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Resumen

Lotus tenuis es una leguminosa forrajera considerada tolerante a salinidad, naturalizada en
los bajos salino-alcalinos de la Pampa Deprimida Argentina. El objetivo de este trabajo fue
detectar y seleccionar familias de medios hermanos (FMH) tolerantes a la salinidad en fase
vegetativa juvenil. Se evaluaron 15 FMH, provenientes de poblaciones colectadas en la
Depresion del Salado, en un ensayo hidropénico utilizando un disefio en bloques completos
al azar (DBCA) con 3 repeticiones y 3 tratamientos: 0OmM, 150mM y 300mM NacCl. A los 16 y
29 dias de iniciar los tratamientos, se cortaron 5 plantas/FMH y se evaluaron: nimero de
ramificaciones (NR), longitud del tallo principal (LTP) y de entrenudos del tallo principal
(ETP), longitud de raiz (LR), peso fresco aéreo (PFA) y peso seco aéreo (PSA), radicular
(PSR) y total (PST). El indice de tolerancia a la salinidad (IT) para cada variable se calcul6
mediante la relacion entre el valor de cada planta sometida a NaCl y la media del control. Se
calculd la tasa de crecimiento relativo (RGR) para PST. Se realizaron ANOVA y la prueba de
comparaciones multiples DGC utilizando el programa estadistico InfoStat. Los resultados
indicaron interaccién significativa (p<0,05) entre FMH y fecha de corte para los IT de todas
las variables excepto PSR. También se encontrd interaccién significativa entre FMH vy
tratamiento para NR, PFA y PSA per se, y diferencias significativas entre FMH para el resto
de las variables. RGR evidencié una disminucién al incrementarse la concentracion salina,
con menor caida en las FMH maés tolerantes. Todas las FMH mostraron tolerancia elevada

a la salinidad, lo cual indica cierta tendencia de adaptacién al estrés.
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Introduccién
La creciente expansion agricola en areas
no tradicionales, ocupadas histéricamente
por la explotacion ganadera, crea la
necesidad de incrementar la produccion
de especies forrajeras adaptadas a
condiciones edéficas cada vez mas
estresantes. La salinidad del suelo es uno
de los principales factores que afecta a la
produccion vegetal, limitando el
crecimiento, el rendimiento y la calidad de
los cultivos (Ashraf, 2009; Yamaguchi &
Blumwald, 2005).

germoplasma tolerante a la salinidad, es

Desarrollar

un objetivo central en los programas de
mejoramiento genético a nivel mundial
(Flowers et al., 1997; Munns, 2002). La
comprension de los mecanismos de
tolerancia a estrés salino es esencial para
el mejoramiento genético de especies
cultivadas de interés.

Entre las especies forrajeras adaptadas a
ambientes marginales, se encuentra Lotus
tenuis Waldst. et Kit (=Lotus glaber Mill),
una leguminosa perenne, al6bgama,
diploide (2n=2x=12), de ciclo productivo
primavero-estivo-otofial (Beuselinck et al.,
1986; Falistocco & Piccirilli, 1989;
Lambrechtsen et al.,, 1986; Miiién et al.,
1990; Vignolio et al., 2002). Se encuentra
naturalizada en los campos bajos salino-
alcalinos de Ila Pampa

Argentina (Ledn, 1975; Le6n et al., 1979)

Deprimida
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y es muy valorada por su aporte a la
oferta forrajera de los sistemas ganaderos
de la region.

L. tenuis es considerada una especie
tolerante al estrés salino (Ayers, 1948;
Grattan et al., 2004; Lambrechtsen et al.,
1986; Rogers et al., 1997; Schachtman &
Kelman, 1991; Vignolio & Fernandez.,
1999). Si bien la produccién de biomasa
disminuye con el aumento de la salinidad,
los porcentajes de supervivencia Yy
crecimiento de las plantas son mayores
que en otras especies relacionadas
(Ayers, 1948; Ixtaina & Mdajica, 2004;
Pesqueira, 2008; Teakle et al., 2010).

El programa de mejoramiento genético de
la especie de Ila Unidad Integrada
UNNOBA-INTA persigue la obtencion de
cultivares de elevada produccion con

tolerancia incrementada a la salinidad.

Objetivo

Detectar y seleccionar familias de medios
hermanos (FMH) de Lotus tenuis
tolerantes a la salinidad en fase vegetativa

juvenil.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se evaluaron 15 FMH de Lotus tenuis
provenientes de poblaciones naturalizadas

colectadas en campos bajos de la
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Provincia de Buenos Aires (Franco, 2014;
Pesqueira, 2008).

Evaluacién en invernaculo

Las 15 FMH se evaluaron en invernaculo
mediante un sistema hidroponico en un
disefio en bloques completos al
azar (DBCA) con tres repeticiones vy
fueron expuestas a tres tratamientos
salinos: 0, 150 y 300mM de cloruro de
sodio (NaCl). Las semillas se escarificaron
y se sembraron en speedling, utilizando
tierra como sustrato. Cuando las raices de
las plantulas alcanzaron la longitud
adecuada, se encastraron en placas
perforadas de poliestireno expandido
sobre macetas tipo jardinera conteniendo
6 litros de solucion nutritiva Hoagland
(Hoagland & Arnon, 1950). Cada FMH
estuvo representada por 10 plantas por
maceta (unidad experimental). Una vez
gue las plantulas desarrollaron entre 3y 4
hojas nuevas en la solucion nutritiva, se
adicion6 NaCl. Las concentraciones
finales de sal se alcanzaron de forma
gradual para evitar shock osmatico. Las
macetas correspondientes al tratamiento
control (OmM NaCl) se mantuvieron
durante todo el ensayo con solucion
Hoagland sin agregado de NaCl. Las
soluciones nutritivas contenidas en las
macetas fueron debidamente oxigenadas
mediante aireadores marca Precision SR

7500 y se controlaron las condiciones de
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evaporacion y deposicion de verdin,

renovando las soluciones cada 7 dias.

Se muestrearon 5 plantas por maceta a
los 16 y 29 dias de iniciados los
tratamientos salinos (ddi).

Parametros morfolégicos evaluados

En las dos fechas de corte se evaluaron:
namero de tallos vegetativos (NTV),
longitud de tallo principal (LTP, cm),
longitud de entrenudos del tallo principal
(ETP, cm), longitud de raiz (LR, cm), peso
fresco aéreo (PFA, g), peso seco aéreo
(PSA, g) y radicular (PSR, g) y peso seco
total (PST, Q).
Para cada variable se estimé la tolerancia
a la salinidad a partir de la siguiente
relacion:

indice de tolerancia (IT) = xi/Xc
Donde, xi= valor de cada plantula en
solucion salina; y Xc= media del control.
Se calculd la tasa de crecimiento relativo
(RGR) para PST segun lo publicado por
Hoffman & Poorter (2002). Para esto,
ademas de los datos obtenidos a 16 y 29
ddi, se evaluo PST en 5
plantas/FMH/repeticion previo al comienzo

de los tratamientos salinos (0ddi).

Analisis estadistico

El andlisis de los datos obtenidos se
realizé utilizando el software InfoStat (Di
Rienzo et al., 2011) en su interfaz con R.
Se ajustaron modelos para
heterogeneidad de variancias mediante el
moédulo de modelos lineales generales y

mixtos (MLM). Se realiz6 ANOVA y
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cuando existieron diferencias significativas
(p<0,05) se compararon las medias
mediante la prueba de comparaciones
multiples DGC. Se

correlaciones  fenotipicas entre los

realizaron

caracteres estudiados utilizando el
coeficiente de correlacion de Pearson.
Finalmente, se realizaron analisis de
componentes principales (ACP) a partir de

las matrices de correlacion.

Resultados y Discusién
Los resultados indicaron diferencias
significativas entre los tratamientos salinos
(p<0,05) y diferencias significativas entre
FMH para todas las variables en estudio.
Existié interaccion significativa entre FMH
y tratamiento para numero de tallos
vegetativos (NTV), peso fresco aéreo
(PFA) y peso seco aéreo (PSA) per se.
También  se  encontrd interaccion
significativa entre FMH y fecha de corte
para los IT de todas las variables excepto
ITPSR. La triple

(FMH*Fecha*Tratamiento) no  resultd

interaccion

significativa en ningun caso.

En coincidencia con los resultados de este
trabajo, existen numerosas evidencias que
demuestran la existencia de variabilidad
fenotipica en el germoplasma de Lotus
tenuis (Andrés & Rosso, 2007; Ixtaina &
Mujica, 2010; Kade et al., 2003; Mendoza
et al.,, 2000, Stoffella et al., 1998) y de
variabilidad en la tolerancia a la salinidad

en esta especie (Ixtaina & Mujica, 2004;
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Pesqueira, 2008; Schachtman & Kelman,

1991; Teakle et al., 2010).

Al evaluar a través de componentes
principales las variables per se utilizando
como criterios de clasificacion las FMH y
los tratamientos, se observdé una
disminucién del crecimiento a medida que
se increment6é la concentracion de NaCl

(Figura 1).

6,00
A omvinaci
(O 150mM Nacl
[ 300mM Nacl
300{ X Variables

A
= o psTA A
B -: PO PsAk

L] o PFA

@ 0 00 24 4

o A A
8 o

CP 2 (4,7%)
°
B

-6,00 -3,00 0,00 3,00 6,00
CP 1 (89,8%)

Figura 1: Andlisis de componentes principales de las

variables per se utilizando como criterios de clasificacion
las FMH y los tratamientos.

Estos resultados son coincidentes con los
obtenidos por otros autores en L. tenuis,
que indican que a pesar de ser
considerada una especie tolerante a la
salinidad, este estrés produce una
reduccién en el crecimiento de las plantas
(Ayers, 1948; Rogers et al, 1997,
Schachtman & Kelman, 1991).

La reduccion de la produccion de biomasa
como respuesta al incremento del estrés
salino resulta uno de los parametros que
mejor discrimina al germoplasma tolerante
del susceptible y, para L. tenuis, se ha
registrado una alta variabilidad en el nivel
de reduccion (Schachtman y Kelman,
1991; Ixtaina & Mujica, 2004; Pesqueira,
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2008; Teakle et al., 2006; Teakle et al.,
2010). En el presente estudio, se
detectaron diferencias significativas en el
ITPST con una media de 0,72 que implica
una baja reduccion en la produccion de
biomasa y una marcada tolerancia al
comparar con trabajos realizados por
otros autores (Pesquiera, 2008; Melchiorre
et al., 2009).

Por otra parte, la tolerancia de las FMH
vario entre las fechas de corte. Al evaluar
a través de componentes principales los
IT de las variables utilizando como
criterios de clasificacién las FMH vy las
fechas de corte, se observa una
disminucion de la tolerancia a la salinidad
con el paso del tiempo para todos los

genotipos (Figura 2).
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Figura 2: Andlisis de componentes principales de los IT

de las variables utilizando como criterios de clasificacion
las FMH y las fechas de corte.

El analisis de componentes principales vy
el ITPST de las FMH en cada fecha (Tabla
1) indican que a los 16ddi, la FMH 447 fue
la de mayor tolerancia, y las FMH 325,
691, 690, 2248 y 2241 las de menor. Este
comportamiento difiere a los 29ddi siendo
las FMH 1894, 490, 2291, 2241y 447 las
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de mayor tolerancia y la FMH 2248 la de

menor.

Tabla 1: Efecto del NaCl sobre el peso seco total para
cada una de las 15 FMH evaluadas a los 16ddi y a los
29ddi. Los valores representan el IT de PST.

TPST
FMH 16ddi 29ddi
447 125A 0.64C
1195 0.91B 057 C
1894 0.90 B 0.69 C
1897 0.89 B 059 C
2243 0.87B 060 C
2297 0.87B 0.67C
685 0.85B 0.60C
1103 0.84B 0.64C
1146 0.84B 050 C
490 0.83B 0.67C
2241 0.77C 0.66 C
2248 0.77C 0.44D
690 0.73C 057C
691 0.73C 054 C
325 0.68 C 0.62C

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05)
segun el test DGC.

Para la mayoria de las FMH, RGR del
PST evidenci6 wuna disminucion al
incrementarse la concentracion salina, con
menor caida en las FMH mas tolerantes.
Se grafican los RGR a 16ddi de las FMH
447 (mas tolerante), 325 (menos
tolerante) y 1193 (intermedia) (Figura 3) y
los RGR a 29ddi de las FMH 1894 (mas
tolerante), 2248 (menos tolerante) y 1193
(intermedia) (Figura 4).
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Figura 3: Tasa de crecimiento relativa (RGR) del PST de
algunas de las FMH evaluadas a los 16ddi.
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Figura 4: Tasa de crecimiento relativa (RGR) del PST de
algunas de las FMH evaluadas a los 29ddi.

A 16ddi la FMH 447 presenta RGR
mayores en los tratamientos salinos que
en el control, pero sin diferencias
significativas, que si existen para la FMH
325. Cabe destacar que si bien no existio
interaccion entre FMH y Tratamiento para
ITPSR, la familia 1193 tuvo un muy buen
comportamiento a 150mM de NaCl pero
tuvo una baja tolerancia a 300mM.

Las correlaciones fenotipicas entre
caracteres fueron significativas (p<0,05) y

positivas (Tabla 2).

NTV LTP ETP LR PFA PSA PSR

LTP | 0,63

ETP| 0,50 | 0,89

LR | 0,37 0,49 0,46

PFA | 0,75 [0,84| 0,72 0,48

PSA| 0,76 10,84 0,70 0,42 [0,98
PSR| 0,72 0,74 0,62 0,47 0,88 0,89

pPST| 0,76 10,83 0,70 0,44 0,98 0,99 0,93

Tabla 2: Coeficiente de correlacion de Pearson entre los
caracteres analizados. En gris se observan las
correlaciones mayores a 0,80.

Conclusiones
Este trabajo permitid detectar variabilidad

fenotipica para caracteres morfolégicos en

germoplasma de Lotus tenuis bajo estrés
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salino, lo cual resulta altamente

auspicioso para su aplicacion en el
programa de mejoramiento de la especie.
El ensayo realizado permiti6 detectar
comportamiento diferencial entre las 15
FMH evaluadas en fase vegetativa juvenil.
Todas las FMH mostraron tolerancia
elevada a la salinidad en relacion al
control sin adicién de sal, lo cual indica
cierta tendencia de adaptacion de las
mismas al estrés.

La FMH 1193 mostré6 buena produccion
de biomasa bajo una concentracion de
150mM de NaCl, en coincidencia con
trabajos previos (Affinito, 2014; Franco,
2014) por lo que resulta promisoria para el

programa de mejoramiento de la especie.
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