipos para los diferentes caracteres, y se basa
en la estimacion de los componentes de varianza, por medio del estimador de maxima
verosimilitud restringida (RELM) (Di Renzo et. al, 2012). Previo al analisis se corroboré
la distribucion normal de los residuos y la homogeneidad de varianza residual, dado

que los modelos mixtos se basan en el supuesto de que los efectos aleatorios y los
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errores son independientes y se distribuyen normalmente (Balzarini et al., 2015 ).
Cuando algun supuesto no se cumplié, se corrigid a través de la modelacién de los
datos, en el marco tedrico de los modelos lineales mixtos, eligiendo para cada variable
el modelo que menor valor de AIC y BIC present6. Una vez corroborados los
supuestos se aplicaron analisis de variancia, se estimaron los componentes y se
realiz6 comparacion de medias. Por ultimo, se aplicaron los analisis multivariados

necesarios. A continuacion, se detalla cada uno de los analisis.

3.1 Analisis de variancia entre FMH

Con el fin de analizar la significancia de las variancias de los diferentes
caracteres entre las FMH se realizaron analisis inter-familiares para cada caracter

(Tabla 5.3). Se utilizé6 un modelo de bloques completos aleatorizado:

Yi= u+ mi+ B+ g

Yj es la variable dependiente (el caracter en estudio),

M es la media general,

M; representa el componente de variancia debido a FMH,
B;es el componente de variancia debido a bloques y

€; es el componente de variancia debida al error experimental.

Luego de realizar este analisis con el objetivo de detectar cuales FMH difirieron
significativamente en la media de los caracteres evaluados, se realizo la prueba t para

la diferencia minima significativa (LSD, “least significance difference”).

Tabla 5.3: Analisis de la varianza en base a media por parcela.

Fuentes de variacién GL E(CM)
Repeticiones (r-1)
- 2 2
Familias (f-1) O%etro’e
Error (r-1) (f-1) 0%
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Donde: r son los 3 bloques o repeticiones, f son las seis familias. 6% es la
variancia del error que expresa la variacion ambiental entre parcelas y 0% es la

variancia genética existente entre las familias de medios hermanos.
3.2 Estimaciones de los componentes de la variancia

Los componentes de variancia para cada variable se estimaron a partir de las
esperanzas de los cuadrados medios (E (CM)) obtenidas en los cuadros de analisis de
variancia. Para todas las estimaciones se siguio los modelos delineados por Nguyen y
Sleper (1983).

0% = (CM; — CM,)/r
Dénde:
o %= variancia genética de las familias de medio hermanos
CME = cuadrado medio de las familias de medio hermanos
CM, = cuadrado medio del error experimental

r = numero de repeticiones

4. Estimacion de la heredabilidad en sentido estricto

La heredabilidad expresa la porcion de la variancia total que es atribuible a los
efectos medios de los genes y esto es lo que determina el grado de parecido entre
parientes. La heredabilidad posee un papel predictivo en el estudio genético ya que
expresa la confiabilidad del valor fenotipico como indicacion del valor reproductivo. El
mejoramiento tradicional mide unicamente los valores fenotipicos de los individuos,
pero es el valor reproductivo el que determina su influencia en la siguiente generacion.
Por tanto, si el mejorador selecciona individuos para que sean progenitores de
acuerdo a sus valores fenotipicos, el éxito en cambiar las caracteristicas de la
poblacién puede predecirse unicamente a partir del conocimiento del grado de
correspondencia entre los valores fenotipicos y los reproductivos. Este grado de
correspondencia es medido a través de la heredabilidad (Falconer, 1989).

Los valores de heredabilidad en sentido estricto, basados en el analisis de
planta individual se estimaron a partir del promedio de la media fenotipica familiar
(PMF) para cada caracter (Falconer, 1981). Las estimaciones se realizaron en base a
los componentes de variancia (Cuadro 2) segun Nguyen y Sleper (1983) de acuerdo a

la siguiente férmula:

h2ppu= 0%/ (0'2|:+ O'ze/r)
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Donde: r son los 3 bloques o repeticiones, 0% es la variancia del error que
expresa la variacion ambiental entre parcelas y 0% es la variancia genética existente

entre las familias de medios hermanos.

5. Analisis Multivariado

Con los datos obtenidos de las variables agronémicas, se decidié aplicar
analisis multivariado con el objetivo de detectar diferencias y/o similitudes entre los
genotipos (Crisci y Lopez Armengol, 1983), en respuesta a los caracteres evaluados.
Se realiz6 Analisis de Componentes Principales, con el objetivo de condensar la
informacion obtenida, en unas pocas componentes principales que expliquen la mayor
variabilidad posible; y Analisis de Conglomerados Jerarquizado (Cluster), cuyo objetivo
es realizar un agrupamiento de FMH por similitud, se us6 distancia Euclidea y el
método del encadenamiento promedios (Average linkage o UPGMA “Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean” o “Método de agrupamiento de pares con la

media aritmética no ponderada”).
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RESULTADOS

1. Comportamiento de las FMH a campo: Caracteres agronémicos

De manera descriptiva en el Tabla 5.4 se observa, la media, el desvio estandar,
el coeficiente de variacién, valores minimo y maximo, el efecto de ambiente, el efecto
de familias de medios hermanos (FMH). Los resultados indicaron diferencias
significativas (p<0,05) entre las FMH en todos los caracteres a excepciéon del numero

de macollos en la segunda fecha de medicion y el peso de mil semillas.

Tabla 5.4: Comportamiento promedio de las seis FMH para todos los caracteres
morfoldgicos evaluados. Media, desvio estandar (D.E.), coeficiente de variacion (CV),
minimoi (Min), maximo (Max), valor p del efecto FMH. Altura (Alt), numero de macollos
(Nmac), peso de materia seca (PMS), emergencia de espiga (IE), nimero de espiga
(Nesp), peso de mil semillas (PMIL), peso total de semillas (PSEM).

Variable Media D.E. Ccv Min Max Valor p
FMH
Alt-1 (cm) 51,78 10,7 20,67 31,2 100,0 0,0015
Alt-2 (cm) 24,18 6,31 26,08 13,1 50,5 <0,0001
Alt-3 (cm) 97,59 12,93 13,24 64,0 130,0 0,027
Nmac1 69,19 32,3 46,69 12,0 160,0 0,0003
Nmac2 88,44 37,77 42,7 20,0 232,0 0,7817
Nmac3 59,98 29,29 48,83 4,0 152,0 0,0272
PMS (g) 18,92 11,76 62,15 1,0 86,0 0,0286
IE (dias) 96,32 4 17,10 89,4 102,5 <0,0001
Ne 51,8 29,61 57,17 3,0 136,0 0,0017
PMIL (g) 5,48 1,09 19,94 0,5 8,0 0,1880
PSEM (g) 5,8 4,16 71,72 0,1 19,8 0,0034

La altura de planta (Alt) fue variable de acuerdo a la fecha de medicién. Para la
primera fecha (Alt-1) se destaca la FMH 33, mientras que para la segunda fecha (Alt-2)
se destacan en altura las FMH 18 y 6, en la tercera fecha de medicion (Alt-3) la mayor
altura la presentaron las FMH 33, 18 y 6. La FMH 35 fue la que presenté menor valor

de altura para todas las fechas de medicion (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Altura de planta (Alt) promedio en cm por FMH y error estandar (E.E. en
barras), para las tres fechas de medicién (Alt-1, Alt-2, Alt-3). Letras distintas en la
misma fecha, indican diferencias significativas (p<0,05).

Para el numero de macollos (Nmac) también se observd comportamiento
diferencial de las FMH de acuerdo a la fecha de medicion. Para la primera fecha de
medicion (Nmac1) las FMH 6 y 18 lograron el mayor numero, mientras que para la
segunda fecha (Nmac2) no hubo diferencias significativas en la cantidad de macollos y
para la ultima fecha de medicion (Nmac3) se destacaron las FMH 6 y 19. La FMH 35

fue la que presenté menor niumero de macollos en todas las fechas (Figura 5.4).
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Figura 5.4: Numero de macollos (Nmac) promedio por FMH vy error estandar (E.E. en
barras), para las tres fechas de medicion (Nmac1, Nmac2, Nmac3). Letras distintas en
la misma fecha, indican diferencias significativas (p<0,05), mientras que la ausencia de
letras indica que no hubo diferencias significativas.
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Para la produccion de materia seca (PMS) acumulada de otofo-invierno las
FMH mas productivas fueron: 18, 6 y 19, mientras que la de menor produccion fue la

FMH 35 (Figura 5.5).
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Figura 5.5: Peso de materia seca (PMS) promedio en gramos por FMH y error
estandar (E.E. en barras), la linea corresponde a la media. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05)

PMS (g)

En cuanto al inicio de emergencia de espigas (IE) en dias se observd
claramente que las FMH 6, 35, 8, 19 fueron de tardias a intermedias, mientras que la

FMH 33 fue la mas precoz (Figura 5.6).
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Figura 5.6: Inicio de emergencia de espiga (IE) en dias desde el 01/09 y error
estandar (E.E. en barras), la linea corresponde a la media. Letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05)

IE (dias)

Para los componentes de rendimiento de semilla: nUmero de espigas (Ne),
peso de mil semillas (PMIL) y peso total de semilla (PSEM), se observé que las FMH 8
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y 19, presentaron los mayores valores de Ne, mientras que las FMH 35 y 33 los
menores valores. Para el PMIL no hubo diferencias significativas entre las FMH, sin
embargo se observo que las FMH 6, 19 y 33 presentaron valores superiores a la
media. Para la PSEM, las FMH 19, 6, 8 y 18 fueron las que presentaron mayores

valores, y la FMH 33 fue la de menor PSEM (Figura 5.7)
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Figura 5.7: a) Numero de espigas (Ne), b) Peso de mil semillas (PMIL) en gramos y c)
Peso de semillas totales (PSEM) en gramos, promedio por FMH, la linea corresponde
a la media. Letras distintas indican diferencias significativas (LSD; p<0,05), ausencia
de letras implica que no presento diferencias significativas.
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En la figura 5.8 se observa el grafico de dispersion de las seis FMH en para el
peso de materia seca y la produccion total de semillas. Se observé que las FMH 6, 18
y 19 fueron las mas productivas, mientras que las FMH 35 y 33 fueron las menos

productivas para produccion de materia seca y semillas respectivamente.
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Figura 5.8: Biplot produccion de materia seca (PMS) en gramos y produccion total de

semillas (PSEM) en gramos.

2. Analisis Multivariado
2.1 Componentes Principales

Al realizar el analisis de componentes principales, considerando los 11
caracteres analizados, se observé que las primeras componentes explican el 89% del
total de la variacion. Al construir la componente principal 1 (CP1), el caracter nimero
de macollos para las tres fechas de medicién explicé la mayor variabilidad (Tabla 5.5).
Las FMH 6, 18 y 19 fueron las de mayor niumero de macollos, y contrariamente los
genotipos 33 y 35. Al construir la segunda componente principal (CP2) las variables
altura a la primera fecha e inicio de emergencia, explicaron la mayor variabilidad. La

FMH 33 fue la que mas altura presentd y mas precoz (Figura 5.9).
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Figura 5.9: Biplot del analisis de componente principales para las seis FMH y las 11
variables analizadas. Altura (Alt), niumero de macollos (Nmac), produccién de materia
seca (PMS), emergencia de espigas (IE), numero de espigas (Ne), peso de mil
semillas (PMIL), peso total de semillas (PSEM).

Tabla 5.5: Autovalores y autovectores para el analisis de componentes principales.
Altura (Alt), nidmero de macollos (Nmac), produccion de materia seca (PMS),
emergencia de espigas (IE), numero de espigas (Ne), peso de mil semillas (PMIL),
peso total de semillas (PSEM).

Autovalores Autovectores
Lambda Valor Proporcion Prop Acum Variables el
1 5,95 0,54 0,54 Alt-1 -0,12
2 3,82 0,35 0,89 Alt-2 0,32
3 1 0,09 0,98 Alt-3 0,18
4 0,15 0,01 0,99 Nmac1 0,38
5 0,09 0,01 1 Nmac 2 0,39
6 0 0 1 Nmac 3 0,4
7 0 0 1 PMS 0,34
8 0 0 1 IE 0,13
9 0 0 1 Ne 0,28
10 0 0 1 PMIL 0,3
11 0 0 1 PSEM 0,31

2.2 Analisis de Conglomerados

e2
0,47

0,2
0,45
0,16
-0,03
-0,1
0,27
-0,46
-0,29
0,17
-0,32

Por otro lado, se realizé el andlisis de conglomerados jerarquizado mediante el

meétodo encadenamiento promedio (average linkage) y la distancia euclidea, para las
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seis FMH discriminados por las 11 variables mencionadas para el analisis de CP. Al
50% de la distancia planteada (2,88) se observaron cuatro subgrupos o clusters dentro
de los cuales los genotipos que los conforman cuentan con perfiles morfo-fisioldgicos
con mayor grado de similaridad para todas las variables incluidas, la correlacion

cofenética para este analisis fue 0,991 (Figura 5.10).

Promedio (Average linkage)

Distandia: (Euciidea)

35

33

0,00 144 288 4,32

Figura 5.10: Analisis de conglomerados para las seis FMH y las 11 variables
analizadas.

3. Comportamiento de las FMH a campo: Heredabilidad en sentido estricto.

En general las estimaciones de los componentes de la variancia: variancia
genotipica familiar (0%) y variancia ambiental (%), y la heredabilidad en sentido
estricto (h?) fueron variables y elevados para todos los caracteres a excepcion del
numero de macollos a la segunda fecha de medicién (Nmac2) (Tabla 5.6). EI mayor
valor de h? lo present6 el inicio de emergencia, seguido por los valores de altura a la
primera y segunda fecha de medicion. En tanto que el peso de semillas y el numero de
espiga presentaron valores similares y elevados. El peso de produccién de materia

seca fue intermedio.
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Tabla 5.6: Varianza familiar (0%¢), Varianza ambiental (0%) y heredabilidad en sentido
estricto (h?) para los 11 caracteres analizados en las seis FHM. Altura (Alt-1, Alt-2,
Alt3), Numero de macollos (Nmac1, Nmac2, Nmac3), Produccion de materia seca
(PMS), Emergencia de espigas (IE), Numero de espigas (Ne), Peso de mil semillas
(PMIL), Peso total de semillas (PSEM).

h? = o’F

Caracter o% 0% (o%F+ o2elr)
Alt-1 17,89 18,92 0,74
Alt-2 9,49 8,53 0,77
Alt-3 9,00 35,28 0,43
Nmac1 100,40 355,70 0,46
Nmac2 0,00 266,67 0,00
Nmac3 49,28 173,98 0,46
PMS 3,88 24,40 0,32
IE 10,76 6,81 0,83
NE 79,92 216,09 0,53
PMIL 0,01 0,24 0,09
PSEM 1,06 2,53 0,56
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DISCUSION

En el mejoramiento de especies forrajeras destinadas a condiciones
marginales, el rendimiento es de importancia secundaria respecto a la adaptacién. A
menudo existe una relacion negativa entre los caracteres que confieren adaptacion al
estrés y la produccién de materia seca y semillas. En Chloris gayana una graminea
forrajera apta para cultivo en zonas subtropicales afectadas por salinidad y
ampliamente utilizada en el Chaco Semiarido argentino, la tolerancia a la salinidad
indujo mermas considerables en su rendimiento, por reducciones en el crecimiento
foliar y en la proporcién de hojas secas (de Luca et al., 2001). Sin embargo, existen
investigaciones realizadas en poblaciones naturalizadas de especies forrajeras,
provenientes de ambientes restrictivos con exceso de sales y sequia, que demostraron
un comportamiento agrondmico superior de la descendencia de dichas poblaciones
respecto a cultivares mejorados. Algunas respuestas se sustentan en que dentro de
determinadas especies la adaptacion a nichos ecolégicos particulares, ha sido
producto de la seleccion natural. Entre los factores que promueven la adaptacion se
consideran el sistema reproductivo de la especie, su fondo genético y los factores
ambientales que prevalecen en dicho nicho (Imam y Allard, 1965; Snaydon y Davies,
1972; Bradshaw, 1984; Smith et al., 1994).

El presente capitulo abordd el comportamiento agronémico de las seis familias
tolerantes al halomorfismo seleccionadas a través de los capitulos anteriores. Los
resultados demostraron que, si bien la mayoria de las familias presentaron buen
comportamiento productivo en forraje y semillas, se destacaron tres de ellas (FMH: 18,

6, 19) por su mayor produccion y otras dos (FMH: 33 y 35) por su menor produccion.

1. Comportamiento agronémico de las familias selectas a campo

El cultivo de agropiro alargado es de desarrollo inicial lento, luego forma
grandes matas y produce abundante forraje. En condiciones favorables crece
activamente en primavera, verano y otofio, mientras que en invierno su crecimiento es
poco activo por efecto de las bajas temperaturas. La maxima densidad de macollos se
produce en la etapa vegetativa, con valores de 3500 macollos/m?, cuando la pastura
alcanza un equilibrio entre los procesos de muerte y recambio, para luego disminuir en
elongacion hasta llegar a 1100 macollos/ m? en antesis, debido a la inhibicién impuesta
por el desarrollo de las estructuras reproductivas (Fernandez y Alonso, 2000). Las seis
FMH evaluadas en este capitulo evidenciaron diferencias fenotipicas en la mayoria de

los caracteres agrondmicos evaluados en su primer afo de produccion. Las FMH 18, 6
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y 19 fueron las que presentaron los valores mas elevados de altura de planta y el
numero de macollos en las tres mediciones; ambos caracteres estan asociados a la
aptitud forrajera de la especie y el rendimiento de forraje (Bertin, 1993; Guillén, 2002;
Borrajo et al., 2004). Si bien la produccion de forraje otofo-invernal del primer afio del
cultivo no siempre se correlaciona con la produccién de los afios subsiguientes
(Maddaloni y Bertin, 1990), los resultados obtenidos indican la necesidad de continuar

evaluando las FMH durante los afos posteriores para confirmar esta tendencia.

La produccion de semillas es un caracter altamente dependiente del ambiente
(Bugge, 1984; Elgersma et al, 1989; Bertin, 2004), y esta determinado por la
precocidad a floracion, el numero de espigas por planta y el peso de mil semillas
(Bertin et al., 1987; Smith et al., 1994; Castano, 2005; Abbott et al., 2009). En agropiro
el inicio de floracién, en el norte de la Provincia de Buenos Aires, se produce hacia
fines de noviembre, con una importante proporcidon de espigas emergidas hacia
mediados de diciembre, y con un pico de antesis hacia mediados de enero. La
maduracién de los granos se produce entre los meses de febrero y marzo (Covas,
1959; Maddaloni y Bertin, 1990; Harrison et al., 2001). La produccion de semilla es
muy variable, dependiendo de las condiciones ambientales y los rendimientos
promedios nacionales son de 150 kg/ha de semilla, aunque con buen manejo es
posible obtener entre 300 y 400 kg/ha (Castario, 1995). Trabajos realizados en el norte
de la provincia de Buenos Aires (Maddaloni y Bertin, 1990), han demostrado que los
rendimientos de semilla varian entre 200 y 300 kg/ha, dependiendo del afio de
cosecha y del nivel de nutrientes en otofio y primavera. Durante el primer afio del
cultivo los rendimientos suelen ser intermedios a bajos, dependiendo de la latitud
(Maddaloni y Bertin, 1990; Castafio, 2005). En el presente estudio el indice de
emergencia de espigas discriminé las FMH en tempranas (FMH 33) e intermedias
(FMH 35, 8, 19); los valores medios del peso de mil semillas (5,48 g) y del peso total
de semillas por planta (5,8 g) fueron muy bajos, comparativamente con el
comportamiento de las variedades en el mercado (peso de mil: 6 a 8 g); sin embargo,
el rango de valores entre las plantas fue muy amplio y se detectaron genotipos con
elevado peso de mil (8 g) y elevado peso total de semillas (19,8 g). Estos valores
indicarian una amplia variabilidad intrafamiliar factible de ser seleccionada. En
términos generales las FMH con mayor rendimiento fueron 6, 18 y 19, y si bien estos
resultados son alentadores, los estudios del comportamiento agronémico de estas

FMH debieran continuarse.
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2. Heredabilidad en sentido estricto de los caracteres de produccion

Los programas de mejoramiento genético convencionales se han sustentado
en la estimaciéon de parametros genéticos sobre caracteres agrondmicos, para delinear
las diferentes etapas y poder formular criterios de seleccion (Gardner, 1963; Dudley y
Moll, 1969). La seleccién aplicada puede ser en base a la media familiar o en base
individual. Cuando se mejoran especies alégamas, con niveles de ploidia complejos
como el agropiro (2n=7x=70, alopoliploide) la segregacion intra-familiar suele ser
elevada y por lo tanto las estimaciones de los parametros genéticos suelen ser
variables. En particular la heredabilidad en sentido estricto (h?) es la varianza genética
aditiva en relacion a la varianza genética total y su valor radica en su uso para estimar
el progreso que se puede obtener a través de la seleccion y recombinacion de los
mejores individuos de una poblacién (Hill, 1977; Nguyen y Sleper, 1983; Bernardo,
2002; Acquaah, 2012). En el presente capitulo, se observaron valores intermedios a
elevados de heredabilidad en sentido estricto en los caracteres que expresaron
diferencias significativas entre las FMH. Para los caracteres de mayor valor
agrondmico asociados al rendimiento de forraje se observaron valores medios,
mientras que para los que estuvieron asociados a la produccion de semillas se
observaron valores altos (h?=64) en promedio (Stanfield, 1971). De este modo se
considera factible de seleccionar por los caracteres mencionados y esperar que se

vean reflejados en su descendencia.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente capitulo permitieron obtener las

siguientes conclusiones:

- Las familias tolerantes al halomorfismo se diferenciaron significativamente en los
caracteres agronémicos de produccion de forraje y de semilla en condiciones de

crecimiento a campo.
- Las familias 6, 18 y 19 fueron las mas productivas en forraje y semilla.

-La heredabilidad en sentido estricto (estimada sobre la varianza genética aditiva)
logré valores intermedios a elevados en los caracteres agronodmicos de interés,

indicando posibilidades de avanzar en la seleccién.
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CONCLUSIONES FINALES

Conclusiones a nivel poblacional:

- Los resultados obtenidos en el presente estudio indicaron la presencia de
elevada variabilidad genética entre los genotipos de la poblacién para todos los

caracteres morfolégicos evaluados.

- Se realizé la puesta a punto y transferencia de marcadores moleculares (SSR)
de Lolium perenne, Schedonorus arundinaceus y Triticum aestivum a
Thinopyrum ponticum, Este resultado es de gran utilidad en la especie dada la

poca informaciéon gendémica propia de la misma.

- El abordaje conjunto de ambas caracterizaciones: morfolégica y molecular
evidenci6 la utilidad de ambas técnicas en el proceso de caracterizacion de

genotipos en etapas tempranas de programas de mejoramiento genético.

- Bajo condiciones de halomorfismo en hidroponia, la poblacion presentd un
comportamiento diferencial en caracteres morfo-fisiolégicos que permitieron

agruparlos como tolerantes y susceptibles.

- El ambiente salino-sodico redujo el crecimiento de los genotipos para todos los

caracteres evaluados.

- La aplicacion del modelo AMMI, permitié discriminar los genotipos acordes a su
estabilidad en todos los ambientes considerando la produccién de materia seca
acumulada De esta forma se detectaron genotipos tolerantes y superiores
productivamente en determinados ambientes: 9, 14, 15 y 18 en control, 17, 21,
22,y 35 en salino; 2, 7y 34 en sédico y 10, 27 y 33 en salino-sodico; y otros
que mostraron estabilidad en todos los ambientes: 3, 6, 8, 10, 11, 16, 19, 20,
23,26, 29, 30, 31, 34.

- La poblacién estudiada expresé un elevado componente plastico heredable,
destacandose los elevados valores correspondientes a la produccion de
materia seca.

- En programas de mejoramiento genético cuyo objetivo es obtener cultivares
destinados a distintos tipos de suelo, los genotipos a seleccionar para suelos
salinos serian 17, 21, 22, y 35; para suelos sodicos serian 2, 7 y 34, y para

suelos salino-sodicos serian el 10, 27 y 33.

- Si el programa de mejoramiento genético tuviera como objetivo obtener

cultivares multiambientales, o destinados a suelos heterogéneos, los genotipos
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que mayor estabilidad presentaron fueron: 3, 6, 8, 10, 11, 16, 19, 20, 23,26, 29,
30, 31, 34.

Conclusiones a nivel familiar:

- Bajo condiciones de halomorifismo en hidroponia, las 12 FMH (5, 6, 7, 8, 13,
17,18, 19, 29, 33, 35) evaluadas presentaron un comportamiento diferencial en
caracteres morfo-fisolégicos que permitieron agruparlos como tolerantes y

susceptibles.

- La variabilidad fenotipica observada expresé un componente genético
diferencial que dependié del ambiente. Las mayores h? se obtuvieron en los
ambientes halomorficos, indicando que la seleccion debe realizarse por

ambiente.

- El ambiente salino-sédico redujo el crecimiento de las FMH para todos los

caracteres evaluados en diferentes fechas de medicion.

- Las FMH 6, 18, 35, 8, 19 y 33 fueron seleccionadas por ser tolerantes y
altamente productivas y mostraron muy buen comportamiento agronémico a

campo.

- Las FMH 6, 8 y 18 fueron las de mayor rendimiento en produccion de forraje y

de semilla.

Variables para utilizar para seleccionar por tolerancia al halomorfismo:

- La produccion de materia seca fue una de las variables que mejor expreso el
crecimiento de los genotipos y FMH en halomorfismo, y fue indicadora de la
tolerancia al estrés.

- El indice de tolerancia discriminé entre genotipos y FMH con mayor tolerancia
en los ambientes salino y sédico

- La relacion K'/Na®*, permitié discriminar entre genotipos y FMH lograron una
mejor relacion K'/Na®, ya sea por mantener los niveles de K* estable y/o la

menor concentracion de Na®.

- El contenido relativo de agua permitio detectar las FMH tolerantes con mayor
capacidad de ajuste osmoético ante la disminucion del potencial hidrico en

halomorfismo
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El indice de tolerancia discriminé entre genotipos y FMH con mayor tolerancia

en los ambientes salino y sédico.

La concentracion de Mg® fue indicador de diferencias entre los genotipos y las

FMH con mayor capacidad fotosintética en condiciones de estrés halomorfico
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Tabla 3.I: Medias aritméticas de los caracteres evaluados para

ANEXO

comparacion de medias a través del test LSD de Fisher (a=0,05)

Control
Sédico
Salino
Salino-Sédico
Media
LSD

Tabla 3.1l

Alt-1 (cm)

34,30+0,81
26,60+0,81
23,83+0,81
22,01+0,81
26,69
2,77

Alt-R1 (cm)

22,61+0,62
14,10+0,62
12,32+0,62
11,09+0,62
15,03
2,06

SPAD

48,69+1,18
49,49+1,18
50,73+1,18
50,57+1,18
49,87
8,53

100,64+4,04
82,75+4,05
81,46+4,04
76,74+4,05

Nmac1

85,40
14,00

comparacion de medias a través del test LSD de Fisher (a=0,05).

Genotipo

0 N O A WO DN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19

Alt-1 (cm)
32,29 + 1,23
28,11 + 1,23
2548 + 1,23
29,03 + 1,23
2765 + 1,23
29,11 + 1,23
26,13 + 1,23
2254 + 1,23
28,99 + 1,23
2396 + 1,23
31,07 + 1,23
222 + 13
18,11 + 1,23
29,32 + 1,23
26,86 + 1,23
2524 + 1,23
29,73 + 1,23
30,65 + 1,23
2359 + 1,23

Alt-R1 (cm)
16,85 + 0,70
15,82 + 0,70
144 + 0,70
15,87 + 0,73
15,58 + 0,70
14,33 + 0,70
13,76 + 0,70
141 % 0,70
17,44 + 0,70
14,53 + 0,70
16,47 + 0,70
14,33 + 0,73
11,56 + 0,70
13,93 + 0,70
16,63 + 0,70
14,43 + 0,70
15,99 + 0,70
16,69 + 0,70
14,21 + 0,70

SPAD
48,76 + 1,20
48,92 + 1,20
50,68 *+ 1,20
49,98 + 1,20
50,7 + 1,20
55,15 + 1,20
48,4 = 1,20
54,75 + 1,20
48,21 + 1,20
46,92 + 1,20
46,66 = 1,20
45,13 + 1,23
49,03 = 1,20
44,75 = 1,20
51,85 + 1,20
51,31 £ 1,20
52,36 + 1,20
51,4 £+ 1,20
47,88 + 1,20

Nmac1
86,2 + 7,58
58,2 + 7,58
113,2 + 7,58
100,7 + 7,58
102,7 + 7,58
92,0 + 7,58
85,7 + 7,58
79,3 + 7,58
119,7 + 7,58
73,3 + 7,58
71,8 + 7,58
27,5 + 8,03
336 + 7,58
95,0 + 7,58
101,5 + 7,58
68,1 + 7,58
89,3 + 7,58
795 + 7,58
59,9 + 7,58

Nmac2

102,59+5,52
77,09+5,53
79,43+5,52
63,98+5,52

74,06
8,53

Nmac2
83,7 £+ 7,69
51,4 + 7,69
111,0 + 7,69
101,7 + 7,69
92,7 + 7,69
76,2 + 7,69
76,7 + 7,69
75,0 £ 7,69
94,1 + 7,69
779 + 7,69
83,8 + 7,69
21,4 + 8,02
18,1 + 7,69
89,0 + 7,69
104,3 £ 7,69
66,0 £+ 7,69
97,0 + 7,69
92,0 + 7,69
66,3 + 7,69

cada tratamiento y

PS1 (g)

6,14+0,16
3,81+0,16
2,70+0,16
2,27+0,16
3,73
0,56

Medias aritméticas de los caracteres evaluados para cada genotipo y

PS1 (g)
479 + 0,25
3,12 + 0,25
4,64 + 0,25
49 + 0,25
4,59 + 0,25
4,47 + 0,25
4,04 + 0,25
2,84 + 0,25
515 + 0,25
3,38 + 0,25
3,16 + 0,25
0,98 + 0,25
0,87 + 0,25
4,49 + 0,25
4,27 + 0,25
2,36 + 0,25
4,88 + 0,27
471 + 0,25
2,23 + 0,25
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20 28,68 + 1,23 /14,58 + 0,70 50,78 + 1,20 920 + 7,58 89,0 + 7,69 4,45 + 0,25
21 28,48 + 1,23 /16,67 + 0,70 4491 + 1,20 685 + 7,58 59,3 + 7,69 3,69 + 0,25
22 2579 + 1,23/13,92 + 0,70 50,02 + 1,20 122,7 + 7,58 /105,0 + 7,69 4,68 + 0,25
23 23,15 + 1,23 /14,98 + 0,70 49,05 + 1,20 93,7 + 7,58/103,3 + 7,69 4,18 + 0,25
24 23,78 + 1,23 /15,13 + 0,70 57,83 + 1,20 81,7 + 7,58 80,0 + 7,69 3,15 + 0,25
25 2543 + 1,23 /1542 + 0,70 50,27 +* 1,20 79,7 + 7,58| 73,3 + 7,69 3,78 + 0,25
26 2493 + 1,23 /14,26 + 0,70 49,12 + 1,20 1150 + 7,58 /108,7 + 7,69 44 =+ 0,25
27 30,25 + 1,23 1538 + 0,70 516 + 1,20 745 + 7,58 50,2 * 7,69 /3,33 + 0,25
28 21,08 + 1,23 /1442 + 0,70 52,02 + 1,20 954 + 7,58 73,0 + 7,69 2,63 + 0,25
29 26,34 + 1,23 /14,13 + 0,70 49,98 + 1,20 96,3 + 7,58 98,7 + 7,69 3,71 + 0,25
30 2488 + 1,23 /13,53 + 0,70 46,03 + 1,20 117,3 + 7,58 111,0 £+ 7,69 4,38 + 0,25
31 26,02 + 1,23 /15,04 + 0,70 4566 + 1,20 1043 + 7,58 92,0 + 7,69 3,59 + 0,25
32 24,711 + 1,23 /13,17 + 0,70 50,26 + 1,20 102,3 + 7,58 | 95,7 + 7,69 3,92 + 0,25
33 35,17 + 1,23 16,44 + 0,70 /53,82 + 1,20 56,5 + 7,58 550 * 7,69 /3,00 + 0,25
34 27,88 + 1,23/16,33 + 0,70 49,67 + 1,20 673 + 7,58 66,8 + 7,69 2,53 + 0,27
35 27,38 + 1,23 /1568 + 0,70 51,55 + 1,20 84,7 + 7,58 88,0 + 7,69 3,34 + 0,25
Media 26,69 15,03 49,87 85,40 74,06 3,73
LSD 3,26 1,71 2,05 20,67 16,03 1,1
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Tabla 3.lll: Comportamiento promedio por genotipo dentro de cada ambiente para las variables que evidenciaron interaccion
genotipo*ambiente (p<0,05).

Alt-2 (cm) Alt-R2 (cm) Alt3 (cm) Nmac3
Genotipo Control Sédico Salino 222?3; Control Sédico Salino gg:;?é: Control Sédico Salino gg:;?é: Control Sédico Salino gg:;?é:
1 38,33 2940 2543 2157 12,33 7,43 8,23 6,43 28,33 12,73 21,07 10,73 77,33 36,67 56,67 28,67
2 46,87 28,90 26,83 20,80 12,73 8,90 9,80 7,27 32,23 12,37 23,47 11,02 50,67 12,33 27,67 16,14
3 29,67 26,90 19,70 17,40 11,03 7,87 7,27 6,63 21,73 897 1450 9,07 116,00 48,33 69,33 28,33
4 34,63 28,03 24,60 1947 9,10 8,30 8,50 7,37 21,43 | 13,83 | 16,77 10,83 92,00 @ 44,67 | 79,33 69,33
5 42,10 24,03 21,30 19,13 12,73 7,77 9,00 6,37 30,43 13,23 18,60 10,20 105,33 26,00 88,00 35,33
6 40,23 28,73 23,77 23,37 11,37 9,77 7,07 7,60 25,30 13,177 16,13 11,73 64,00 34,67 62,00 44,33
7 39,40 28,67 21,67 18,90 12,20 8,70 8,33 7,33 2517 11,20 16,67 10,03 78,67 @ 31,67 66,67 49,00
8 39,03 19,73 19,63 15,33 12,00 7,43 8,27 7,07 30,83 10,00 17,60 10,83 82,67 43,61 64,00 31,67
9 40,07 30,30 25,30 21,77 12,17 10,27 12,50 8,03 29,67 15,57 17,83 10,53 121,33 56,33 @ 46,67 54,77
10 37,07 21,70 22,03 18,00 11,17 7,27 8,83 6,23 28,07 10,80 17,13 9,03 70,67 16,33 42,00 25,00
1 48,57 25,27 30,60 22,60 11,93 8,63 9,93 6,77 28,03 15,27 26,63 12,13 82,67 @ 51,00 51,33 42,77
12 43,67 20,17 21,37 1043 10,70 11,70 8,90 7,80 34,20 14,50 18,30 2,85 54,67 6,56 16,33 0,00
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144

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

39,93

41,70

39,03

32,63

42,60

40,23

39,27

43,83

37,73

28,73

30,13

38,07

41,20

33,00

38,60

26,67

10,00

27,23

25,60

24,67

35,27

28,27

21,70

28,47

26,00

21,87

23,07

2417

24,62

22,20

29,10

18,47

16,43

20,27

22,63

20,17

18,90

26,43

20,17

23,13

23,70

20,93

20,23

22,40

23,87

20,37

21,03

15,07

10,07

18,63

20,90

15,43

16,87

19,60

15,13

19,17

20,47

20,43

18,53

15,70

20,90

18,70

24,30

13,63

12,47

13,07

14,73

12,13

13,50

14,33

10,93

10,60

12,13

8,53

13,00

10,53

10,73

9,73

12,60

9,67

12,25

7,13

8,33

7,13

8,33

8,27

8,10

8,53

10,87

5,33

6,63

7,10

7,23

7,57

8,20

6,87

7,73

7,67

9,50

8,47

7,03

10,00

8,07

8,33

8,83

7,63

7,27

7,83

10,20

6,87

7,77

8,07

9,70

6,00

7,67

5,90

5,73

7,47

6,23

7,60

7,33

7,57

6,93

6,00

7,20

6,70

7,53

5,83

33,27

28,33

30,23

25,40

34,60

30,93

27,30

22,93

26,43

15,77

16,93

22,57

27,97

19,93

28,70

14,23

9,70

10,30

10,27

11,43

16,20

12,73

12,13

13,65

15,93

6,80

10,10

9,89

11,50

12,35

14,27

8,63

18,93

16,30

17,83

17,17

15,07

21,33

17,10

19,63

17,33

14,23

19,77

19,17

19,07

16,80

18,70

8,90

7,55

9,30

13,27

8,95

10,55

12,33

9,17

18,33

11,50

11,47

9,47

10,47

12,13

10,55

13,17

7,77

25,67

110,67

124,00

84,00

104,00

85,33

70,00

77,33

70,00

120,00

136,00

76,00

53,33

78,67

65,67

81,33

14,79

57,00

48,33

39,33

20,56

39,67

36,00

43,11

18,67

43,56

68,33

31,84

17,61

34,61

17,67

34,33

22,33

65,33

92,00

47,00

92,00

81,33

46,67

88,00

55,67

70,00

112,00

64,67

51,33

100,00

46,00

60,00

0,72

11,00

54,67

19,00

74,59

48,67

20,67

38,00

17,33

33,00

57,33

43,67

31,67

47,33

22,00

33,77



LT

29 37,40 22,60 22,73 18,60 8,67 7,63 8,07 7,00 21,57 | 11,65 1590 13,22 76,67 19,56 88,00 36,64
30 34,63 22,90 21,63 1553 | 10,30 7,00 6,53 5,07 19,77 10,20 15,17 8,27 116,00 86,00 80,00 51,33
31 43,33 29,33 2597 20,00 @ 10,83 6,88 7,93 6,53 27,90 9,73 19,47 9,33 81,33 | 34,00 58,67 39,00
32 37,43 24,87 21,47 17,87 8,67 7,17 7,17 6,07 22,27 9,83 16,13 8,70 113,33 49,67 | 82,67 49,33
33 55,90 33,50 28,60 26,43 @ 12,53 9,10 8,27 9,97 32,47 945 21,70 17,10 43,00 8,61 28,00 16,67
34 41,27 2483 2217 16,47 | 13,73 7,73 8,83 6,23 31,20 | 10,23 20,87 10,97 68,00 42,33 41,67 29,00
35 40,87 27,47 2543 17,50 | 11,33 7,97 8,73 6,07 26,27 11,03 2047 10,00 81,33 30,67 64,00 31,67
Media 38,96 25,37 22,46 18,56 | 11,55 8,15 8,38 6,95 26,35 11,70 18,05 10,64 83,93 @ 3555 63,07 35,21
LSD 7,22 2,74 6,52 13,62



Tabla 3.1l (continuacién): Comportamiento promedio por genotipo dentro de cada tratamiento para las variables que evidenciaron

interaccion genotipo*ambiente (p<0,05).
TCD (mm/dia)

Genotipo Control Soédico Salino

10
11
12
13
14
15

81¢

0,35
0,39
1,00
0,72
0,82
0,47
0,60
0,30
1,01
0,41
0,41
0,34
0,32
0,55

0,54

0,44
0,75
0,69
0,55
0,52
0,56
0,32
0,03
0,31
0,16
0,82
0,78
0,37
0,51

0,36

Salino-
Sédico
0,39
0,46
0,42
0,27
0,01
0,23
0,07
0,17
0,64
0,09
0,17
0,11
0,14
0,17

0,05

Control

20,43
19,66
19,22
22,74
16,44
19,15

21,3
24,09
23,02
22,38
20,75
29,13
16,88
21,44

22,83

AFE (cm®/gPF)

Sédico Salino

18,23
15,03
23,75
17,07
31,96
13,78
23,57
15,68
24,87
18,65
18,53
17,13
59,11
12,58

20,89

13,37

13,8
23,94
19,21
19,65
18,49
16,49
24,85
14,65
22,49
19,46
15,62
17,99
12,81

23,76

Salino-
Sédico
17,15
14,54
21,2
13,26
19,14
7,85
14,19
21,24
14,99
18,56
16,59
49,69
25,16
10,1

14,06

Control

9,12
7,67
7,38
6,50
8,37
8,46
8,41
6,88
9,11
6,43
7,79
5,43
4,30
8,09
8,61

PS2 (9g)

Sédico Salino

3,38
2,61
3,78
3,76
3,37
3,40
3,67
2,72
3,89
2,53
2,37
0,50
0,03
3,47

5,18

2,94
1,47
2,74
3,50
2,55
3,08
2,71
2,30
2,46
1,94
2,03
0,85
0,66
2,40

3,09

Salino-
Sédico

Control

4,57
3,60
5,10
3,83
4,90
4,63
5,87
5,60
5,40
5,10
4,47
4,20
1,56
5,40

5,40

PS3 (g)

Soédico Salino

0,77
0,77

0,87

1,93
1,33
2,20
2,30
2,10
2,27
2,13
1,50
1,73
1,80
2,10
0,67
0,70
1,37

2,20

Salino-
Sédico
0,63
0,65
0,67
1,70
0,70
1,00
1,03
0,50

0,61



16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

0,59
0,27
0,42
0,50
0,21
0,92
0,21
0,51
0,47
0,75
0,46
0,96
0,83
0,20
0,67
0,95
0,69
0,56
0,71

0,29

0,37
0,45
0,35
0,32
0,60
1,20
0,47
0,70
0,49
0,24
0,40
0,75
0,54
0,26
0,50
0,56
0,58
0,22
0,93

0,36

0,14
0,25
0,46
0,06
0,04
0,52
0,32
0,08
0,24
0,09
0,25
0,22
0,33
0,08
0,51
0,40
0,10
0,11
0,22

0,09

31,05
15,84

255

26,6
16,52
23,42
29,82
28,09
24,48
23,59
24,57
22,99
27,87
24,87
32,39
27,68
21,98
22,30
34,53

20,30

17,31
13,55
15,73

8,35
17,39
17,49
26,23
24,21
21,00
20,27
21,51
23,18
24,01
14,81
21,47
14,17
19,53
10,18
19,69

16,33

10,01
21,02
22,33
19,22
19,52
20,79
20,24
25,24
16,44
19,97
21,63
20,01
22,23
18,01
21,71
18,65
20,28
17,26
21,13

16,43

12,52
16,22
13,12
20,87
16,05
14,11
21,52

25,1
18,92

16,3
20,64
18,66

20,1
14,22
19,76
14,43
24,42
15,41
24,98

12,75

6,66
8,09
9,39
6,71
8,58
6,88
7,70
7,15
7,20
9,28
7,93
6,16
5,42
7,08
7,63
7,45
8,06
7,47
6,77

8,15

2,33
3,17
3,67
1,40
4,19
2,00
4,81
4,24
2,62
2,95
3,30
2,44
1,90
2,46
3,06
2,48
3,19
2,34
2,71

2,16

1,60
4,18
3,22
1,58
3,31
2,49
3,09
3,08
3,32
2,45
2,79
1,47
1,89
2,20
2,72
2,87
2,45
1,76
1,74

2,83

0,62
1,93
2,25
0,58
2,06
1,50
1,74
2,00
1,51
1,81
1,77
1,27
1,29
1,32
1,87
1,38
1,65
1,57
1,26

1,21

4,33
5,70
5,47
4,10
4,37
3,47
4,07
5,93
3,63
4,20
4,30
3,90
3,63
3,67
4,57
4,00
3,67
3,37
4,63

4,63

0,77
0,71
0,93
0,70
1,26
0,83
0,26
0,77
0,58
0,56
1,31
0,63
0,67
0,56
1,17
0,60
1,20
0,66
0,50

0,60

1,33
2,73
2,80
1,30
2,47
2,13
2,77
2,63
2,33
1,63
2,20
1,40
1,47
1,77
2,43
1,83
1,60
1,03
1,30

2,40

617¢



0S¢

Media

1,00

0,55

0,50

0,23

23,54

19,92

19,10

18,22

7,49

0,83

1,88

0,74

LSD

0,54

12,26

1,43



Tabla IV: Comportamiento promedio por genotipo para Ca’, Mg*, K, Na" y K'/Na" por
genotipo dentro de cada tratamiento cuando hubo IGA significativo

Mg*
Genotipo e Control Sédico Salino 22:;?:;
1 Ca+ 7,73 £+ 0,84 3,32 + 0,84 341 £ 0,84 2,51 + 0,84
2 1,63 + 030 491 =+ 0,84 3,28 + 0,84 3,58 + 0,84 3,03 £+ 0,84
3 1,48 + 030 494 + 0,84 259 + 0,84 2,72 + 0,84 259 £+ 0,84
4 1,41 + 0,30 6,35 + 0,84 485 + 0,84 3,35 £+ 0,84 322 + 0,84
5 1,45 = 0,30 662 + 0,84 3,31 + 0,84 3,02 £+ 0,84 3,84 + 0,84
6 1,45 = 0,30 6,72 + 0,84 365 + 084 33 = 084 2,79 + 0,84
7 1,32 + 0,30 6,89 £+ 0,84 591 + 0,84 35 £+ 0,84 269 + 0,84
8 1,27 + 0,30 222 + 0,84 3,05 + 084 26 = 084 232 £+ 0,84
9 1,69 = 0,30 41 + 084 451 + 0,84 3,57 =+ 0,84 414 + 0,84
10 1,75 + 0,30 5,08 = 0,84 2,77 + 0,84 299 + 0,84 246 £+ 0,84
1 1,40 = 0,30 6,8 £+ 084 3,77 =+ 0,84 282 + 0,84 286 + 0,84
12 205 £+ 030 427 + 084 359 £ 1,01 259 + 0,84 26 = 0,84
13 1,20 = 0,31 458 + 0,84 257 + 0,84/ 2,79 £+ 0,84 2,67 + 0,84
14 1,49 + 0,30 558 + 0,84 3,31 £+ 0,84 3,36 + 0,84 2,08 £+ 0,84
15 1,99 + 0,30 7,13 £ 0,84 497 £+ 084 3,04 + 0,84 3,73 £+ 0,84
16 1,91 =+ 0,30 57 + 0,84 465 = 0,84 3,04 £ 0,84 29 = 0,84
17 1,82 + 030 7,48 +* 0,84 4,06 + 084 3,53 + 0,84 287 £+ 0,84
18 1,31 + 0,30 521 = 0,84 565 + 0,84 434 + 0,84 347 £ 0,84
19 1,45 + 030 453 £ 0,84 553 + 0,84 3,58 + 0,84 3,39 £ 0,84
20 1,35 + 0,30 662 + 084 364 + 084 336 £+ 084 28 + 0,84
21 1,24 + 0,30 1343 + 0,84 352 + 0,84 3,35 + 0,84 257 £+ 0,84
22 2,17 + 0,30 565 + 0,84 38 + 084 322 £+ 0,84 319 + 0,84
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23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

Media

LSD

1,59
1,26
1,81
1,26
1,35
1,38
1,62
1,43
2,13
1,43
1,74
1,41

1,60

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

1,55

NC

0,30
0,31
0,31
0,30
0,30
0,30
0,31
0,30
0,30
0,30
0,30
0,29

0,31

4,18

+

5,48

+

5,51

+

4,84

I+

7,72

I+

I+

6,05

5,73

I+

5,83

+

4,18

+

+

5,87

4,77

+

4,8

I+

4,55

I+

577

0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
1,01

0,84

3,46
3,21
2,83
3,68
4,37
5,41
3,28
4,41
3,11

53
4,24

3,9

2,97

+

+

+

I+

I+

I+

I+

+

+

+

+

I+

I+

3.9

1,01
1,01
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,74
0,84

0,84

2,98

2,7
3,91
3,15
3,75
3,53
2,75
4,53
3,72
3,42
3,25
3,06

2,55

2,28

+

+

+

I+

I+

I+

I+

+

+

+

+

I+

I+

3,27

0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
1,01
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84

0,84

2,55

2,3
3,09
2,89
3,41

2,2
2,73
3,81
2,87
2,85
3,37
4,23

1,92

+

+

+

I+

I+

I+

I+

+

+

+

+

I+

I+

2,94

0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84

1,01

252



Tabla 3.IV continuacién: Comportamiento promedio por genotipo para Ca’, Mg*, K*, Na" y K'/Na" por genotipo dentro de cada
tratamiento cuando hubo IGA significativo

Genotipo
1 16,16
2 13,53
3 15,58
4 18,87
5 15,91
6 12,25
7 12,12
8 13,76
9 12,13
10 14,03
11 11,79
12 9,47
13 13,75
14 10,95
15 13,45
16 14,02
17 17,19
18 15,28
19 15,40
20 14,64
21 11,79
22 18,79
23 19,19

€G¢C

K+

=+ +F +F + + + + + H + + + + + + +H + + + + +

I+

1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,64
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,64

Control

17,11

9,94
14,64
16,03
11,18
16,68
18,22
10,55

9,00
16,54
15,71
10,24
15,36
17,42
12,34

8,43
13,45

7,65

7,33
21,37
25,00
16,44
11,92

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+

5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36

Na*

Saodico

22,30
18,10
24,46
24,41
23,58
20,02
27,49
24,82
30,35
31,13
29,13
27,32
40,60
25,03
35,03
14,68
32,72
29,49
24,07
23,03
37,80
36,30
27,71

=+ +F +F + + + + + H + + + + + + +H + + + + +

I+

5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
6,46
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
6,46

Salino

40,35
34,04
28,96
20,74
13,93
22,16
21,64
19,43
35,57
34,98
28,55
31,02
12,19
42,42
19,30
17,45
24,23
23,03
15,26
32,06
27,06
31,34
25,20

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+

5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36

Salino-Sodico

48,07
33,56
35,98
26,34
28,87
26,98
30,80
34,22
51,29
40,17
62,39
37,80
37,98
41,57
32,85
33,99
36,31
27,16
34,87
30,12
37,87
24,10
33,49

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+

5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36

Control

1,32
2,36
1,67
1,69
1,94
1,16
0,83
2,38
2,67
1,85
1,28
1,93
1,45
1,98
1,93
2,34
1,83
2,98
3,17
1,52
0,77
2,27
2,20

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + H+

+

0,38
0,73
0,50
0,50
0,59
0,33
0,23
0,73
0,83
0,55
0,37
0,58
0,42
0,60
0,58
0,72
0,55
0,94
1,01
0,44
0,21
0,70
0,67

Saodico

0,76
0,68
0,64
0,64
0,95
0,65
0,39
0,54
0,34
0,32
0,39
0,29
0,14
0,31
0,27
1,19
0,41
0,46
0,46
0,53
0,20
0,43
0,64

=+ +F +F + + + + + H + + + + + + +H + + + + +

I+

K'/Na*

0,21
0,19
0,18
0,18
0,27
0,18
0,11
0,15
0,10
0,09
0,11
0,10
0,05
0,09
0,08
0,33
0,12
0,13
0,13
0,15
0,06
0,12
0,22

Salino
0,33 £ 0,10
0,35 £ 0,11
0,48 = 0,14
0,77 * 0,22
1,26 * 0,35
0,47 * 0,14
0,82 * 0,23
0,65 * 0,19
0,32 + 0,10
0,40 = 0,12
0,48 * 0,14
0,35 * 0,11
1,23 * 0,34
0,19 * 0,06
0,61 * 0,18
0,97 * 0,27
0,81 * 0,23
0,67 * 0,19
1,05 £ 0,29
0,66 * 0,19
0,38 £ 0,11
0,53 = 0,15
0,74 £ 0,21

Salino-
Sédico
0,30 * 0,08
0,37 £ 0,10
0,36 * 0,09
0,67 £ 0,18
0,35 * 0,09
0,27 £ 0,07
0,25 * 0,07
0,27 * 0,07
0,24 £ 0,06
0,19 * 0,05
0,15 * 0,05
0,23 * 0,06
0,25 * 0,07
0,13 £ 0,04
0,29 * 0,07
0,20 £ 0,05
0,41 * 0,10
0,67 * 0,18
0,36 * 0,09
0,30 * 0,08
0,27 £ 0,07
0,55 * 0,15
0,44 £ 0,11



24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
Media
LSD

¥S¢

16,58
12,78
18,86
12,90
22,07
16,54
19,19
14,00
13,40
11,16
19,20
15,20

14,91

=+ + + + + + + + H+ &+

I+

3,64

1,64
1,57
1,57
1,57
1,64
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,64
1,64

I+

9,30
19,88
11,33
19,21
14,18
14,92
12,92

8,20
13,77
10,22
10,99

13,30
13,74

+ + + + + + + H+ H+ H

+

5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
6,46
5,36

33,21
20,66
23,17
29,01
39,36
28,59
26,51
26,03
33,97
28,10
23,40
32,60

+ + + + + + &+ H+ H H

+

o+

6,46
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36

22,60
25,34
20,64
33,26
25,03
30,74
34,94
22,57
26,77
27,28
14,37
27,06

14,78

= + + + + + + + H+  H

I+

o H+

5,36
5,36
5,36
5,36
6,46
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36

25,08
36,03
31,46
33,24
24,37
37,16
41,74
28,19
28,67
47,67
38,71
28,10

= + + + + + + + H+  H

I+

o H+

5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
5,36
6,46

3,09
0,87
3,08
1,15
2,13
2,39
2,54
2,78
1,65
2,33
2,90
1,84

= + + + + + + + H+  H

I+

o+

0,98
0,24
0,98
0,33
0,65
0,74
0,79
0,87
0,49
0,72
1,12
0,55

0,51
1,16
0,86
0,40
0,70
0,33
0,64
0,46
0,43
0,32
0,81
0,52

+

I+

I+

+

I+

+

I+

+

+

I+

+

I+

)]

0,18
0,32
0,24
0,12
0,20
0,10
0,18
0,13
0,12
0,09
0,23
0,15

1,00

I+

0,74
0,63
1,21
0,33
0,83
0,44
0,46
0,71
0,33
0,53
1,62
0,56

0,65

+ + + + + + + H+ H+ H

+

0,21
0,18
0,34
0,10
0,29
0,13
0,14
0,20
0,10
0,15
0,44
0,16

+

0,52
0,20
0,36
0,29
0,56
0,48
0,41
0,33
0,27
0,12
0,46
0,34

0,34

= + + + + + + &+ H+ W

I+

0,14
0,06
0,09
0,08
0,15
0,12
0,11
0,09
0,07
0,04
0,12
0,11



Tabla 3.V: Analisis de la varianza para (i) relacién K/Na vy (ii) la producciéon de materia seca

acumulada (PMSA)

(i) K*/Na*

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 199 170,13 <0, 0001
TRATAMIENTO 2 4 5,87 0,0646
GENOTIPO 34 199 5,81 <0,0001
TRATAMIENTO : GENOTIPO 68 199 1,59 0,0071
(ii) PMSA (@)

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 4399, 65 <0, 0001
TRATAMIENTO 2 317,89 <0,0001
GENOTIPO 34 45,42 <0,0001
TRATAMIENTO : GENOTIPO 68 1,89 0,0003

Tabla 3.VI Autovalores de la matriz de correlacion

Variables el
Ca’ 0,14
Mg* 0,39
K* 0,46
Na* -0,42
K'/Na* 0,46
PMSA 0,47

e2
0,86
0,34
-0,04
0,26
-0,28

9,40E-04
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Tabla 3.VII: Correlacion de Pearson para las variables en estudio, obtenidas para cada
tratamiento.

Control | Alt-1 | Ait-R1 | Alt-2 | Ait-R2 | Alt-3 | SPAD | Nmac1 | Nmac2 | Nmac3 | PS1 PS2 | PS3 |PMSA | K/INa | TCD | AFE
Aﬂ_1 1 o hd L] ke Ns kR "k - NS ek L] NS - Ns
Alt-R1 [049 | 1 [ NS NS # NS . Ns | Ns | = | N8
Alt-2 0 0,47 1 i ek NS et it i NS NS NS NS NS it i
AR_RZ 0‘4 0‘34 0|43 1 ke NS *h *hk R whE NS Ll whk * Ea Ns
Alt-3 0.43 0'4 0,68 0 1 NS o o www waw i e o E e aw NS
SPAD |-0,121| -0,31 |-0,07| -0,01 |-0,02| 1 NS NS NS e e e - e NS | NS
Nmac1 |-0,28 | -0,23 | -0,46 | -0,25 | -0,32 | -0,04 1 i et i NS 0,65 b NS NS | NS
Nmac2 |-0,24 | -0,17 | -045 | -0,27 | -0,44 | 0,05 | 042 1 0 b i b i NS ** | NS
Nmac3 |-0,24 | -0,17 | -0,48 | -0,07 | -0,34 | -004 | 042 | 065 1 4 NS | NS | NS
PS1 011 | -021 |-017| -0,09 |-028 |-0,03 | 047 0,57 05 1 i 0,11 e NS NS -
PS2 03 | 009 |021| 008 |-007|-003| 0,18 0,37 027 | 065 1 i £ NS NS | NS
PS3 |022]| 0,23 | 0,14 0 0,37 | -0,33 | 0,05 0,1 0,3 0,16 | 0,25 1 i E NS | NS
PMSA | 027 | 002 | 0,06 | 0,15 |[-0,02|-0,17 | 0,33 0,47 0,48 083 | 0,83 | 0,59 NS NS *
K/MNa |003| 017 |-002| 0,19 | 0,15 | -0,08 | 0,04 0,07 0,17 | -0,05 | 0,08 03 0,13 1 NS | NS
TCD |023| 034 | 028 | 0,25 | 0,35 | -0,01 | 0,02 -029 | -0,16 | -0,17 | -0,01 | 0,05 | -0,07 | 0,01 1 *
AFE |-0,15| 0,14 |-024| -01 |-012|-0,15| -0,07 0,01 0,11 -0,27 | -0,15 0 02 | 012 |-019| 1
*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; NS: no significativa
Sodico | Alt-1 | Ait-R1 | Alt-2 | Ait-R2 | Alt-3 | SPAD | Nmac1 | Nmac2 | Nmac3 | PS1 | PS2 | PS3 | PMSA |K/Na| TCD | AFE
Alt-1 1 . = : = NS NS NS NS = NS ' - NS NS NS
At-R1 | 0,33 1 e ik s NS NS NS NS NS it NS * NS NS NS
At2 | 056 | 062 | 1 e | NS NS NS NS " | NS o NS | NS NS
At-R2 | 025 | 043 | 0,38 1 aat NS ¥ i NS NS NS i NS NS NS NS
At-3 | 037|032 | 04 | 069 1 " ' . NS NS NS e NS NS NS NS
SPAD |-0,07 | -0,02 | -0,09 | -0,06 | -0,3 1 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Nmac1 | 0,1 | -0,06 | 0,04 | -0,23 | -0,23 | 0,05 1 iy " i e NS i NS NS NS
Nmac2 | 0,09 | 0,12 | -0,16 | 033 | 035 | 017 | 064 | 1 [T |em | NS % | NS | NS | NS
Nmac3 | 0,07 | -0,08 | -0,03 | -0,02 | 0,2 -0,2 0,29 0,31 1 i * hisid b NS NS NS
PS1 | 043 012 | 028 | -003 | 0,05 | 008 | 0,76 0,52 0,34 1 i = el NS NS NS
PS2 02 | 039 | 036 |-002|-009| 0,19 0,54 0,53 0,25 | 0,64 1 * - NS NS NS
PS3 | 021 | 007 | 024 | 047 | 049 | 0,05 0,11 0,03 037 | 022023 1 il b NS NS
PMSA | 0,38 | 0,26 | 0,38 | 0,08 | 01 0,06 0,69 0,54 0,39 | 089 | 0,87 | 046 1 NS NS NS
K/Na | 0,04 | -0,13 |-0,13 | -004 | 0,08 | 0,13 | 001 | -002 | 0,13 | 0,01 |-005| 0,25 | 0,04 1 NS i
TCD |-0,04| 008 | 0,07 | 014 | 0,12 | 0,02 0,07 -0,1 -0,02 |-0,05| 002 | 0,11 | 0,01 |0,07 1 NS
AFE | 0,11 | 0,16 0 002 | 013 | -013 | 0,13 0,1 021 | 018 | 0,16 | 0,12 0.2 028 | 0,11 1
*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; NS: no significativa
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Salino | At-1 | AtR1 | A2 | At-R2 | Alt-3 | SPAD | Nmac1 | Nmac2 | Nmac3 | PS1 | PS2 | PS3 |PMSA | KNa | TCD | AFE
Alt-1 1 NS L *Hx i NS 0,04 NS NS *#+ | 003 | 001 | ##+ | NS NS NS
Alt-R1 | 0,19 1 #44 HhE *EE NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
At2 | 065 [ 041 | 1 T ' NS NS NS | = [ NS | NS | NS | # NS NS
At-R2 | 037 | 031 | 047 1 *hE NS NS *rx * NS NS NS NS NS NS NS
At3 | 043 029 [ 062 | 056 | 1 . NS #¢¢ | #« | NS | NS | NS | NS [ NS | =+ | NS
spaD | 001 002 | 02 | 018 | -02 1 NS NS NS NS NS NS NS NS ** NS
Nmaci | 02 | 004 | -004 | 011 | -016 | -002 | 1 ¥4 | axx | wxx | xex | axx | a+2 | NS | NS | NS
Nmac2 | 0,04 [ 011 | -018 | 033 | -039 | 001 | 067 1 #ex [ wax [ xex | awx | axe | NS [ NS +
Nmac3 | -005 | -007 | -017 | 026 | 0,31 | 017 061 067 1 i Fhk *Hx s+ | NS NS *
PS1 041 | 007 | 024 | -004 | -002 | 005 0,61 0,61 0,59 1 b **% hiad NS NS NS
ps2 | 021 [ 014 | 008 [ 018 | 018 | 013 | 056 | 068 | 061 [ 073 | 1 | #+ | #» [ NS | NS NS
Ps3 025 | 012 | 014 | 041 005 | 002 | 053 0,59 054 | 069 | 0,64 1 x| NS NS *
PMSA | 033 [ 012 | 047 [ 0,06 |-006 | 003 | 064 | 07 | 065 [092 | 08 |08 | 1 | NS | NS NS
KNa |-016 | 012 | 021 | 01 0,13 | 012 0 006 | 004 | -016 | -013 | -0,02 | -012 | 1 NS NS
TCD 009 | 012 [ 016 | 011 | 0,28 | -0.26 0,04 013 | 011 |-003 | 0,17 | 0,04 | -0,07 | -0,02 1 NS
AFE | 001 -002 | -008 | -017 | 012 | 0,04 0,12 0,24 021 | 005 | 016 | 0,21 | 015 |-005| -0,09 1
*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; NS: no significativa
Salino-
sodico | At1 | AtR1 | A2 | AtR2 | A3 | SPAD | Nmact | Nmac2 | Nmac3 | Ps1 | Ps2 | Ps3 | PMSA | KiNa | TCD | AFE
Alt-1 1 4% *EE % $¥% NS NS NS NS *E¥ P * 44 * NS NS
AR1 | 045 | 1 wis | wxs | == | NS P NS NS | NS | »+ | = B NS | NS | NS
At2 | 066 | 059 | 1 ter | eee NS NS NS NS x| e | o+ +++ | ++ | NS | NS
AR2 | 031 | 051 | 049 | 1 e * * NS NS | NS | *+ | » * NS | NS | NS
A3 | 036 | 05 | 048 | 067 | 1 = NS NS NS | NS [ # + * | NS | NS [ NS
SPAD | 0 | 012 | 001 | 023 | 026 1 NS NS NS | NS | NS | NS | NS + | NS | NS
Nmac1 | 0,06 | 034 | 015 | 022 | -0,18 | -0,06 1 e #sx | wxs |+ | NS | *+ | NS | NS | NS
Nmac2 | 008 | 02 | 003 | 0 |-005| 003 | 044 1 tr | wee | wex | » #+s | *++ | NS | NS
Nmac3 | 0,04 | 006 | 004 | 018 | 018 | 016 | 03 | 058 1 ¥ks | +ex | +ax | #x+ | #x+ | NS | NS
Ps1 | 044 | 004 | 025 | 002 | 013 | 003 | 063 | 045 05 1 #++ | NS | **=* | NS | NS | NS
Ps2 | 032 | 027 | 033 | 027 | 0,28 | 012 | 025 | 05 064 | 088 | 1 | #+ | *+= | NS | NS | NS
Ps3 | 021 | 027 | 022 | 029 | 022 | 005 | 007 | 021 | 033 | 042 | 0,29 | 1 ++ | NS | NS | NS
PMSA | 044 | 022 | 034 | 021 | 026 | 008 | 042 | 052 | 064 | 086 | 086 | 053 | 1 NS | NS | NS
KNa | 023 ] 004 [ 027 ] 003 [002] 021 | 05 | 031 | 035 [ 047 [ 012 [ 002 [ 014 | 1 NS | NS
TcD | 001 | 009 | 0.1 0 |-001| 002 | 001 | 001 | 003 | 01 | 003 | 012 002 | 041 | 1 | Ns
AFE | 072 | 01 | -003| 01 |-009| 002 | 003 | 002 | 011 | 012 |-002| 01 | 004 | 0,06 | -001 | 1

***p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05; NS: no significativa
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Tabla 3.VIII: Autovalores (i) y Autovectores (ii) correspondiente al analisis de componentes
principales, considerando las 16 variables analizadas para cada tratamiento.

(i) Autovalores

CONTROL SODICO SALINO SALINO-SODICO
Lambda | vglor Proporcion Prop Valor  Proporcién Prop Valor  Proporciéon Prop Valor Proporcion Prop
Acum Acum Acum Acum
1 5,04 0,31 0,31 5,35 0,33 0,33 6,08 0,38 0,38 6,33 0,40 0,40
2 3,86 0,24 0,56 3,55 0,22 0,56 3,5 0,22 0,60 3,39 0,21 0,61
3 1,86 0,12 0,67 1,56 0,10 0,65 1,36 0,09 0,68 1,40 0,09 0,69
4 1,20 0,08 0,75 1,26 0,08 0,73 1,15 0,07 0,76 1,12 0,07 0,76
5 0,97 0,06 0,81 1,07 0,07 0,80 0,80 0,05 0,81 0,97 0,06 0,83
6 0,87 0,05 0,86 0,84 0,05 0,85 0,79 0,05 0,86 0,76 0,05 0,87
7 0,50 0,03 0,89 0,70 0,04 0,89 0,67 0,04 0,90 0,49 0,03 0,90
8 0,40 0,02 0,92 0,46 0,03 0,92 0,54 0,03 0,93 0,34 0,02 0,92
9 0,32 0,02 0,94 0,44 0,03 0,95 0,36 0,02 0,95 0,31 0,02 0,94
10 0,29 0,02 0,96 0,27 0,02 0,97 0,28 0,02 0,97 0,26 0,02 0,96
1" 0,19 0,01 0,97 0,17 0,01 0,98 0,14 0,01 0,98 0,21 0,01 0,97
12 0,17 0,01 0,98 0,15 0,01 0,99 0,11 0,01 0,99 0,15 0,01 0,98
13 0,16 0,01 0,99 0,10 0,01 0,99 0,09 0,01 0,99 0,12 0,01 0,99
14 0,12 0,01 1,00 0,05 0,0034 1,00 0,09 0,01 1,00 0,08 0,01 1,00
15 0,05 3,10E-03 1,00 0,04 2,60E-03 1,00 0,04 2,50E-03 1,00 0,07  4,40E-03 1,00
16 0,01 4,70E-04 1,00 0,0029  1,80E-04 1,00 2E-04  1,50E-05 1,00 0,003 1,80E-04 1,00
(ii) Autovectores
CONTROL sSODICO SALINO SALINO-SODICO
Variables el e2 el e2 el e2 el e2

Alt-1 -0,06 0,42 0,09 0,42 0,14 0,41 0,25 0,34

Alt-R1 -0,08 0,33 0,13 0,37 0,02 0,37 0,22 0,33

Alt2 -0,22 0,37 0,10 0,43 0,03 0,49 0,25 0,36

Alt-R2 -0,07 0,37 -0,17 0,38 -0,08 0,36 0,07 0,37

Alt-3 -0,23 0,36 -0,07 0,41 -0,11 0,39 0,24 0,32

Nmac1 0,36 -0,16 0,37 -0,12 0,34 -0,07 0,27 -0,25

Nmac2 0,38 0,04 0,36 -0,18 0,37 -0,1 0,27 -0,32

Nmac3 0,38 -0,01 0,28 -0,16 0,34 -0,15 0,25 -0,28

SPAD -0,10 -0,03 0,09 -0,02 0,02 -0,09 0,18 0,04

PS1 0,38 0,16 0,39 0,12 0,37 0,12 0,35 -0,12

PS2 0,28 0,31 0,39 0,07 0,37 0,08 0,34 -0,11

PS3 0,28 0,22 0,23 0,18 0,37 0,05 0,23 -0,06

K*/Na* 0,02 -0,05 0,10 -0,16 -0,06 -0,23 0,09 -0,32

PMSA 0,38 0,24 0,41 0,12 0,39 0,09 0,37 -0,11

TCD -0,11 0,10 0,06 0,06 -0,02 0,07 0,09 -0,07

AFE -0,01 -0,19 0,19 -0,15 0,16 -0,20 -0,28 -0,13
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Tabla 3.IX: Analisis de la varianza para el indice de tolerancia (IT) en los tres momentos de

corte (PS1, PS2, PS3) y para la produccion de materia seca acumulada (PMSA).

IT para PS1: 30 dias desde aplicados los tratamientos

F.V.

Modelo.

TRATAMIENTO

BLOQUE

TRATAMIENTO*BLOQUE

GENOTIPO

TRATAMIENTO*GENOTIPO

GENOTIPO*BLOQUE

Error

Total

e gl CcM F
9.58 177 0.05 2.
2.61 2 1.31 22.
0.23 2 0.12 5.
0.23 4 0.06 2.
1.81 34 0.05 2.
1.52 68 0.02 1.
3.17 67 0.05 2.
2.63 134 0.02

12.22 311

75

59

91

94

71

14

41

p-valor (Error)
<0.0001
0.0066 (TRATAMIENTO*BLOQUE)
0.0035
0.0228
<0.0001

0.2611

<0.0001

IT para PS2: 60 dias desde aplicados los tratamientos

F.V.

Modelo.

TRATAMIENTO

BLOQUE

TRATAMIENTO*BLOQUE

GENOTIPO

TRATAMIENTO*GENOTIPO

GENOTIPO*BLOQUE

Error

Total

sc gl cM F
5.46 178 0.03 4.
1.71 2 0.86  28.
0.11 2 0.05 8.
0.12 4 0.03 4,
2.14 34 0.06 10.
0.66 68 0.01 1.
0.72 68 0.01 1.
0.85 136 0.01
6.31 314

89

65

75

05

54

69

p-valor (Error)
<0.0001
0.0042 (TRATAMIENTO*BLOQUE)
0.0003
0.0013
<0.0001

0.0168

0.0050

IT para PS3: 90 dias desde aplicados los tratamientos

F.V.

Modelo.

TRATAMIENTO

BLOQUE

TRATAMIENTO*BLOQUE

e gl CcM F
13.77 178 0.08 3.
5.63 2 2.81 56.
1.72 2 0.86 39.
0.20 4 0.05 2

58

82

88

.29

p-valor (Error)
<0.0001
0.0012 (TRATAMIENTO*BLOQUE)

<0.0001

0.0628
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GENOTIPO
TRATAMIENTO*GENOTIPO
GENOTIPO*BLOQUE
Error

Total

IT para PMSA

Modelo.

TRATAMIENTO

BLOQUE
TRATAMIENTO*BLOQUE
GENOTIPO
TRATAMIENTO*GENOTIPO
GENOTIPO*BLOQUE
Error

Total

16.71

SC

34

68

CM

2.

1

1.

63

.23

68

<0.0001
0.1501
0.0056
p-valor (Error)
.48 <0.0001
.25 0.0003 (TRATAMIENTO*BLOQUE)
.01 0.0002
.11 0.3551
.41 <0.0001
.29  0.1067
.99 0.0003

260



Tabla 3.X: indice de tolerancia para cada genotipo en los tres ambientes

GENOTIPO

O 00 N O U1 A WIN R

W W W WWWNNNNNNNNNNRRRRRRRRRR
U D WN RO OVWOKBSNOULBWNIEREROOOOWNOODWUDDMWNERO

Sdédico

0,44
0,38
0,44
0,52
0,43
0,49
0,48
0,40
0,46
0,37
0,36
0,10
0,08
0,41
0,50
0,43
0,45
0,37
0,27
0,49
0,33
0,45
0,48
0,35
0,32
0,47
0,45
0,39
0,35
0,45
0,39
0,41
0,37
0,36
0,37

+ =+ + + + + I+

H H

e o e L L L

+ 1+ + I+

0,02
0,01
0,08
0,03
0,03
0,05
0,06
0,06
0,06
0,08
0,04
0,04
0,06
0,03
0,05
0,10
0,04
0,06
0,04
0,09
0,06
0,02
0,03
0,11
0,05
0,08
0,03
0,12
0,04
0,04
0,06
0,01
0,02
0,01
0,11

IT-PMSA £ E.E
Salino
0,41 + 0,01
0,26 + 0,04
0,42 + 0,06
0,55 + 0,04
0,39 + 0,01
0,45 + 0,05
0,36 + 0,06
0,36 + 0,07
0,38 + 0,06
0,35 + 0,05
0,37 + 0,06
0,18 + 0,02
0,30 + 0,10
0,32 + 0,01
0,37 + 0,02
0,35 + 0,06
0,54 + 0,02
0,42 + 0,02
0,33 + 0,03
0,45 + 0,04
0,46 + 0,06
0,51 + 0,06
0,45 + 0,01
0,52 + 0,01
0,33 + 0,00
0,44 + 0,04
0,32 + 0,10
0,38 + 0,01
0,37 + 0,04
0,48 + 0,07
0,43 + 0,03
0,34 + 0,02
0,33 + 0,05
0,29 + 0,05
0,45 + 0,05

Salino-Sédico

0,28
0,19
0,28
0,42
0,27
0,27
0,36
0,15
0,26
0,28
0,22
0,04
0,08
0,26
0,24
0,12
0,31
0,27
0,16
0,30
0,27
0,29
0,27
0,27
0,26
0,26
0,24
0,28
0,22
0,29
0,22
0,21
0,30
0,18
0,23

H+

e o O L L

L e e e O S N T

o

0,01
0,02
0,06
0,07
0,03
0,07
0,04
0,01
0,05
0,02
0,10
0,02
0,06
0,04
0,07
0,03
0,06
0,05
0,02
0,04
0,03
0,03
0,03
0,02
0,01
0,02
0,07
0,06
0,03
0,03
0,06
0,02
0,06
0,06
0,07
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