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RESUMEN

Lotus corniculatus y L. uliginosus son leguminosas con alto valor agrondmico que se incorporan a las
praderas, conformando pasturas mejoradas para aumentar la calidad del forraje. La productividad de
estas especies esta limitada por la falta temporal de agua que afecta la germinacién, el establecimiento y
crecimiento de las plantulas, y la produccion de semilla. L.corniculatus y L.uliginosus, presentan
diferentes estrategias de crecimiento y desarrollo a nivel del sistema radicular y de la parte aérea. En esta
tesis se generaron hibridos interespecificos que recombinaron mecanismos adaptativos presentes en las
especies parentales. Los hibridos se obtuvieron mediante rescate de embriones, para lo que fue
determinante el precultivo in vitro que hizo posible el desarrollo de los embriones hasta estados que
permitieron la obtencion de plantas. La identificacidén de los hibridos se realizd mediante citometria de
flujo y marcadores moleculares, dos de los cuales (TM1150 y EH380069) resultaron polimérficos para los
parentales. Las respuestas fisiologicas y bioquimicas de los hibridos H1-6 y H1-87 en condicién de estrés
se establecieron a través de diferentes criterios. La pérdida de agua por foliolos de plantas adaptadas a
30 y 100 % de humedad relativa ambiente (HR) no presentd diferencia significativa entre los genotipos.
La emision de fluorescencia y la acumulacién de prolina en foliolos se cuantificaron en tratamientos
control (a capacidad de campo), con suspension del riego (estrés hidrico), incubacidn 4h a 40 °C (estrés
térmico) y estrés hidrico y térmico combinado. La emision de fluorescencia evidencio que el PSII de L.
uliginosus fue el mas afectado en estrés hidrico y térmico combinado. Al quinto de estrés combinado en
esta especie la relacion Fv/Fm descendié a 0.70, lo que indica dafio del PSII, mientras en L. corniculatus
se mantuvo como en el control (0.86) y los hibridos H1-87 y H1-6 mostraron un comportamiento
intermedio, entre 0.78 y 0.83 respectivamente. En condicion de estrés hidrico todos los genotipos, menos
L. uliginosus acumularon prolina, pero en estrés hidrico mas térmico combinado se produjo una reduccion
en la acumulacion de prolina respecto al tratamiento de estrés hidrico, excepto nuevamente L. uliginosus
que acumulé mas. El hibrido H 1-6 acumulé mas prolina tanto en estrés hidrico como el tratamiento de
estrés combinado. Los genotipos presentaron la misma eficiencia en el uso del agua estimada por el
método gravimétrico. Sin embargo cuando ésta fue estimada por discriminacion isotopica del carbono en
situacion de estrés, hubo diferencias significativas de las especies parentales entre si mientras que los

hibridos tuvieron valores de discriminacion intermedios. En cuanto a la defensa antioxidante enzimatica,



todos los genotipos incrementaron la actividad de la SOD, menos el hibrido H1-87, que tuvo un nivel
basal de actividad mas alto que el resto, y su actividad SOD, disminuy6 en estrés hidrico. La actividad
CAT y APX se incremento sélo en los hibridos durante la condicién de estrés. La cuantificacion del dafio
oxidativo por TBAR, mostré mayor dafio en L.corniculatus, tanto en estrés hidrico, como en la
combinacién de hidrico mas térmico, diferenciandose de L.uliginosus que tuvo los niveles mas bajos de
dafio. El hibrido H1-87 mostrd una respuesta similar a L. corniculatus, pero el H1-6, solo mostré un alto
nivel de dafio en el tratamiento que combind estrés hidrico mas térmico. El crecimiento radicular en
condiciones de estrés osmotico inducido por Polietilénglicol permitié establecer diferencias significativas
entre todos los genotipos. L. corniculatus presentd la mayor tasa de crecimiento radicular a potenciales
mas negativos, los hibridos valores intermedios y L. uliginosus fue el que tuvo la menor tasa de
crecimiento. Las plantas F, se instalaron a campo en un shelter, con distinta disponibilidad de agua.
Cuando ésta no fue limitante, la biomasa producida por los parentales y el hibrido H1-6 no manifiestd
diferencias significativas, en cambio en condicién de 25 % de la evapotranspiracion potencial, el hibrido
produjo significativamente mas biomasa que los parentales. Ademas el 60% de los hibridos desarrolld

rizomas.



Abstract

Lotus corniculatus and L. uliginosus are legumes with high agronomic value that join the prairies,
forming improved pastures to increase forage quality. The productivity of these species is limited
by the temporary lack of water affects the germination, establishment and seedling growth and
seed production. L.corniculatus and L.uliginosus, shows different strategies for growth and
development at the root system and the aboveground. In this thesis interspecific hybrids were
generated recombined adaptive mechanisms present in the parental species. The hybrids were
obtained by embryo rescue, which was crucial trough the in vitro pre-culture that made possible
the development of embryos that allowed obtaining plants. The identification of the hybrid was
performed using flow cytometry and molecular markers, two of which (TM1150 and EH380069)
for parental species were polymorphic. The physiological and biochemical responses of hybrid H1
and H1-6-87 in stress condition were established by different criteria. The leaflets water loss of
plants adapted to 30 and 100% relative humidity (RH) were not different between genotypes. The
fluorescence emission and accumulation of proline treatments were quantified leaflets control
(field capacity), with irrigation suspension (water stress), 4h incubation at 40 ° C (thermal stress)
and combined heat and water stress. The emission of fluorescence showed that the PSII of L.
uliginosus was most affected in combined thermal and water stress. At combined fifth stress in
this species the Fv / Fm ratio decreased to 0.70, suggesting PSIl damage while in L. corniculatus
remained in the control (0.86) and the hybrid H1-6 and H1-87, showed an intermediate behavior
between 0.78 and 0.83 respectively. Water stress in all genotypes except L uliginosus,
accumulated proline, but more thermal stress combined water produced a reduction in the
accumulation of proline compared to water stress treatment, again except L. uliginosus
accumulated more. The hybrid H 1-6 accumulated more proline both water stress and combined
stress treatment. The genotypes had the same efficiency of water use, estimated by the
gravimetric method. However, when it was estimated by carbon isotope discrimination under
stress conditions, significant differences in the parental species was observed, while hybrids had
intermediate values of discrimination. As the antioxidant enzyme, all genotypes increased SOD
activity minus the hybrid H1-87, which had a basal level of activity higher than the rest, and its
SOD activity, decreased water stress. CAT and APX activity increased only in hybrids during the
stress condition. Quantification of oxidative damage by TBAR showed higher L.comiculatus
damage both water stress, as in the combination of water plus heat, differing L.uliginosus which
had the lowest levels of damage. The hybrid H1-87 showed a similar response to L. corniculatus,
but the H1-6, only showed a high level of damage that combined treatment more thermal water
stress. Root growth under conditions of osmotic stress induced by polyethylene glycol allowed to
establish significant differences among all genotypes. L. corniculatus had the highest rate of root
growth to more negative potentials, hybrids and L. uliginosus intermediate values was the one
with the lowest growth rate. F2 plants were installed in a shelter field, with different water
availability. When it was not limiting, the biomass produced by the parents and the hybrid H1-6
didn’t showed significant differences, but in 25% of the potential evapotranspiration, the hybrid
produced significantly more biomass than the parents. Furthermore, 60% of the hybrids
developed rhizomes.
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Introduccion 1

| INTRODUCCION

Aproximadamente la mitad de las comunidades vegetales terrestres sufren regularmente
periodos extensos de déficit hidrico, que son la principal causa de pérdidas en el rendimiento de los cultivos
economicamente importantes y en el deterioro de pasturas. Las consecuencias de la sequia tienen mayor
gravedad que las provocadas por otros factores bidticos y abiéticos (Romero y Estrada, 2005) y constituye
el factor ambiental limitante que predomina en los diferentes sistemas de produccién (Reddy et al., 2004),
sea por la reduccion en el rendimiento o por la limitacién en la expansién de areas agricolas (Chaves y
Olivera 2004; Harb et al., 2010). Por esto, la comprension de mecanismos genéticos y bioquimicos que
controlan la tolerancia a la sequia es un tema central en el estudio de las plantas (Sharp et al., 2004).

Para controlar el contenido de agua y poder tolerar o resistir la sequia, las plantas desarrollaron
diferentes estrategias (Schulze, 1986). Unas estan asociadas a caracteristicas como maduracion temprana,
desarrollo de sistemas radiculares profundos o disminucion del area foliar, al menos durante los periodos de
alta temperatura y suelos secos (Munns et al., 2010). Otras estrategias estan relacionadas con la capacidad
de las células de aumentar la captacién y el mantenimiento del agua y con la puesta en marcha de
respuestas antioxidantes, asi como de mecanismos que permiten que el metabolismo ocurra en un estado
de bajo contenido de agua en la hoja (Harb et al., 2010).

1. Leguminosas del género Lotus usadas en la mejora de forraje

Las mas de 18.000 especies de leguminosas con una notable diversidad (Masayoshi et al., 2005)
ocupan aproximadamente el 12 % de la superficie arable mundial. Una evidencia de la importancia de estas
plantas en el terreno social y biologico justifica la significativa inversidén en estudios gendmicos que se
realizan en esta familia (Gepts et al., 2005), que ademas tiene la particularidad de establecer simbiosis con
bacterias que fijan nitrégeno, colectivamente llamadas rizobios. El uso y manejo de esta simbiosis permite
recuperar suelos degradados, disminuir el uso de agroquimicos y contribuye con la produccién sustentable
(Peccetti et al., 2009).

El género Lotus comprende un conjunto heterogéneo de mas de 200 especies, anuales y
perennes ampliamente distribuidas en el mundo (Grant, 1995), muchas con valor forrajero como Lofus
corniculatus. L. uliginosus, L. subbiflorus y L. tenuis. Estas leguminosas tienen una caracteristica en comun,

de interés agrondmico, que es la presencia de taninos condensados. Estos le dan a la planta resistencia a
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enfermedades y al ataque de insectos, y en los animales reducen la presencia de parasitos
gastrointestinales y previenen el meteorismo (Min et al., 2003). Los taninos condensados mejoran el
aprovechamiento de proteinas del forraje, que son pobremente utilizadas por los rumiantes. En el rumen los
taninos condensados se unen a la proteina y la hacen insoluble a pH ruminal (5,8 a 6,8) y el nitrogeno de
éstas no se pierde por desaminacion (Gebrehiwot et al., 2002). En las condiciones acidas del abomaso (pH
2,5 a 3,5) estos complejos se disocian y los aminoacidos son absorbidos a nivel del intestino delgado, lo
que se traduce en incrementos de la performance del ganado en la mejor calidad de lana y mayor
produccion de carne y de leche. Debido al mejor uso de proteinas y a la menor excrecion de urea se
reducen las emisiones de amoniaco del estiércol (MacAdam, 2006). De esta forma, los taninos
condensados contribuyen a la reduccion en la generacién y emisién de metano, que se estima contribuyen
con el 20 % del calentamiento global y del efecto invernadero (Woodward et al., 2000).

En Uruguay se incorporaron diferentes especies del género Lotus y se siembran alrededor de
500.000 ha (Censo Agropecuario, 2011) en sistemas ganaderos, agricola-ganaderos y lecheros. La
introduccién de leguminosas en el campo natural proporciona nitrégeno al sistema, aumenta la calidad y
cantidad de gramineas y como consecuencia protege los recursos genéticos nativos que contribuyen al
mantenimiento sustentable de la biodiversidad (FAO, 1996). También mejoran la estructura del suelo,
aumentan la materia organica, incrementando la rentabilidad en la produccién agricola (Morén, 2003). A su
vez, en sistemas de produccion ganaderos mejoran la sincronizacion y acortan los ciclos reproductivos, de
recria y engorde, que se traduce en una mejora en el ingreso neto del predio para todos los modelos
estudiados (Rebuffo, 2005).

En particular, y en lo referente a la incorporacion de leguminosas del género Lotus a la pastura,
se producen cambios significativos en dos aspectos. Por un lado aumenta la disponibilidad del forraje
estacional del campo natural de 7 a 18 kg de materia seca (MS) - ha! - dia! en invierno y de 15 a 31 kg de
MS - ha' - dia! en primavera, y por otro eleva el contenido de proteina cruda de 9 a 18 %.

2. Caracteristicas bioldgicas y agronémicas de L. corniculatus y L. uliginosus

L. corniculatus (4x), introducido al Uruguay en los afios 60 es originario de zonas mediterraneas

de Europa y Affica. Es una especie perenne, alégama y de ciclo estival, que ha sido la mas ampliamente

distribuida entre los Lotus, con poblaciones naturalizadas en diferentes regiones como Norteamérica y
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Sudamérica (Garcia de los Santos et al., 2001). Ademés es la especie con mayor variabilidad genética, con
hojas glabras o pilosas, tallos decumbentes o erectos, en general sin rizomas, y con abundante formacién
de tallos a partir de la corona (Kirkbride, 1999).

L. comiculatus se usa exitosamente en regiones con veranos secos y marcada estacionalidad,
como en Nueva Zelanda (Barry et al., 2003) y en Uruguay, donde han demostrado sus ventajas (Ayala y
Carambula, 2009). Ademas, tolera déficit hidrico y aluminio y crece en suelos poco fértiles, atributos de
particular interés para su uso en zonas con esas caracteristicas (Scott y Charlton, 1983). También se usa
para controlar procesos de erosion, y como biorremediador en suelos contaminados con boro, selenio y
otros agentes contaminantes (Diaz et al., 2005).

L. uliginosus (4x), es otra especie estival usada en el mejoramiento de praderas. Es perenne,
alégama, con crecimiento vegetativo variable, mas o menos erecto, que desarrolla rizomas que funcionan
como drganos de reserva y de propagacion. Estos hacen que su dispersion sea menos dependiente de la
resiembra por semilla (Wen et al., 2002), contribuyen con la persistencia porque se sustituyen las plantas
muertas por causa de la sequia y enfermedades de raiz y corona (Li y Beuselinck, 1996) y aumenta la
produccion de forraje porque se incrementa el nimero de plantas (Kallembach et al., 2001). L. uliginosus
puede crecer en zonas bajas con problemas de anegamiento, frecuentes en la zona Este del pais
(Carambula, 1996) y en términos de produccién de forraje puede superar al trébol blanco en suelos con pH
inferior a 5,2. Ademas, tolera suelos anegados y es eficiente en la absorcion de fosforo (Harris et al., 1993).
Otra caracteristica interesante es el desarrollo de un sistema radicular, formado por la corona, donde la raiz
pivotante central da lugar a una importante red de rizomas, estolones y raices fibrosas que le permiten
colonizar con facilidad el tapiz natural (Carambula et al., 1994).

Como muchas especies forrajeras de valor agronémico la productividad del género Lotus esta
limitada por la falta temporal de agua, que en nuestro pais se inicia en el mes de setiembre y tiene el pico
maximo a fines de enero. Esto determina una reduccion en la produccion de forraje de entre el 40 y el 60 %
y afecta ademas a la germinacién, al establecimiento de las plantulas, y al crecimiento y produccion de
semilla. Como consecuencia de la falta temporal de agua, surge la principal limitante de esta leguminosa

que es la falta de persistencia en el tapiz (Wen et al., 2002). Por otro lado, para los materiales de floracién
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tardia la escasez de lluvias durante el verano, una situacion frecuente en nuestras condiciones, determinan
una muy baja produccion de semilla (Rebuffo, 2005).

Otra limitante observada en varias especies de Lotus, principalmente en L. corniculatus, es la
incapacidad de controlar la pérdida de semilla por apertura de las vainas o shattering (Grant, 1999). Esta
caracteristica no es posible mejorarla por via de la ingenieria genética, debido a que los genes
responsables aun no han sido identificados. En este sentido, en el género Lotus la forma de introducir el
caracter indehiscente de las vainas ha sido mediante la hibridacién interespecifica (Repkova et al., 2009),
que si bien no es rapido permite introducir nuevas caracteristicas entre especies (Nandini et al., 1999).

3. Hibridacion interespecifica y rescate de embriones

A pesar de haber una amplia variabilidad genética en L. comiculatus el mejoramiento ha tenido
€scasos avances porque se dispone de una base genética estrecha en los cultivares sobre los que se aplica
la seleccion continua (Steiner y Poklemba, 1994; Beuselinck et al., 2003). La introduccién de nuevas
especies vegetales ofrece otra manera de incrementar la diversidad, sin embargo, ésta no es facilmente
incorporada mediante hibridaciéon a los materiales comerciales adaptados, debido a la existencia de
barreras reproductivas que mantienen el aislamiento entre las especies. En el proceso evolutivo, estas
barreras han tenido un papel decisivo, porque han conducido a la conservacién de las especies vegetales
(Grant, 1995).

La hibridacion interespecifica es un proceso de recombinacion genética que puede generar una
fuente de material sobre el cual luego operan los procesos de seleccion. Como producto de la
recombinacién genética, la descendencia obtenida puede ser parecida a uno de los padres, o ser
enteramente diferente a ellos (Grant, 1999). De todas formas, cuanto mas distante sean los géneros o
especies seleccionados para el cruzamiento, mas dificil de superar son las barreras reproductivas (Kudo et
al., 2008).

En términos generales, las barreras precigéticas limitan la capacidad de los granos de polen de
germinar en el estigma, o la de los tubos polinicos de crecer a través del estilo. Las barreras postcigoticas
estan relacionadas con anomalias en la formacién del endosperma (Repkova et al., 2009) y como
consecuencia los embriones abortan en etapas tempranas del desarrollo. En los cruzamientos

interespecificos, en general juega un papel clave en el aborto del embrién el balance en el nimero del
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endosperma (EBN). En este sentido, cuanto mayor sea la diferencia en el EBN entre las especies que se
cruzan, mayores seran las anormalidades citologicas que se daran, como lo son los nicleos gigantes y el
tamario irregular de células del endosperma. Estas anormalidades se producen como consecuencia de
procesos de duplicacion del ADN, que alterarian el control del ciclo celular de las células del endosperma
(Cornejo et al., 2006). En cruzamientos entre especies del género Oryza se ha determinado que no se
produce la fertilizacion de los nucleos polares, y como consecuencia no se da un desarrollo normal del
endosperma (Fu et al., 2009). En el género Lens, Abbo y Ladizinsky (1994) establecieron las causas de
aborto de cruzamientos interespecificos de embriones de la F1. En este género, la barrera reproductiva se
debe a una Unica mutacidn en un locus que afecta el desarrollo normal del embrién. En cruzamientos entre
especies del género Fagopyrum, se detectaron anormalidades en el desarrollo del suspensor, que
constituia la principal causa de aborto del embrién producido en el cruzamiento (Shaikh et al., 2001).

Para superar las barreras pre y postcigéticas entre especies se han utilizado diversas
estrategias. Una de ellas consiste en el uso de especies “puente”, que facilitan la transferencia de las
caracteristicas deseadas a través de un cruzamiento intermedio, y luego, el producto de éste se vuelve a
cruzar con el material vegetal de interés. De esta forma se combinan caracteristicas entre especies que son
incompatibles, entre las que no se puede llevar a cabo una hibridacion directa (Garcia de los Santos et al.,
2001).

Otra alternativa para superar las barreras reproductivas consiste en recurrir al rescate de
embriones (Sharma et al., 1996; Galati et al., 2006), que consiste en extraer al embrién formado a partir del
gametofito femenino por el proceso de fertilizacion sexual, y transferirlo a un medio de cultivo artificial en
condiciones asépticas. Uno de los aspectos determinantes en el éxito del cultivo de embriones es el estado
de desarrollo de éste y la seleccidn del medio, cuya composicidn determina la continuidad del crecimiento y
desarrollo del embridn (Mehetre y Aher, 2004).

De esta forma, el rescate de embriones y el cultivo de dvulos y de semillas inmaduras in vitro ha
sido una valiosa herramienta para eludir las barreras reproductivas de diferente origen. Su aplicacion ha
permitido producir nuevos cultivares e introducir caracteristicas de interés. En plantas ornamentales se ha
aplicado con muy buenos resultados en Gypsophila, Primula, Sandersonia, obteniendo hibridos

interespecificos e intergenéricos (Godo et al., 2009).
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4. Estrategias para la confirmacion del estatus hibrido

La naturaleza de los hibridos interespecificos debe ser confirmada para contar con la seguridad
de que ha ocurrido el proceso de recombinacién buscado, y descartar fecundaciones que pudiesen haber
ocurrido dentro de la misma especie (Simonovik et al., 2007). La identificacién de hibridos de la generacién
F1 puede ser dificil, debido a que pueden no ser facilmente distinguibles de los padres. Este hecho ha sido
especialmente observado cuando las plantas crecen en invernaculo, en forma contenida, sin poder
manifestar su tamafio total o potencial por las limitaciones de espacio (Gdmez et al., 2008). Para confirmar
la naturaleza de un hibrido putativo hay diferentes métodos, como la observacion de los caracteres
morfoldgicos de las plantas, el conteo y forma de los cromosomas, la variacion del tamafio del genoma, el
analisis de isoenzimas, asi como el uso de marcadores moleculares (Amano et al., 2007).

4.1 Estimacion del tamaiio del genoma por Citometria de flujo

La citometria de flujo (CF) permite analizar un gran nimero de muestras en poco tiempo, con un
alto nivel de repetitividad. Si las especies utilizadas en los cruzamientos no tienen suficiente diferencia en el
tamafio del genoma esta técnica no es Uutil para diferenciar los hibridos de sus parentales, lo que constituye
una limitacién para su uso (Rayburn et al., 2005). Sin embargo la CF es una técnica rapida y fiable para la
identificacion de hibridos cuando el tamafio del genoma de las especies parentales es diferente (Amano et
al., 2007).

En esencia, la CF se basa en que la emisién de fluorescencia es directamente proporcional a la
cantidad de ADN. Para determinar el contenido de ADN nuclear, los nlcleos aislados se marcan con
fluorocromos como el loduro de Propidio, Bromuro de Etidio, o con DAPI, previa eliminacion de ARN de las
muestras. La emision de fluorescencia por los fluorocromos se puede cuantificar y establecer la ploidia
respecto a poblaciones celulares control. Normalmente, cerca del 90 % de las células en un tejido estan en
fase GO y G1 del ciclo celular, es decir, su carga cromosomica corresponde a los pares de cromosomas de
la especie (2c). Las otras células estan duplicando el DNA, o ya lo duplicaron (4c) previo a la mitosis
(Moreno - Salazar et al., 2007).

En las angiospermas, el contenido de ADN ha sido estimado entre 0,1 pg y 125 pg, es decir que
presentan una diferencia del orden de 1000 veces aproximadamente (Bennett et al., 2000). En varios

trabajos se ha propuesto que la variacién del tamafio del genoma tiene un significado adaptativo, y ademas,
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a través de él, se pueden llevar a cabo estudios sobre organizacién del genoma, taxonomia y evolucion, asi
como estudios comparativos entre especies vegetales (Bennett et al., 2000; Bennett y Leitch, 2005; Chase
et al.,, 2005). En los Ultimos afios se han comparado los tamafios de genomas determinados mediante CF
de hibridos interespecificos del género Limonium, Cyclamen, Actinidia, Gladiolus, Cucumis, Cucurbita, etc.
(Sisko et al., 2003; Bennett y Leitch, 2005).

4.2 Marcadores moleculares para la identificacion de hibridos

La identificacién asistida con marcadores moleculares con alto poder de resolucion es una
técnica robusta, usada cada vez con mas frecuencia en la caracterizacidén de cultivares para estimar y
comparar la similitud genética y también en la proteccién de variedades (Hashemi et al., 2009). Existen
varios tipos de marcadores moleculares que se han utilizado ampliamente, entre ellos, las isoenzimas
RAPD (random amplified polymorphic), las SSR (simple sequence repeats), y STS (sequence-tagged site)
(Devanand et al., 1999), (Wang et al., 2004; Ichii et al., 2003; Yashitola et al., 2002; Nandakumar et al.,
2004).

Los marcadores moleculares y los mapas de ligamiento genético son prerrequisitos para llevar a
cabo actividades de mejoramiento en cualquier cultivo. Estas herramientas pueden acelerar el proceso de
introgresion de las caracteristicas de interés en las variedades preferidas, especialmente para los rasgos
complejos, como es el caso de la tolerancia a sequia (Varshney et al., 2009). Los marcadores moleculares
mas utilizados para analizar el genoma de las plantas son los microsatélites. Estos corresponden a
secuencias repetidas en tandem, de uno a cinco pares de bases (pb), que se encuentran en todo el genoma
(Wang et al., 1994) y tienen altas tasas de mutacién, de alrededor de 2,5 x 102 x 10 por generacién
(Weber y Wonc, 1993). Los microsatélites se han aplicado exitosamente en programas de mejoramiento
(Gupta et al., 1996) y la técnica se basa en el uso de cebadores para amplificar por PCR (polymerase chain
reaction) secuencias codominantes que se encuentran ampliamente distribuidas en el genoma (Li et al.,
2002) y generalmente estan asociadas a regiones conservadas del ADN (Morgante et al., 2002).

Los microsatélites son marcadores altamente reproducibles dentro de la misma especie y
ademas se pueden transferir a otras especies y géneros (Eujayl et al., 2004; Gaitan-Solis et al., 2002; Wang

et al., 2004; Zhang et al., 2007). La variacion en estos marcadores codominantes se puede utilizar para
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evaluar el tamafio efectivo y estructura de la poblacion, la migracion, las tasas de colonizacion y sistemas
reproductivos (Burczyk et al., 2006, Morgan y Conner, 2001).

De la comparacién marcadores SSR respecto a otros, éstos presentan varias ventajas en la
identificacion de plantas dado que se requiere menor cantidad de ADN que con los marcadores basados en
RFLP (Powell et al., 1996) y el analisis es mas rapido (Gdmez et al., 2008). Ademas, los RAPD a menudo
no son reproducibles y son dominantes en la mayoria de los casos. Por esto, con los marcadores del
progenitor femenino no se pueden detectar heterocigotos en la generacién F1 (Burrow y Blake, 1998), a
pesar de que en la segregacion de los patrones de marcadores en la generacion F» si se pueden identificar
hibridos.

El uso de marcadores SSR para la evaluacion de hibridos es comun en el tomate (Smith et al.,
1998), maiz, (Salgado et al., 2006), arroz (Yashitola et al., 2002) y algodén (Dongre y Parkhi, 2005). Los
recientes avances en genomica comparativa confirman que los resultados obtenidos en las especies
modelo Medicago truncatula y Lotus japonicus, con frecuencia se pueden extender a otras leguminosas de
importancia agricola dentro de la subfamilia Papilionoidea (Young et al., 2005). Ademas, el desarrollo de
herramientas moleculares para el analisis en la interaccidn simbiética de rizobios y microrrizas con las
leguminosas, ha permitido avanzar en la comprension de la interaccién microorganismo - planta y en la
identificacion de genes claves caracterizados en este proceso (Sandal et al., 2006).

5. Tolerancia - sensibilidad de las plantas frente a déficit hidrico

La capacidad de una planta para sobrevivir ante una condicion de estrés ambiental, dependera
de su habilidad para percibir y trasmitir las sefiales ante el estimulo recibido, y de la interaccion con el
ambiente. La tolerancia a la sequia, esta determinada genéticamente, pero la expresion de estas
caracteristicas estan sujetos a la interaccion con el medio (Al-Ghamdi, 2009). La dificultad para
comprender este proceso se debe, en parte, a que el estrés puede ocurrir en multiples estadios del
desarrollo de la planta (Fig. 1), y mas de un tipo de estrés puede afectarla en forma simultanea
(Chinnusamy et al., 2004). A su vez, el estrés puede tener diferente severidad y duracion (Gaspar et al.,
2002). De la interaccion de estos factores, la planta tendra diferentes respuestas de acuerdo a las
estrategias fisiolégicas y bioquimicas desarrolladas, que determinaran un comportamiento de

susceptibilidad o tolerancia al estrés (Fig. 1).
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Entre los distintos estreses, varios de ellos tienen en comln que su origen es la variacion del
estatus de agua en la célula. El déficit de agua puede ocurrir por aumento en el contenido de iones en el
suelo, por baja temperatura, baja disponibilidad de agua en el suelo o por aumento de la evapotranspiracién

(Verslues et al., 2006).

Caractetisticas Resultade dela

que definen el Carat_:terl’sticas Respuesta dela interaccién
estrés gleaf;rzladas enla planta planta-estrés.
Severidad Resistencia ) Adaptacién
Tejido ! Tolera
Afectado
Duracion 4’
Estrés Cambios
biental epigenéticos
ampienta e i Mutaciones Aclimatacién
énotipo Variacion
déficit somaclonal
hidrico
Mimero de
exposiciones
Etapa de
desarrollo
Combinacion
de estreses

Figura 1. Posibles respuestas de las plantas a estreses ambientales (adaptado de Gaspar et al., 2002).

5.1 Uso de polietilenglicol para evaluar in - vitro respuestas a déficit hidrico

La busqueda de sistemas adecuados para reproducir el déficit hidrico en condiciones
experimentales puso en evidencia distintas dificultades para simular un medio que represente la situacién
real en el suelo. Para imitar el efecto del descenso de potencial agua en el suelo, que ocurre en situacién de
sequia, se han usado diferentes compuestos osméticos no idnicos como el manitol, melobiosa y sorbitol que
son incluidos en el medio donde crecen las plantas. Estos compuestos pueden entrar en las células de la
raiz y también favorecen el crecimiento bacteriano, lo que constituye limitaciones para su uso.

El polientilenglicol (PEG) ha sido usado desde los primeros estudios en los que se intentd
imponer un déficit hidrico controlado. La principal ventaja de su uso es la posibilidad que brinda de

establecer un potencial osmético determinado, controlable con facilidad. De todas formas su uso tiene
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limitaciones, principalmente asociadas con el medio en que se usara, si el medio es agarizado el PEG
impide la su polimerizacién. Para superar esta dificultad la solucién de PEG se agrega sobre el medio de
cultivo 24 a 48 h antes de poner las plantas, para que éste difunda en el medio de cultivo y se establezca el
potencial osmético definido. Otra limitacidn del uso de PEG es en sistemas estériles, dado que no se puede
autoclavar porque se produce una disminucion de un 20 % del potencial osmético previsto (van der Weele
et al., 2000). También hay que tener en cuenta que el PEG limita la difusion de oxigeno (Mexal et al., 1975;
Verslues et al., 1998) lo que en cultivo in vitro se soluciona colocando las placas verticalmente, de manera
que las raices crecen en la superficie del medio, al tiempo que estan sometidas a bajo potencial de agua
(van der Weele et al., 2000). De todas formas el PEG es el soluto que se usa habitualmente para imitar el
efecto de un suelo en un proceso de pérdida de agua (Verslues y Bray, 2004; Verslues et al., 1998; van der
Weele et al., 2000) en sistemas in vitro, dado que permite reproducir los experimentos y mantener el
potencial osmético en niveles constantes en placas o en cultivos hidropénicos.

El sistema de imposicién de déficit hidrico utilizando PEG en placas, con minima transpiracion,
ha sido empleado en estudios de respuesta a déficit hidrico en maiz, y otras especies, y se han obtenido
resultados similares a cuando se utiliza vermiculita en los estudios de respuesta al bajo potencial de agua
(Sharp et al., 2004). El PEG utilizado en sistema de hidroponia, a una concentracién tal que gener6 a -1,1
Mpa, permitié el analisis fenotipico masivo de RILs (lineas recombinantes puras) de L. japonicus x L. burtti.
En este sentido la induccion de un estrés osmético mediante la adicién de PEG hizo posible la identificacion
de QTLs asociados a la tolerancia a la sequia en los distintos materiales (Quero, 2011).

5.2 Control de agua en el suelo en ensayos a campo

Las respuestas de la planta a situaciones de estrés en condiciones de laboratorio deben ser
validadas en ensayos en campo, es decir en el suelo y en ambientes reales (Munns et al., 2010). Para tener
una aproximacion precisa de la respuesta de la planta a las condiciones de déficit hidrico se puede recurrir
al uso de un equipo protector de lluvia, denominado shelter (rain out shelter) que se muestra en la figura 2.
El shelter permite abordar de forma sencilla el estudio de la sequia en condiciones de campo, excluyendo la
posibilidad de ocurrencia de lluvias. (Hatfield et al., 1990). Su estructura consta de un techo corredizo que
se mueve de manera automatica cuando comienza y finaliza la lluvia, lo que hace posible regular el agua

que recibe el cultivo en una condicién de campo. Ademas, se pueden determinar los requerimientos de
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agua de un cultivo, en nuestro caso una pastura, y calcular el consumo de agua y la produccién de biomasa
en diferentes situaciones de agua en el suelo. Para estas determinaciones hay que considerar la
evapotranspiracion (ET) que surge de dos procesos, la pérdida de agua del suelo o evaporacién, y la
pérdida de agua del cultivo o transpiracion (FAO, 1996).

El shelter se ha utilizado para evaluar las diferencias entre variedades de Cajanus cajan en los
mecanismos de ajuste osmético bajo condiciones de sequia en distintas etapas del ciclo del cultivo. Su uso
permitié evidenciar que las variedades de esta leguminosa tienen diferente respuesta a la sequia, y que los
efectos de la misma son diferentes segun la etapa del ciclo en que se encuentren las plantas (Subbarao et
al., 2000). También se ha usado el shelter para evaluar el ajuste osmético en diferentes lineas de maiz en
condiciones de sequia, en relacién con componentes del rendimiento, como nimero de flores y granos por
mazorca y peso de grano (Chimenti et al., 2006).

La evaporacion es el proceso por el cual el agua liquida se convierte en vapor por accion de la
radiacidn solar directa y en menor grado por la temperatura del aire, que proporcionan la energia para
cambiar el estado de las moléculas de liquido a vapor. La transpiracion consiste en la vaporizacion del agua
liquida contenida en los tejidos y su pasaje a la atmosfera a través de los estomas y minoritariamente (5 %)
a través de la cuticula (Taiz y Zeiger, 2006).

De esta forma, el movimiento del agua en el sistema suelo - planta - atmdsfera se produce por
diferencias en la energia libre del agua en las diferentes partes del sistema. La cantidad de energia libre del
agua decrece progresivamente, y como resultado ésta fluye desde el suelo a través de la planta hacia el
aire, en respuesta a un gradiente de energia libre (Krizek, 1985).

La ET de un cultivo se puede determinar mediante lisimetros, que permiten calcular con
precision este parametro, recurriendo a observaciones de pardmetros meteoroldgicos. Un lisimetro consta
de un tanque que se llena con suelo y en él crece y se desarrolla el cultivo. Hay diferentes tipos de
lisimetros, en los lisimetros de drenaje, la EP medida durante un periodo se obtiene de la resta de la
cantidad de agua drenada recogida en el fondo del lisimetro, respecto a la cantidad de agua ingresada. Este
tipo de lisimetro fue utilizado en nuestros experimentos (Fig. 3).

6. Sensibilidad - tolerancia a déficit hidrico: parametros morfo - fisiolégicos y bioquimicos
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El estrés es usualmente definido como un factor externo que ejerce efectos negativos sobre las
plantas que reducen la tasa de algun proceso fisioldgico por debajo de la maxima que podria alcanzar
(Lambers et al., 1998). La tolerancia se entiende como la capacidad de las plantas de sobreponerse a un
ambiente desfavorable (Taiz y Zeiger, 2006). Otro aspecto a tener presente es la escala temporal en la

respuesta de las plantas al estrés.

Figura 2. Vista frontal de un shelter. Las flechas indican las vias por las que se desplaza la estructura.

shelter

Lisimetro _<

Capa de
arena

>‘ Lisimetro

Capa de canty |
\. rodgado

Recolecicres
de drenaje

Figura 3. Representacion esquematica del shelter y del lisimetro de drenaje. Se muestran las medidas y la
ubicacién de la fosa o recolector del agua de drenaje.
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El “efecto inmediato” ocurre entre segundos y dias, la “aclimatacién” implica ajustes morfoldgico-
fisioldgicos que se dan en dias a semanas, mientras que la “adaptacién” ocurre en una escala temporal que
incluye usualmente varias generaciones. La adaptacién corresponde a una respuesta evolutiva que resulta
de cambios genéticos en las poblaciones y conduce a una compensacion morfologica y fisioldgica. A
medida que transcurre el déficit hidrico, en la planta se desencadenan respuestas a nivel bioquimico,
fisiolégico y molecular necesarias para proteger procesos como la respiracion celular, fotosintesis y

transporte de nutrientes (Fig. 4).

ESTRES HIDRICO
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estomatica y asimilacién de CO,
- Baja la fotosintesis neta
Figura 4. Respuestas a distintos niveles de plantas sometidas a sequia (tomado de Shao et al., 2008).
6.1. Crecimiento radicular en condicion de estrés hidrico
Las caracteristicas de la raiz, especialmente su longitud pero también su densidad, nimero y
diametro, determinan la capacidad de exploracion del suelo para adquirir agua. La capacidad de las plantas
para desarrollar un sistema radicular profundo es un mecanismo de adaptacién fundamental a la sequia
(Shao et al., 2008). Por esta razon las caracteristicas del sistema radicular pueden ser el foco de estudio en
la mejora de la tolerancia al déficit hidrico en plantas. Sin embargo, el estudio del sistema radicular en el
laboratorio 0 en condiciones controladas es particularmente complejo, porque es necesario implementar una
metodologia que refleje las caracteristicas reales del crecimiento de la raiz (Ober y Sharp, 2007).
En términos generales las caracteristicas del sistema radicular de plantas creciendo a campo

presenta grandes diferencias si se lo compara con el que ocurre en un sistema controlado. Ademas, como
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resultado de la interaccion genotipo - ambiente, el fenotipo se puede ver radicalmente alterado por las
condiciones de crecimiento definidas (Ober y Sharp, 2007).

En el caso de un suelo en proceso de desecacion se produce la deshidratacion de la corteza
radicular, y como consecuencia se generan sefiales quimicas que tendran impacto directo en el crecimiento
y funcionamiento de la planta. Por un lado se inhibe la sintesis de reguladores de crecimiento involucrados
en la expansion y desarrollo de la hoja, por otro comienza la sintesis de hormonas como el &cido abscisico
(ABA) y etileno que inhiben la sintesis de otras hormonas como las citoquininas. Ademas, el ABA regula el
comportamiento estomatico segun la disponibilidad de agua (Davies, 2007) y actia como sefial en la raiz,
que es afectada en su biomasa y arquitectura (Chaves y Olivera, 2004). Cuando la disponibilidad de agua
es limitada, la relacion raiz/tallo aumenta porque la inhibicion del crecimiento de las raices con bajos
potenciales agua, es menos sensible que la de los tallos (Blum, 2009).

6.2 La prolina como indicador de potencial hidrico celular

Una de las respuestas universales de las plantas a los cambios del potencial osmético externo
es la acumulacion de iones como K*, Na* y Cl y de osmolitos como alcoholes, azucares (Hasegawa et al.,
2000; Sotiropoulos, 2007) y solutos organicos como prolina, poliaminas y compuestos relacionados al
amonio cuaternario como la glicinbetaina (Reddy et al., 2004).

La biosintesis de prolina, molécula a la que se ha adjudicado diferentes funciones entre ellas la
de osmoproteccion, es inducida por descensos del potencial hidrico celular, y se acompafia del incremento
del nivel de expresion del gen que codifica la enzima pirrolina - 5 - carboxilato sintetasa (P5CS), que
participa de su via de sintesis (Pirzad et al., 2011). De todas formas su acumulacion se debe al aumento de
su sintesis y a la inactivacion de su degradacion (Diaz et al., 2005). Los roles asignados a la prolina se
resumen en la figura 5.

Entre estos, se destaca la proteccion de proteinas y la detoxificacion de especies reactivas del
oxigeno (Pinhero et al., 2001; Ashraf y Foolad, 2007). También se ha propuesto que reduce el fotodafio en
la membrana tilacoidal por detoxificacion y/o reduccién de la produccion de 'O, (Szabado y Savouré, 2010;

Reddy et al., 2004).
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Figura 5. Funciones de la prolina en plantas. Se le asignan funciones de proteccién, de osmolito, en el
mantenimiento del balance redox, en la regulacion del desarrollo, sefializacién de redes metabdlica y control
del estrés (Adaptado de Szabado y Savouré, 2010).

La prolina se puede sintetizar por dos vias (Fig. 6) una que parte del glutamato y otra de la
ornitina. La contribucion relativa de una u otra via sigue siendo motivo de discusion, y se ha propuesto que

en L. corniculatus la sintesis por la via de la ornitina es mayoritaria en plantas cultivadas con amonio,

mientras que en plantas cultivadas con nitrato es mayoritaria la via a partir de glutamato (Diaz et al., 2005).

cloo- (I:O(g
c= :
HN—C—H (cIH ) lcoo oo
(CH,) [ 22 H,N—C—H €«—— H,N—C—H
[ Coo- 2
l?IH 209 (éHz)z GS ((I:HZ)Z
CmnH NADPH Fd, 0=C NH, coor
arg | glu
NH, GOGAT gln
l ASA NADP Fd,
goo coor 2|c—CH2
H,N— (I:—H << HN- (I:—H <«—>» O= C CH COO-
(GH2)3 (GH2)2 “NH polu
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<«— OH"
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HOHG  CH.COO
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pOH < OH'
NADH NAD
H c CH H, c CH2
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[ N
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Figura 6. Via de sintesis y oxidacion de la prolina. Enzimas: ASA, arginasa; GOGAT, glutamato sintasa;
GS, glutamina sintetasa; OAT, ornitina amino transferasa; P5CS, pirrolin-5-carboxilato sintetasa; P5CDH,
pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa; PDH, prolina deshidrogenasa y P5CR, pirrolina-5-carboxilato
reductasa, Intermediarios: arg, Arginina; glu, glutamato; gln, glutamina; orn, ornitina; P5C, pirrolina-5-
carboxilato; pro, prolina; 20g, 2 oxoglutarato; GSA, glutamato semialdehido (Diaz, 2005).
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En arabidopsis, cebada y maiz se ha encontrado que la acumulacién de prolina es precedida por
incrementos de ABA. Sin embargo L. corniculatus acumula prolina en respuesta a estrés hidrico, pero no en
respuesta a aplicaciones de ABA (Diaz, 2005).

En L. japonicus y Trifoliun pratense la prolina ha mostrado ser un excelente indicador temprano
del déficit hidrico, dado que su acumulacién comienza con variaciones muy bajas del contenido de agua
celular, antes que otras respuestas fisioldgicas o bioquimicas ocurran (Borsani et al., 2008).

6.3 Regulacion de la pérdida de agua por los estomas

La respuesta estomatica a la humedad ambiental previene la transpiracion y evita el estrés
hidrico cuando las plantas estan sujetas a demanda ambiental de agua. Los mecanismos involucrados en la
tolerancia al déficit hidrico se han estudiado mayormente a nivel de hoja, y se explican principalmente por
diferencia en el comportamiento estomatico (Schultz, 1996; Medrano et al., 2003). Para una especie
perenne, en una escala de tiempo de dias a meses la pérdida de agua esta determinada principalmente por
el area foliar y la conductancia estomatica (CE) (Munns et al., 2010). La CE puede ser una herramienta util
para ser usada en el mejoramiento genético porque permite relacionar la pérdida de agua por transpiracién
y el carbono asimilado durante la fotosintesis. El tamafio del ostiolo viene determinado por la cantidad de
agua que contienen las células oclusivas o de guarda, que pueden tomar rapidamente agua aumentando su
turgencia permitiendo que el ostiolo se abra, o alternativamente perderla y cerrarse. EI mecanismo de
apertura estomatica se basa en la disminucién del Wo de las células oclusivas. EI bombeo de H* al
apoplasto por una H*-ATPasa, provoca una disminucion del pH extracelular y un incremento del pH celular,
aumentando el gradiente electroquimico que favorece la entrada masiva de K* y, consecuentemente, la
disminucion del potencial osmatico y entrada de agua (Yoo et al., 2009).

La medida de la CE se puede realizar con un porémetro, y tiene como ventaja ser una técnica
rapida, sencilla y no destructiva. Los valores de CE mas altos bajo condiciones de estrés se vinculan con
tasas de crecimiento mas altas, mayor nimero de tallos 0 mayor produccién de biomasa (Rahnama et al.,
2010). En trigo y algodon se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre los valores mas altos
de CE con los de cosecha y produccion a campo (Munns et al., 2010). En distintas especies de lotus,
Borsani et al. (2006) realizaron evaluaciones de conductancia estomatica en situaciones de estrés hidrico y

encontraron diferencias entre ellas.
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6.4 Eficiencia en el uso del agua como indicador de tolerancia — sensibilidad a sequia

La regulacion de la pérdida de agua por estomas es un mecanismo de control que impone mayor
0 menor restriccion a la difusién del vapor de agua desde la cavidad subestomatica a la atmésfera. De esta
forma la regulacion del grado de apertura — cierre de los estomas es responsable en parte de la eficiencia
en el uso del agua de las plantas (Medrano et al., 2002).

La relacion entre la cantidad de agua transpirada por las plantas y la materia seca producida es
variable en funcion de las condiciones ambientales, siendo esta relacion la mas alta cuando las plantas
crecen en ambientes secos (Jones, 2004). La relacion entre la cantidad de agua transpirada por las plantas
y la materia seca acumulada ha sido denominada eficiencia en uso del agua (EUA) (Jones, 2004).

Se han utilizado varias definiciones de EUA, las cuales segun Jones (2004) se pueden
establecer a diferentes niveles como el de planta entera, el de cultivo o el de hoja, que es la relacion entre la
tasa de asimilacién neta de CO- y la transpiracion. La EUA a nivel de planta es un parametro con valor
experimental, y en general se obtiene en condiciones controladas en las cuales las plantas se encuentran
en sistemas en los que el agua consumida puede medirse con exactitud. Sin embargo, presenta dos
inconvenientes, en primer lugar se trata de una medida realizada en condiciones experimentales, por lo que
su extrapolacién a condiciones reales de campo debe hacerse con cautela; en segundo lugar, su medida es
muy laboriosa debido a que el consumo de agua se realiza por diferencia de peso y la produccion de
biomasa radicular implica la separacién de las raices del suelo, lo que no siempre es sencillo. A pesar de
estos inconvenientes, la EUA a nivel de planta entera es un pardmetro Util en la comparacién de especies y
variedades (Medrano et al., 2002).

6.4.1 Determinacion de la EUA por gravimetria

La EUA se define como la relacion entre la acumulacion de materia seca y el consumo de agua
durante un tiempo determinado. Asi, el aumento de la EUA, en teoria podria aumentar el crecimiento de las
plantas en condiciones limitantes de agua en la medida que pueden disminuir el efecto de la sequia (Yoo et
al., 2009). En el cuadro 1 se presentan ejemplos de la variabilidad genética entre especies en el
parametro EUA. Estas diferencias no solo se ven entre especies, también se pueden establecer entre

variedades e individuos.
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De este modo, por la via del mejoramiento genético y de la seleccion de los genotipos con mayor
EUA es posible seleccionar los individuos que presenten ventajas en este parametro. Estos individuos
contaran con mecanismos que le confieren mayor tolerancia a la sequia, dados por la densidad de estomas,
la conductancia estomatica, la cantidad y tipo de ceras de la cuticula entre otras que involucran diferentes
adaptaciones para bajar la tasa de transpiracion de la planta.

La vid es una de las especies mas estudiadas en relacion a su EUA. Estudios realizados en esta
especie permitieron determinar una gran variacion de los valores de EUA entre genotipos. De acuerdo a
estos resultados, para condiciones de clima arido o semiarido, Medrano et al. (2007) sugirieron seleccionar
variedades con valores altos de EUA. En cereales también se han observado diferencias en relacién a los
valores de EUA a escala de cultivo.

La EUA permiti6 establecer diferencias entre especies de lotus y entre genotipos dentro de una
misma especie. Muttoni (2009) puso en evidencia que en L. corniculatus la EUA puede ser un parametro
que permite diferenciar genotipos tolerantes y sensibles a sequia cuando el agua es limitante. De esta
forma, este criterio puede ser usado como herramienta en la identificacion y seleccion de genotipos de

Lotus tolerantes a sequia.

Cuadro 1. Variabilidad genética entre especies en la eficiencia en el uso del agua (tomado de Yoo et al.,
2009).

Natural genetic variation for water use efficiency. (gkg-1)

Species WUEg WLIE;
O Herbaceous
Abutilon theaphrasti 43 4.7
Anoda cristata 4.0 4.2
Arabidopsis thaliana 21030
Cassia obtusifolia 4.0 44
Cucumis sativis 10.0
Datura stramonium 44 4.2
Glyveine max 16.7
Helianthus annuus 1.8

Phaseolus vulgaris

Oy Grasses
Avena fatua 1.2
Hordewm valgare 28

WWUE B es la biomasa por unidad de agua utilizada
WUE i es la medida instantanea de CO2 asimilado v la
transpiracion
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6.4.2 Estimacion de la EUA a través de la discriminacion isotdpica del *C

La dificultad para realizar mediciones directas de eficiencia de transpiracion o EUA ha limitado su
uso en los programas de mejoramiento genético (Menéndez y Hall, 1996). La discriminacion isotopica del
13C (A'SC) puede proporcionar una medida indirecta de la EUA y ser utilizada como criterio de seleccién en
programas de fitomejoramiento (Farquhar et al., 1982; Farquhar y Richards, 1984).

Experimentalmente se ha encontrado una relacion lineal y negativa entre AC y EUA.
Evidencias experimentales muestran esta relacion en trigo (Farquhar y Richards, 1984; Condon y Richards,
1993), cebada (Hubick y Farquhar, 1989), mani (Hubick et al., 1986), tomate (Martin y Thorstenson, 1988),
algoddn (Hubick y Gibson, 1993) y caupi (Ismail y Hall, 1992).

En la atmésfera el CO, estad compuesto por dos isétopos estables del carbono, el 2C y el 13C, en
una proporcion de 98,9 % y 1,1 %, respectivamente (O’'Leary, 1981). Si bien los isétopos presentan
caracteristicas quimicas idénticas, el hecho de que el *C sea mas pesado que el '2C da lugar a que su tasa
de difusion en la hoja y asimilacion por la rubisco sean mas bajas respecto al 2C. Por esto, la proporcién de
13C es menor en los tejidos vegetales que en la atmdsfera (Acevedo et al., 1997). La composicidn isotopica
se puede determinar por espectrometria de masa, una técnica analitica Util para determinar las diferencias
de la relacién masa/carga de atomos o moléculas ionizadas.

El 513C simboliza la desviacidn de la concentracién isotépica de *C en cualquier muestra con
respecto a una medida estandar, que suele ser el **C contenido en la caparazén de un fésil marino (Pee
Dee Belemnite, PDB 0 VPDB), perteneciente a una formacién geolégica del Cretécico en Carolina del Norte,
y cuyo valor ha sido establecido por la Agencia Internacional de la Energia Atomica. La férmula para

calcular el 8"3C (en %o) es:
oBC = (Rmuestra/Resténdar)'1) - 1000

donde &13C es la composicion isotdpica de la muestra y R la relacion molar del isétopo pesado sobre el
liviano (13C/'2C) para la muestra y el estandar (PDB).
Con el &"C producto (tejido vegetal o planta) y considerando un &'3C fuente (aire) igual a — 8 %,

se calcula el A™3C, es decir la discriminacion del is6topo ®C, segun la siguiente formula:
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o o

ﬂ aire  — planta

1 + ﬁpian:ra/»] oo

Asi, las plantas que tienen una ruta metabodlica C3 presentan un valor de '3C entre - 20 y - 35
%o, las plantas que tienen una ruta metabolica C4 tienen un valor de &'3C entre - 9y -17 %o y las plantas que
tienen metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) valores de 6'3C que abarcan el rango de las plantas C3
y C4 (- 10 a - 22 %o). Basados en valores de medicion isotépica del C se pueden diferenciar las plantas tipo
C3 y C4, debido a las diferencias que presentan las carboxilasas, (rubisco y PEP carboxilasa) que
determinan la diferencia en la difusion del CO,.

Los is6topos del C pueden ser utilizados para evaluar los atributos relacionados con la
fotosintesis, la conductancia estomatica, el potencial hidrico, la concentracion de N foliar, el grosor de la
hoja, la fenologia y la tasa de crecimiento relativo (Farquhar y Richards, 1984; Bonal et al., 2000). Por esta
razon, en algunas especies, como cebada y trigo los valores de AC se pueden utilizar como criterio de
seleccion de cultivares (Cuadro 2) en los programas de mejoramiento genético, especialmente en
ambientes con ocurrencia de situaciones de déficit hidrico (Tsialtas y Tokatlidis, 2008).

Cuadro 2. Comparacién de la EUA y de la A 13C en variedades de trigo (Tomado de Medrano et al.,
2007).

Variedad EUA (¢ materia seca/ Kg Hz{ )] ABC (%)

Karchia 2.46 23.46
Shorawaki 2,88 2283

Pastor 2.99 2195
Baviacora 2.45 2293

Borsani et al. (2007) compararon los valores de discriminacion isotopica entre cultivares de L.
corniculatus y reportaron valores de &"C que van desde 25,8 %o en condiciéon de crecimiento normal a
20,61 %o luego de 15 dias de déficit hidrico. El cultivar INIA Draco fue el que mostré los menores valores de
discriminacion en todos los tratamientos, lo que puede explicar su mayor persistencia a campo. Berriel et al.

(2006) confirmaron que existen diferencias en la EUA entre especies del género Lotus y entre genotipos
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dentro de una misma especie. La discriminacién de isotopos del C que ocurre en la asimilacion de CO, esta
relacionada positivamente con la EUA en varios cultivares, lo que la hace una técnica precisa para evaluar
este parametro en distintos genotipos (Shao et al., 2008). El valor de A puede ser utilizado como criterio de
seleccion en mejoramiento, su utilizacién depende de algunos requisitos, por ejemplo, debe existir
variabilidad genética, debe estar estrechamente relacionado a la produccion, tener alta heredabilidad y ser
de facil determinacion (Muttoni, 2009).

6.5 Emision de fluorescencia del fotositema Il como indicador de estrés

La energia absorbida por una molécula de clorofila hace que un electrén eleve su energia y pase
del estado basal al estado excitado. Esta energia absorbida tiene tres destinos posibles: la generacién de
energia fotoquimica, la generacién de calor cuando el electron vuelve a su estado basal sin emision de
fotones y la emisién de un foton de mayor longitud de onda que la absorbida, lo que se conoce como
fluorescencia. Cualquiera de los tres procesos tiene como consecuencia la disipacién de la energia
absorbida y constituyen las vias de canalizacién de la energia que funcionan en forma complementaria
(Maxweell y Johnson, 2000).

La fluorescencia de las clorofilas es una herramienta para evaluar distintos estreses
medioambientales que afectan a la fotosintesis como las altas y bajas temperaturas, falta de agua, exceso
de luz, entre otros (Pérez et al., 2007). La fluorescencia de la clorofila provee informacion acerca de la
integridad del aparato fotosintético y da una rapida referencia acerca de la tolerancia de las plantas frente al
estrés (Percival y Sheriffs, 2002).

Cuando una hoja es adaptada a la oscuridad durante varios minutos y luego se la somete a una
intensidad luminica saturante, se observa que la intensidad de la fluorescencia varia segun una cinética
particular. Inicialmente se produce un aumento rapido de la intensidad de la fluorescencia, seguido de un
descenso a un estado estacionario (Fig. 7). Estos cambios se conocen como induccion de fluorescencia y
transicion de fluorescencia o efecto Kautsky (Kautsky et al., 1960).

La fluorescencia aumenta desde F valor inicial, hasta Fm, valor maximo debido a cambios en el
rendimiento del proceso de la fotosintesis. Los parametros Fo y Fm permiten calcular la eficiencia cuantica
maxima del PSII que esta dada por la relacién Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm. En hojas sanas, independientemente

de la especie, ese valor es cercano a 0,86.
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La sequia puede producir degradacion de pigmentos y generar un dafio irreversible en el aparato
fotosintético. Por esto la estabilidad de las clorofilas es un indicador de la tolerancia de las plantas al estrés
(Terzi y Kadiolu, 2006) y la emisién de fluorescencia de la clorofila, aunque aporte evidencias indirectas,
tiene ventajas por es una técnica sensible, en tiempo real, no invasiva y relativamente simple. Ademas, el
desarrollo de fluorimetros portatiles ha posibilitado estudios en condiciones de campo, como los realizados

por Méthy et al. (1994) sobre el manejo de las masas forestales en el area mediterranea.
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Figura 7. Parametros definidos a partir de la emisiéon de fluorescencia. Fy: Fluorescencia basal (hoja
adaptada a oscuridad); Fm: Fluorescencia maxima (hoja adaptada a oscuridad), Fv/Fm: Eficiencia cuantica
méxima de la fotoquimica del FSII (Fm-Fo)/Fm, Fs: Rendimiento de fluorescencia en estado estacionario,
m’: Fluorescencia maxima de la muestra adaptada a luz, qP: Coeficiente de quenching fotoquimico (Fm’-
Fs)/(( Fm’-Fo), gNP: Coeficiente de quenching no fotoquimico (Fm- Fm")/(Fm-Fo), NPQ: quenching no
fotoquimico (Fm- Fm’)/ Fm".

Cuando se comparé la emision de fluorescencia del PSII en genotipos de arroz Japénica e
Indica, en relacién al efecto del frio durante 48 h, Bonnecarrére et al. (2011) encontraron que el parametro
Fv/Fm descendié en los dos, pero fueron afectados en forma diferente. Cuando fueron sometidas a baja
temperatura las plantas de arroz Japdnica, de clima templado, tuvieron descenso de los valores de
fluorescencia menor a los determinados en arroz de tipo Indica, de clima tropical.

Para especies del género Lotus la relacién F./Fn, en condiciones normales, se encuentra entre
0,85y 0,87, y la misma se reduce en plantas estresadas o dafiadas a valores cercanos a 0,80 (Borsani et

al., 2007). De todas formas, la funcionalidad del fotosistema Il en Lotus sp. y Trifolium pratense en repuesta
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a sequia es muy variable entre genotipos (Borsani et al., 2008), por esto, el valor Fv/Fm podria no resultar
un buen indicador para evaluar la tolerancia-sensibilidad al déficit hidrico en estas especies.

Sainz et al. (2010) determinaron el valor de la fluorescencia Fv/Fm en L. japonicus en distintas
condiciones de estrés. Cuando las plantas fueron sometidas a déficit hidrico y alta temperatura en forma
simultanea se observo un descenso en el valor Fv/Fm, que evidencia un descenso de la eficiencia del PSII.
Sin embrago en treinta especies lefiosas, Percival y Sheriff (2002) estudiaron en forma exhaustiva la
correlacién entre los valores de fluorescencia en cada especie con la tolerancia al déficit hidrico, y
propusieron que la emision es un buen indicador de la tolerancia al déficit hidrico en esas especies.

6.6 Defensa antioxidante enzimatica en respuesta al déficit hidrico
6.6.1 Generacion de especies reactivas del oxigeno en plantas

Las plantas estan expuestas a cambios ambientales relacionados con el fotoperiodo, intensidad
de luz, disponibilidad de nutrientes, situaciones de sequia o inundacion y temperaturas elevadas que
afectan su crecimiento y desarrollo (Wrzaczek et al., 2010). Tanto el estrés biético como el abiético pueden
conducir a la produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) en diferentes compartimentos celulares
(Jaspers y Kangasjarvi, 2010). Los organelos con alta actividad metabdlica y flujo de electrones como el
cloroplasto y la mitocondria son los que producen mayor cantidad de ERO (Mittler et al., 2004) (Fig. 8).

Las ERO tienen una doble accién, por un lado participan como reguladores del proceso de
desarrollo de la planta, en transduccion de sefiales hormonales, modulacion del estado redox y sobre la
pared celular, pero en altas concentraciones son toxicas (Susuki y Mittler, 2006) y producen alteraciones
enzimaticas, dafio a membranas celulares e inducen mutaciones.

En particular, el estrés por sequia inhibe la actividad fotosintética debido al desbalance entre la
captura de la luz y su utilizacion (Foyer y Noctor, 2000). El desbalance en la utilizacién de energia a nivel
del cloroplasto trae como consecuencia otro destino para la disipacion de la energia de los electrones en el
PSII, que se orienta a un aumento de la fotorrespiracion y a la generacion de ERO (Reddy et al., 2004).

Cuando el equilibrio entre la produccion y la eliminacién de ERO es perturbado, se produce
estrés oxidativo, una consecuencia inevitable de la vida aerobia, ya que las ERO se forman siempre que el
oxigeno molecular oxida a transportadores de electrones (Asada, 1994). En la figura 10 se representan las

ERO oxigeno singulete ('0;), superdxido (O,~), peréxido de hidrégeno (H20-) y el radical hidroxilo (OH*).
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Figura 8. Generacion de ERO y vias de detoxificacion en la célula vegetal. Abeviaturas de interés: FeSOD,
SOD férrica, CuZnSOD. Glutation peroxidasa (GPX), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX),
dehidroascorbato, DHAR, dehidroascorbato reductasa, GR, glutation reductasa, GSH, glutatién reducida,
GSSG glutation oxidada, MDA, monodehidroascorbato, MP, membrana plasmatica, PSI fotosistema I, PSII
fotosistema II, Rubisco RuBP, Tomado de Miller et al. (2010).

Durante la iluminacién excesiva la clorofila puede ser excitada al estado triplete y volver al
estado basal. Su energia de excitacion se puede transferir al O, llevandolo desde el estado basal (triplete) al
estado singulete (Fig. 9). En este estado los electrones tienen espin antiparalelos lo que hace a la molécula

altamente reactiva, y puede oxidar a las clorofilas (Mittler el al., 2004).



Introduccion 25

Figura 9. Especies reactivas del oxigeno. El oxigeno puede ser excitado generando oxigeno singulete, o
ser reducido a anion superoxido, peréxido de hidrogeno y radical hidroxilo. La reduccién completa de O, a
H,O requiere cuatro electrones, e implica la formacion de los mencionados intermediarios de reduccion.

|0:0 Q:0: [
1 1
g (8] Ag 05
Energia
e - e e e

——3% 0y ——» H;0; ——% OH —— H,0

1-0:6:1 +0:0: H: O:0:H OH H: Ot
Oxigeno Anion Peroxido de Radical Agua
superoxido hidrégeno hidroxilo

La reduccion monovalente del oxigeno a nivel del fotosistema | donde la ferredoxina (Fd red) le
transfiere un electrén (Fig. 9 cuadrante superior izquierdo) y (reaccién 1) produce el radical superdxido que
luego se dismuta para formar H,O; (reaccion 2) proceso conocido como reaccion de Mehler (Foyer et al.,
1994).
20,+2Fdred -~ 20," +2Fdoxid (1)

20, + 2H* - H)0, + Oz (2) Reaccién de Melher

El H,0, producido es removido principalmente por la enzima ascorbato peroxidada (APX), que
utiliza el &cido ascorbico como sustrato. Esta reaccién produce una forma oxidada del acido ascérbico, el
monodehidroascorbato (MDHA) y agua, secuencia de reacciones conocidas como “ciclo agua-agua” (Mittler,
2002). El H.0; es relativamente estable y menos reactivo que el OH+ y el O;". Aunque el O;" y el H,0,
pueden dafiar componentes celulares directamente, su principal toxicidad reside en su conversion a OH« en
presencia de metales de transicidn por medio del ciclo de Haber-Weiss (reacciones 3 y 4).

O, +Fe* _ Op+Fe? (3) Ciclo Haber-Weiss
Fe?* + H,0, — Fe*3+ OH+ .+ OH+. (4) Reaccion de Fenton
En condiciones normales de crecimiento, la produccion de ERO en la célula es baja, de

alrededor de 240 um - s de O;" y a un nivel constante 0,5 um - s de H2O; en los cloroplastos. Sin
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embargo muchos factores de estrés alteran la homeostasis celular y se producen, incrementos de ERO de
240 a 720 ym - 502" y un nivel estacionario de 5,15 ums-' H,0, (Mittler, 2002). El transporte de electrones
en la cadena respiratoria, también contribuye con el aporte de electrones que incrementaran el nivel de
ERO (figura 9, cuadrante inferior derecho).

Ademas de las ERO, recientemente se comprobd que las células vegetales pueden generar
radicales libres como el dxido nitrico (NO*) y sus derivados, el S-nitrosoglutation (GSNO), el didxido de
nitrdgeno (‘NO;) y el peroxinitrito (ONOO-), denominados colectivamente especies reactivas del nitrégeno,
que se las ha vinculado con la respuesta frente a diversos estreses ambientales (Airaki et al., 2011).

6.6.2 Enzimas relacionadas a la defensa antioxidante: SOD, CAT y APX

Las plantas tienen mecanismos de proteccion enzimaticos y no enzimaticos que inactivan
eficientemente las ERO. Entre las enzimas que participan en la detoxificacion de ERO en plantas se
encuentra la superoxido dismutasa (SOD), la ascorbato peroxidasa (APX) y la catalasa (CAT). En la célula,
el balance de la actividad entre SOD, APX y CAT, es crucial para mantener niveles constantes de radicales
02" y Hz0,.

La SOD es el principal componente de la defensa antioxidante enzimatica, dismuta el O," a
H20, y O, (Pan et al., 2006). Al eliminar el O." disminuye el riesgo de formacion del radical OH+". La SOD
estd presente en todos los organismos aerdbicos, y en todos los compartimentos celulares susceptibles al
estrés oxidativo (Bowler et al., 1992) (Fig. 9). En las especies del género Lotus se identificaron como parte
de la respuesta antioxidante enzimatica tres isoformas SOD: la MnSQD, la Cu-Zn SOD y la FeSOD, con la
induccién de una nueva isoforma Cu-ZnSOD en respuesta a estrés hidrico (Borsani et al., 2001). En L.
corniculatus el incremento del radical superoxido en condiciones de estrés hidrico, se acompafia de
incrementos de la expresion del gen de la superdxido dismutasa y de la actividad Cu-Zn SOD en hojas
(Borsani et al., 2001).

Los diferentes niveles de actividad de SOD dependen de la intensidad y periodo del estrés, de la
especie 0 genotipo, de las condiciones de crecimiento y edad de la planta (Sgherri et al., 2000). Se ha
reportado que la sobreproduccién SOD aumenta la tolerancia de las plantas al estrés oxidativo (Sharma et

al., 2011). Gill y Tuteja (2010) evaluaron el efecto del estrés hidrico en cloroplastos de hojas de Trifolium
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repens y comunicaron un significativo aumento de la actividad de la SOD cuando se somete a déficit
hidrico.

Entre las enzimas que degradan el H,O, en plantas se encuentran la catalasa (CAT) y la
ascorbato peroxidada (APX). La CAT se localiza principalmente en peroxisomas (Fig. 9) y responde
positivamente a tratamientos con alta intensidad luminica, infeccién por patégenos y dafio mecanico. La
enzima cataliza la dismutacion del H,O, dando como producto dos moléculas de agua y oxigeno. Una
molécula de CAT es capaz de convertir aproximadamente 6 millones de moléculas de H,0, en H.0 y O,
por minuto (Gill y Tuteja, 2010). La CAT constituye una defensa antioxidante eziméatica importante en este
contexto, ya que hay poca enzima y en el cloroplasto y la mitocondria, se genera gran cantidad de H,O,.
(Halliwell y Gutteridge, 2006). En angiospermas hasta la fecha se han identificado tres genes de CAT. Se ha
propuesto la clasificacion de los genes segun su perfil de expresion en plantas de tabaco. Los de la clase |
se expresan en tejidos que fotosintetizan y que son expuestos a la luz, los de la clase Il se expresan en alto
niveles en tejidos vasculares y los de la clase Ill son abundantes en semilla (Sharma et al., 2012). En maiz,
las tres isoformas se encuentran en cromosomas separados y son expresadas y reguladas en forma
independiente (Gill y Tuteja, 2010). En plantas transgéncias de Brassica juncea que sobreexpresan genes
para la CAT, se ha visto una mayor tolerancia al estrés oxidativo inducido por cadmio (Sharma et al., 2012).
Gill y Tuteja (2010) reportaron diversos ejemplos de plantas transgénicas relacionados a las variaciones en
la actividad CAT en diversas condiciones de estrés abidtico.

La APX, y una variedad de otras peroxidasas catalizan la ruptura del H,O,. La APX, que cataliza
la reduccion del H20; utilizando ascorbato (Fig. 9) se encuentra en la mayoria de los tejidos vegetales, y en
los cloroplastos bajo dos formas, una unida a la membrana tilacoidal y otra soluble en el estroma. La forma
citosdlica de la APX es poco frecuente en vegetales. Basados en la secuencia de aminoacidos se identifican
5 familias de isoenzimas de APX con diferente localizacién subcelular en plantas superiores. Se considera
que esta enzima tiene mayor afinidad por el H.0; que la CAT (Sharma et al., 2012).

Gill y Tuteja (2010) reportaron aumento de la actividad de la APX en condiciones de estrés
hidrico en tres cultivares de Phaseolus vulgaris y en P. asperata, y en condiciones de estrés salino también
aumentd la actividad de la APX. En Nicotiana tabacum que sobreexpresan APX en cloroplastos se ha

observado una mejora de la tolerancia al estrés hidrico y salino. En plantas de maiz y frutilla sometidas a
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bajas temperaturas, se observd un aumento de la capacidad antioxidante a través del incremento de la
actividad de las enzimas SOD y APX. Pero en el caso de un estrés prolongado la sobreproduccion de ERO
no logré ser removida y se produjo dafio severo, incluso la muerte de plantas (Sharma et al., 2012).

6.6.3 Estimacion del dafio oxidativo

Las ERO pueden actuar sobre proteinas, bases del ADN y lipidos de la membrana afectando
distintas funciones celulares (Gomathi y Rakkiyapan, 2011). La accién de las ERO sobre las proteinas,
produce la oxidaciéon en forma irreversible de los aminoacidos, arginina, prolina, lisina y triptéfano, y se
produce la carbonilacién directa de las proteinas por la oxidacion de dichos aminoacidos. Ademas,
independientemente de la localizacién de las ERO vy el lugar de su sintesis, éstas tienen como blanco las
proteinas que contienen grupos sulfuro en los aminoacidos y grupos tiol, de acuerdo a esto, la cisteina y la
metionina reaccionan con el O;" 'y el OH+ (Gill y Tuteja, 2010).

Se ha reportado el dafio directo del OH¢ sobre los componentes del ADN a través de la delecion
o rotura directa de las cadenas, o por efecto de la oxidacién de bases. Como consecuencia, se puede
interrumpir la transcripcion y por lo tanto la sintesis proteica y pueden afectarse procesos relacionados a la
fotosintesis y al desarrollo de la plantas (Gill y Tuteja, 2010). Debido a que también se pueden generar
dafios en la membrana, otra forma de estimar el dafio oxidativo es medir la fuga de electrolitos, que da la
pauta de de la integridad de la membrana. En genotipos de arroz Indica, que corresponde al tipo tropical
con mayor sensibilidad al frio, Bonnecarrére et al. (2010) encontraron dafios mayores que en arroces tipo
Japonica de clima templado, cuando son sometidos a bajas temperaturas.

Los acidos grasos poliinsaturados de los lipidos de membrana son susceptibles a las ERO,
induciendo la peroxidacion de los lipidos que generan aldehidos, alquenos, hidroxialquenos, incluyendo el
manlonaldehido (MDA) que es un compuesto citotoxico, y el 4 hidroxi-2 nonenal. Los dos productos finales
se miden a través de sustancias reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS). El radical hidroxilo (OH+) es un
oxidante muy potente y por esto una de las especies con mayor toxicidad debido a que reacciona
rapidamente con las biomoléculas (Lamb y Dixon, 1997). El OH+" puede iniciar la peroxidacién de lipidos a
partir de la sustraccion de un atomo de hidrédgeno a los acidos grasos insaturados; esto da lugar a una
reaccion en cadena que pasa por la formacién de radicales peroxilo y finalmente conduce a la formacion de

hidroperdxidos lipidicos (LOOH). Los dobles enlaces conjugados de los LOOH disminuyen la fluidez de las
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membranas (Schraudner et al., 1997). El radical superoxido (O, ) también puede iniciar la peroxidacion de
lipidos (Kangasjarvi et al., 2005).

Los trabajos realizados sobre el impacto de la peroxidacion de lipidos en el metabolismo de las
plantas se han centrado en reacciones en cloroplastos, y sobre los sistemas antioxidantes presentes en ese
organelo (Blokhina et al., 2003). También se ha evaluado el dafio de membrana a través de diferentes
aproximaciones, como ser la cuantificacion de la pérdida de electrolitos. En estrés térmico por bajas
temperaturas se compararon dos genotipos de arroz, Indica y Japonica, y en ambos aumentd la
peroxidacion de lipidos, con mayor dafio en el arroz de tipo tropical, también se determiné el dafio a nivel
de la membrana a través de la cuantificacion de la fuga de electrolitos. El arroz tipo Indica, adaptado a
condiciones de clima tropical, tuvo un dafic a nivel de membrana 6 veces mayor que los arroces de tipo
templado (Bonnecarrére et al., 2010).

En condiciones de sequia, en hojas de Pisum sativum se observd un incremento de 2 a 4 veces
en la peroxidacion de lipidos y proteinas (Gill y Tuteja, 2010) y en hojas de L. japonicus y un mutante de L.
japonicus deficiente en GS citosolica, Diaz et al. (2010) obtuvieron diferencias significativas en la
acumulacién de TBARS entre ambos genotipos, y un mayor nivel de TBARS en el mutante, que acumula
menos prolina. Sainz (2009) evalud el efecto del estrés hidrico y térmico en la peroxidacion de lipidos en
hojas de Lotus japonicus (Gifu) y L. corniculatus (cv San Gabriel) a través de la cuantificacion de los
TBARS. Lo mismo se encontr6 en L. japonicus sometido tanto a estrés hidrico como salino (Diaz et al.,
2005), en el cual ambos genotipos acumularon TBARS en la condicion de estrés mencionada. Por estas
razones, los TBARS pueden ser usados como indicadores de dafios oxidativo de fosfolipidos de membrana
(Borsani, et al., 2001), y su acumulacion es consecuencia del dafio producido por las ERO asi como por una

insuficiente actividad de enzimas detoxificadoras, como la SOD, entre otras.
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Il OBJETIVOS

Objetivo general

Generar variabilidad genética en especies de cultivadas del género Lotus para ampliar la base disponible de

materiales forrajeros.

Objetivos especificos

1. Obtener hibridos interespecificos entre materiales contrastantes en su respuesta frente al déficit
hidrico.

2. Evaluar estrategias para la identificacion de hibridos en forma masiva.

3. Buscar mecanismos de tolerancia/susceptibilidad al déficit hidrico a través de parametros fisiologicos y
bioquimicos mediante el uso de los hibridos.

4. Evaluar la tolerancia de los hibridos frente a sequia en condiciones de campo.
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il MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Como parentales se us6 Lotus uliginosus (4x) linea experimental LE 205, seleccionado de
"pastizales Maku" cultivado para produccion de semillas en el INIA La Estanzuela (Colonia, Uruguay) y L.
corniculatus (4x), linea experimental LE 352, seleccionado de 'INIA Draco'. Para definir los microsatélites
(SSR) adecuados para estimar polimorfismo entre los parentales y los hibridos se usaron las especies de
Lotus que figuran en la Cuadro 3. Como estandares para la determinacion del valor C por citometria de
flujo se us6 Solanum lycopersicum cv "Stupické" y Zea mays cv CE-777 cedidos por Dolezel (Olomuc,

Republica Checa).

Cuadro 3. Material vegetal utilizado para la seleccion de los marcadores polimoérficos.

Especie Genotipo o cv
Lotus japonicus Gifu
Lotus japonicus MG20
Lotus uliginosus (2x) LE116
Lotus uliginosus (4x) Maku
Lotus corniculatus (4x) Draco
Lotus corniculatus (4x) San Gabriel
Lotus corniculatus (4x) LE 212
Lotus filicaulis Pl 214114(USDA)

2. Cruzamientos
2.1 Comprobacion de autoincompatibilidad de los parentales

Las especies utilizadas como parentales fueron mantenidas en un invernaculo, aisladas de
insectos polinizadores. Al menos 20 flores por genotipo de ambas especies fueron autofecundadas dos
veces con un pincel para comprobar la autoincompatibilidad. Luego de confirmada esta caracteristica se
realizaron los cruzamientos en forma manual.
2.2 Cruzamiento para la obtencion de hibridos interesepecificos

Los genotipos de las especies utilizadas como parentales fueron mantenidos en un invernaculo
aislado de insectos polinizadores. Para recoger el polen se disecaron los pétalos de la quilla con una

pinza y se colect6 entre las 12 y 14 h después de la apertura de la flor. El polen colectado de 60 plantas
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de L. corniculatus se usé para polinizar con pincel flores de 4 plantas de L. uliginosus (P11, P12, PI 3y Pl
4). Para esto el polen se coloco sobre el estigma de flores de las plantas seleccionadas como progenitor
femenino, de manera de saturarlo en forma exdgena con el polen recién cosechado. No se recurrié al uso
de productos quimicos para evitar la caida de flores. La punta de la rama que tuvo las flores donde se
realizé la polinizacidn cruzada, fue etiquetada. El éxito o el fracaso del cruzamiento se siguieron a través
del desarrollo de las pequefias vainas delgadas que se hicieron visibles 2 a 4 dias después de la
polinizacion. Cuando se us6 L. corniculatus como madre, se polinizd con L. uliginosus (cruzamiento
reciproco). El ajuste de la metodologia de los cruzamientos, la realizd la Ing. Agr. Ménica Rebuffo, INIA La
Estanzuela.

2.3 Rescate de embriones

Entre los 15y 18 dias después de realizada la polinizacion, se sembraron las semillas inmaduras
de vainas provenientes de los cruzamientos interespecificos. Las vainas se esterilizaron 15 min en
hipoclorito de sodio 20 % (v/v) en agua destilada con dos gotas de Tween 20 cada 200 mL. Después de
enjuagadas tres veces en agua destilada estéril, las vainas se abrieron con bisturi en camara de flujo
laminar y las semillas inmaduras se sembraron in vitro medio de cultivo de Murashige - Skoog (1962)
solidificado con 8 g / L de agar Sigma. A los 10 dias se retiraron los embriones y se colocaron en placas
de Petri con 20 mL del mismo medio, y permanecieron 48 h en camara de crecimiento a 24 °C en
condiciones de oscuridad. Pasado ese periodo, el crecimiento se realizd durante 7 dias con una
intensidad de luz de 15 pmol - m?2 - s, y un fotoperiodo de 16 h luz, y a partir de ese momento la
intensidad luminosa fue de 30 ymol - m2 - s,

Las plantas desarrolladas a partir de embriones se sembraron en macetas con sustrato turba
(Tref.P4) y se mantuvieron en invernaculo durante 30 dias, los primeros 15 dias cubiertas con nylon para
evitar la deshidratacion, y después comenz6 la ventilacion en forma gradual. Finalizada la aclimatacion
las plantas se mantuvieron regadas con agua y Magnum P44 (nitrogeno 14 y fosforo 44). De cada
embrion se conservo una copia in - vitro, que se repicd cada 30 dias en el mismo medio, y permanecieron
en la camara de crecimiento en las mismas condiciones. Cada individuo fue identificado indicando el

cruzamiento que le dio origen.
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2.4 Confirmacion de los hibridos

Las plantas obtenidas como resultado de los cruzamientos (F+) presentaron un fenotipo similar a
la madre, por lo tanto se recurri6 a técnicas que permitieran la identificacion de los hibridos. Para esto se
usaron dos metodologias, la citometria de flujo y marcadores moleculares.
2.4.1 Estimacion del tamafio del genoma mediante citometria de flujo

Las determinaciones del valor C se llevaron a cabo en el Servicio de Citometria de Flujo del
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (SECIF-IIBCE). Las suspensiones nucleares se
prepararon de acuerdo a Dolezel et al. (2007). Aproximadamente 60 mg de tejido de cada hoja fueron
finamente picados con hoja de afeitar en una placa de Petri de vidrio con 500 L de buffer Otto | (Otto,
1990), 0,1 M de acido citricoy 0,5% v/v de Tween 20, a 4°C.

Como estandar para las determinaciones del contenido de ADN se usé Solanum lycopersicum
(2C pg = 1,96; Dolezel et al., 1992) y Zea mays (2C pg = 5,43; Lysak y Dolezel, 1998). Las suspensiones
nucleares se filtraron (tamafio de poro 50 um) e incubaron en 500 pL de buffer Otto Il (Otto, 1990), 0,4 M
Na;HPO4.12H,0. Las muestras fueron tefiidas con yoduro de propidio (IP) 50 mg/mL (Sigma) y tratadas
con ARNasa 50 mg/mL (Sigma) durante 10 min, protegidas de la luz. Se utilizd un citometro de flujo
FACSVantage (Becton Dickinson) con un laser Innova 300 (Coherent) ajustado para emitir a 488 nm con
una potencia de 100 mW. La fluorescencia emitida por el IP fue colectada con un detector FL2 con un
filtro de banda 575/26 nm. Las mediciones citométricas se llevaron a cabo utilizando una boquilla de 70
pm. El citémetro de flujo se calibro inicialmente con eritrocitos de pollo fijados con glutaraldehido
(Chicken Red Blood Cells o CRBC; Sigma) y luego con el Kit QC particles (Becton Dickinson) para
optimizar la deteccién de fluorescencia, la linearidad del instrumento y delimitar los dobletes. Los analisis
se efectuaron con el programa CellQuest (Becton Dickinson) considerando los siguientes parametros:
dispersion frontal o Forward Scatter (FSC-H), dispersion lateral o Side Scatter (SSC-H), el area del pulso
(FL2-A) y el ancho del pulso o duracién de emision de fluorescencia (FL2-W). El grafico FL2-A versus
tiempo se utilizé como control del nivel de emisién de fluorescencia durante el analisis de cada muestra.
Los dobletes fueron excluidos del analisis delimitando la region de nucleos individuales en graficos FL2-A
versus FL2-W. Para cada planta madre, padre o hibridos, determind 3 veces el contenido de ADN (n =

5.000 nucleos/analisis) en 3 dias distintos, para minimizar las variaciones debidas a la calibracion del
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instrumento o la preparacion de las muestras. El contenido de ADN nuclear se calculé como (media del
pico G1 de la muestra / media del pico G1 del estandar) x 2C, contenido de ADN del estandar, en pg.
2.4.2 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares utilizados fueron microsatélites obtenidos en el proyecto de secuenciacién

del genoma de Lotus japonicus (2x) MG20/B129 (http://www.kazusa.or.jp/lotus/) en coordinacion con Neils

Sandal de la Universidad de Dinamarca. Los cebadores disefiados con este proposito figuran en la
cuadro 4. El ADN de plantas se aislo con el kit para extraccion y purificacion de ADN gendémico
(Fermentas Life Science, CA). La concentracion de ADN se determiné utilizando un espectrofotémetro
NanoDrop 8000 (Thermo Scientific, EEUU). La amplificacién del ADN se hizo en un volumen final de 20
Ml que incluyé: 5 uL de ADN (aproximadamente 80 ng), 2 L de tamon (75 mM Tris-HCI pH 8,8, 20 mM
de (NH4)2S0Os, 0,01% de Tween 20, 1,25 mM de MgCI2), 0,8 uL de dNTPs 0,2 mMy 0,2 pL (1 U) de Taq
polimerasa (Fermentas Life Sciences, CA). La amplificacién consistié de: desnaturalizaciéon de 3 min a 94
°C, 40 ciclos de 15 seg a 94 °C, 20 seg a 55 °C, 30 seg a 72 °C y extension final de 7 min a 72 °C. La
evaluacién de la amplificacion se hizo por electroforesis con gel de agarosa al 1,6 % en buffer TBE 1X'y
el ADN se visualizd por tincion con bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989). El analisis de los productos
de amplificacion se hizo en geles de poliacrilamida al 8%, no desnaturalizantes, y se tifieron con AgNOs;
segun Tixier et al. (1997).

3. Determinaciones analiticas para la evaluacion fenotipica de los hibridos de la F;

Para evaluar el fenotipo de los hibridos en la Fy se consideraron parametros de desarrollo
vegetativo y reproductivo. Las plantas crecieron en macetas de 1 L con sustrato Tref PP4 (Tref EGO
Substrates B.V.) en condiciones de invernaculo durante 12 meses. En la F1 se analizd la morfologia de
hoja y porte de la planta. En el mismo material se evalu¢ la fertilidad para lo que se realiz6 una policruza
en forma manual entre las plantas hibridas y se determiné el nimero de flores y semillas por planta, y la
fertilidad del polen.

Para determinar la fertilidad se colectd polen de 1 a 3 flores de cada planta en horas tempranas
de la mafiana, se conservo 4 °C, y se colorearon con acetocarmin ylo cotton blue segun Vizintin y

Bohanec (2004). Se consideraron fértiles a los granos redondos y coloreados, y estériles a los huecos y



Materiales y métodos 35

sin color. Se contaron los granos presentes en 5 campos del microscopio, al azar, y se tomé el promedio
de los conteos por muestra. Ademas, en el 20 % de las plantas se hicieron 3 conteos.
Cuadro 4. Cebadores. Se indica el nimero de cromosoma del microsatélite y el tamafio en kb del

producto de amplificacién esperado en L. japonicus MG20/B129, segun la base de datos
(http://www.kazusa.or.jp/lotus/).

Cebador Secuencia (5' — 3') Cromosoma Producto esperado (kb)
TMO0304-fw CGTTCTCTGGGAACTTATGAC 2 127-115
TMO0304-rv ATTTGTTGTGTGCACTCAGG
TM1150-fw ATCCAGAAACTCCATCCAAG 2 156-162
TM1150-rv TCGTTTTCAAACTGTCATCG
TM1335-fw ATTAGACCACCACGGGCTGC 4 153-155
TM1335-rv CCAAAGTTACTCAATGTAGCG
TMO0360-fw CATGCTTGGAATGTTACTGC 2 113-95
TMO0360-rv GTGTATTGGATGTTATGGGG
TMO127-fw CACATTGCGTTTGAAACTCG 3 131-119
TM0127-rv GGTTCTGCTCAGCTTCGGTG
TMO197-fw CATTCACATGTCATTGGACC 4 121-119
TMO197-rv TTAGATCGAGTTCGAGGGAG
TMO142-fw CACATACACATTTGCCGAAG 3 140-132
TM0142-rv CGCTTGCAGTGATTCTAACC
TMO744-fw CCCAGTGTTACATTACAGAGC 5 111-138
TMO0744-rv TTGTTCTGAAAATCCAGGTC
TMO756-fw GCACCTACCAAATAAACAGC 6 128-143
TMO0756-rv CTCCCATTGAACGCCTTGAC
*EH380069-fw GCTTCTTTCCTT GTTTGAACAT No disponible No disponible
*EH380069-rv AAG CAA AAG AAA AGT AAAATATGC AT | No disponible No disponible

* EH 380069: secuencia facilitada por el Dr. Neil Sandal (Universidad de Dinamarca). La secuencia de
este microsatélite corresponde, en la base de datos del NCBI, a parte de un gen que codifica para una
enzima que de la sintesis de taninos condensados.

3.1 Crecimiento de las plantas
El material vegetal usado para las determinaciones analiticas fueron plantas obtenidas a partir de
estacas uninodales. Se sembraron 5 estacas por maceta que contenian arena:vermiculita (1/1) estéril. Se

usaron 10 macetas (unidad experimental) para cada genotipo: H1-6 y H1- 87, L. uliginosus y L.
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corniculatus. Las plantas se regaron con solucién nutriiva Hornum (Handberg y Stougaard, 1992) que
contiene, en mM: MgSO.:7H.0, 1,2; CaCl,.2H.0, 1,4; NaH,P04.2H,0, 0,7; KNOs, 8,0; y en uM: Fe-
NaEDTA, 54; HiBOs, 19,4; MnS04.4H;0, 5,4; CuS04.5H;0, 1,6; ZnSO4.7H,0, 1,4; Na;M004.2H,0, 0,3.
Las condiciones de cultivo en camara de crecimiento durante unos 30 dias (hasta 6 foliolos desarrollados)
fueron: 250 UE - m2-s de intensidad luminica (ldmparas de halogenuro metalico frio), fotoperiodo de 16
h/8 h (luz/oscuridad), a 22 °C y con humedad relativa ambiente promedio de 50 %.

Se definieron 3 condiciones de estrés: hidrico, térmico e hidrico mas térmico, en cuatro
tratamientos, incluido el control, que se presentan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Tratamientos generadores de estrés aplicados a las plantas.

Tratamiento Tratamientos de estrés
1 Control: plantas con riego, a 22 °C.
2 Suspension del riego 7 dias, a 22 °C.
3 Con riego, con periodo de 3ha40°Cenlos dias 3,5y 7.
4 Suspension del riego, con periodo de 3 h a 40 °C, enlos dias 3,5y 7.

3.2 Extraccion y cuantificacion de prolina

La extraccién de prolina se realizo segin Charest y Phan (1990). Se macer6 0,1 g de muestra en
2 mL de metanol-cloroformo-agua (MCA) en una relacién 12:5:1. El homogenado se centrifugd a 5.000 x
g 2 min a temperatura ambiente, se recogié el sobrenadante y al precipitado se le adicionaron 2 mL de
MCA, se agitd 1 min, se repitio la centrifugacion y se junt6 este sobrenadante con el anterior. Se adiciond
1 mL de cloroformo y 1,5 mL de agua y se centrifugd a 5.000 x g 1 min. En la fase superior, acuosa, se
determiné la prolina.

La prolina se cuantificé segun Troll y Lindsley (1955). A la fase acuosa se le agregaron 4 mL de
acido acético y 4 mL de ninhidrina acida, consistente en HsPO4 6 M, &cido acetico 12,6 M y ninhidrina
0,14 M. Se usaron tubos con tapdn de rosca que se calentaron a 90 °C en bafio de agua 1 h y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente. A cada tubo se le adicionaron 4 mL de tolueno, se agitdé 5 min y se dejo

decantar al menos 8 h, hasta la separacién de dos fases. La prolina se cuantifico en la fase superior
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(tolueno) mediante determinacion de la absorbancia a 515 nm. Como estandar se us6 L-prolina, con la
que se construyo una curva patrén entre 0 y 120 nmol/mL.

La prolina se determiné a los 7 dias, en foliolos de 3 plantas de cada tratamiento, indicados en el
cuadro 5, tomadas al azar. La unidad experimental fue la maceta.
3.3 Cuantificacion de clorofilas ay b

En la fase acuosa (inferior) obtenida de la extraccion de prolina (3.2) se determind la
concertacion de clorofila a y b. Las clorofilas se determinaron en foliolos de las plantas segin Wellburn
(1994), para lo que se leyd la abosorbancia a 665,6 nm (clorofila a) y a 647,6 nm (clorofila b) y se
aplicaron las siguientes férmulas:

Clorofila a = 11,47 x (Abs 665.6) — 2,00 x (Abs 647.6)

Clorofila b = 21,85 x (Abs 647.6) — 4,53 x (Abs 665.6)
3.4 Pérdida de agua de los foliolos

Para determinar la pérdida de agua de los foliolos de los parentales y de los hibridos, se registré
el peso fresco de hojas previamente expuestas a ambientes con distinta humedad relativa (HR): 30% y
100%. Se cortaron al azar cuatro foliolos, de cuatro plantas, también tomadas al azar, de cada material a
evaluar. El peso se controld cada 15 min durante 1 h y después una vez por hora durante 3 h. Las
mediciones se tradujeron como pérdida de agua de los foliolos, en las dos situaciones definidas (30 y
100 % HR) en un periodo de 3 h. EI 100 % de HR se logré cubriendo la planta durante 48 h con una bolsa
de nylon, lo suficientemente amplia para no apoyar sobre la misma.
3.5 Peroxidacion de lipidos

Los lipidos peroxidados se determinaron a través de las sustancia reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS), seglin Minotti y Aust (1987). Para ello se maceraron en frio 0,5 g de hojas con 5
mL de &cido metafosférico 5 % (w/v) y 100 uL de butil de hidroxitolueno (BHT) disuelto en etanol. El
homogenado fue filtrado a través de una capa de Miracloth y luego se centrifugé a 15.000 x g durante 20
min.

Para el desarrollo del cromdgeno se adicionaron, a 0,5 mL del sobrenadante, 50 L de BHT al 2
%, 250 UL de &cido tiobarbiturico (TBA) al 1 % (p/v) disuelto en NaOH 50 mM y 250 mL de HCI 25 % (v/v),

y se incubd a 95 °C durante 30 min. Para la transferencia del cromdgeno a la fase butanol se agregé 1,5
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mL de 1-butanol. Los tubos se agitaron y se separo la fase organica por centrifugacion a 2000 x g 2 min.
Se determiné la absorbancia a 532 nm y se restd la absorbancia inespecifica a 600 nm. El blanco para
todas las muestras consistio en reemplazar el volumen de la muestra por medio de extraccion, y los
controles para cada una de las muestras fueron preparados reemplazando el TBA por NaOH 50 mM. La
reaccion se detuvo por enfriamiento en hielo.

Las determinaciones en los 4 tratamientos definidos en 3.1 se realizaron el dia 7. Para esto se
hizo un pool de foliolos de cada maceta, y se realizaron 3 determinaciones de cada muestra. La
concentracion se expresd como la media de las tres medidas con su respectivo desvio estandar.

3.6 Concentracion de proteinas

Para la extraccion de proteinas se macer6 0,2 g de hoja en mortero preenfriado a 4 °C, con
tampon fosfato potasico 50 mM, pH 7,2, 2-mercaptoetanol 10 mM y 5 uL de PMSF 100 mM. La relacion
entre el material vegetal y el tampon fue 1:5 (p/v). El homogenado se filtro a través de una capa de
Miracloth y se centrifugd a 12.000 x g durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante se utilizé para determinar
la concertacion de proteinas.

Las proteinas se determinaron segun Bradford (1976). A 100 uL de muestra se le agregaron 5
mL de reactivo de Azul de Comassie G250 (Sigma®) 0,1 mM; etanol 0,8 M y &cido fosférico 1,5 M. La
absorbancia se midié a 595 nm después de 2 min. La curva patron con seroalbimina bovina, con
concentraciones entre 0 y 3,5 mg/mL. Las determinaciones se realizaron por triplicado y la concentracion
se expres6 como la media seguida del desvio estandar.

3.7 Actividad SOD, CAT Y APX

La extraccion de las enzimas SOD (EC 1.15.1.1), CAT (EC 1.11.1.6) y APX (EC 1.11.1.11) se
realiz6 segun el procedimiento usado por Sainz et al., (2010), a partir de plantas crecidas en macetas con
el sustrato a capacidad de campo y a 4 de la capacidad de campo (definida en 3.8.2). Los foliolos se
maceraron en mortero a 4 °C y se almacenaron a -80 °C. Para la extraccion se maceraron 0,2 g de hojas
con 0,8 mL de tampén Tris-HCI 50 mM pH 7,5, KCI 10 mM, 2-mercaptoetanol 14,3 mM, PMSF 1 mM, y
EDTA 1 mM. El homogenado se centrifugd a 10.000 x g durante 10 min.

La actividad de la enzima SOD se determind a través de la capacidad de reducir el citocromo c.

La mezcla de reaccion consistié en 1 mL de tampdn fosfato potasico 50 mM pH 7,8, EDTA 1,0 mM,
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citocromo ¢ 1,0 mM y xantina 1,0 mM. Se agregé 0,1 U de xantina oxidasa y se midié la absorbancia a
550 nm. Como blanco se usé la mezcla de reaccién sin xantina oxidasa. Se defini6 una unidad (U), como
la cantidad de enzima capaz de inhibir un 50 % de la reaccién control y la actividad se expresé en U - mg-
1 de proteina.

La actividad CAT se determind a través de la capacidad de utilizar el peroxido de hidrégeno. La
mezcla de reaccion consistid en 1 mL de tampon fosfato potasico 100 mM pH 7 y H,0, 20 mM. Se
agregaron 20 L de extracto enzimatico y se midi6 la variacién de absorbancia a 240 nm durante 3 min.
La actividad se determiné considerando un coeficiente de extincién molar para el H.O, de 39,4 mM - cm-".
Como blanco se us6 la mezcla de reaccion sin H,O,. Se definié una U como la cantidad de enzima capaz
de utilizar 1 umol de perdxido durante 1 min. La actividad se expres6 en U - mg de proteina.

La actividad APX se determin6 segun Chen y Asada al. (1989) en 500 L de fosfato de potasio
50 mM pH 7,4 con 0,5 mM de acido ascorbico, y 2 mM de H,0-. La reaccion se inici6 con el agregado de
15 L del extracto de la planta, y se midid la absorbancia a 290 nm durante 90 seg. Una unidad de APX
se definié como la actividad de la enzima que puede oxidar 1 umol de acido ascérbico pormina25°Cy a
pH 7,4. La actividad de la enzima se expres6 en U - mg-! de proteina.

3.8 Evaluacion de parametros fotosintéticos
3.8.1 Fluorescencia del FSlI

Para la estimacion de la fluorescencia, las condiciones de crecimiento de las plantas y los
tratamientos aplicados fueron los que estan descritos en 3.1 de esta seccién. Las medidas de la
fluorescencia del fotosistema Il (PSIl) se realizaron con un Fluorimetro (FMS 1, Hansatech Instruments
Ltd, King’s Lynn, UK). Las hojas se mantuvieron en oscuridad 20 min hasta que se realizaron las
determinaciones, mediante colocacién de pinzas, para obtener el maximo grado de oxidacion del pool de
plastoquinonas (QA), primer aceptor de electrones del PSII. El rendimiento de fluorescencia minimo (Fo)
fue determinado midiendo el pulso de luz modulado lo suficientemente baja (< 0,1 uE m2.s"') de forma de
no inducir cambios significativos en la fluorescencia. El rendimiento de fluorescencia maximo (Fr) fue
determinado mediante un pulso saturante de luz actinica de 0,8 s de duracién con una intensidad de
8.000 uE m2- s, Seguidamente las hojas fueron iluminadas de manera continua con luz actinica con

intensidad de 300 mZ.s'. Se tom¢ el valor de fluorescencia en estado estacionario (Fs) y se aplicé un
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segundo pulso actinico saturante de las mismas caracteristicas del primero para determinar el nivel de
fluorescencia maxima de las hojas adaptadas a la luz (Fr).
3.8.2 Eficiencia en el uso del agua

La eficiencia en el uso del agua (EUA) se determind por el método gravimétrico y se usaron
plantas obtenidas de la multiplicacién de estacas uninodales de L. uliginosus, L. comiculatus y los
hibridos F1 H1-6 y H1-87. Las estacas se sembraron a razén de 5 por maceta y el ensayo se realizd
cuando las plantas alcanzaron un desarrollo de 6 foliolos.

En total se usaron 60 macetas de 300 mL, con sustrato arena vermiculita preparado como se
indica en 3.1. En 48 macetas se sembraron plantas y 12 permanecieron sélo con sustrato para evaluar la
evaporacion del sistema. La capacidad de campo (CC) se definié como el peso de la maceta cuando
comienza el escurrimiento de agua. El ¥ de la capacidad de campo (% CC) se definié como el peso de la
maceta secada a temperatura ambiente mas la cuarta parte del peso del agua agregada a las macetas de
CC. Se sembraron 12 macetas de cada genotipo: L. comiculatus, L. uliginosus, H1-6 y H1-87. Entre las
macetas sembradas se asignaron al azar, la mitad al tratamiento a CC y la otra mitad a 4 CC. Por otro
lado, se tomaron 6 plantas de cada genotipo para el célculo de biomasa inicial en el que se determing el
peso fresco de la biomasa aérea y radicular y luego se evalu6 el peso seco dejando el material en estufa
por 3 dias a 65 °C.

Las macetas sembradas y sin sembrar permanecieron en una camara de crecimiento con una
iluminacion de 250 uEm2- s (lamparas de halogenuro metalico frio de 5.000 yEm2 - s) con fotoperiodo
de 16 h/8 h (luz/oscuridad) a 22 °C y 50 % HR. Durante los primeros 30 dias las plantas se regaron hasta
capacidad de campo con agua, y se intercalaron riegos con solucion nutritiva Hornum (Handberg y
Stougaard, 1992) estéril, modificada para L. japonicus en mM: MgS047H,0, 1,2; CaCl,.2H.0, 1,4;
NaH:P04.2H,0, 0,7; KNO3, 8,0; y en uM: Fe-NaEDTA, 54; H3BOs, 19,4; MnS04.4H,0, 5,4; CuS04.5H,0,

1,6; ZnS04.7H20, 1,4;: Na,M004.2H,0, 0,3.

Se peso diariamente cada maceta con plantas de cada tratamiento y los controles sélo con
sustrato, para obtener el valor de evaporacion. Al final del periodo se peso la biomasa aérea y radicular

de cada planta, para tener el peso fresco y luego se evalud el peso seco en cada genotipo y en cada
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tratamiento, dejando el material en estufa por 3 dias a 65 °C. La diferencia de peso de cada maceta entre
dos dias representa el consumo de agua de la planta. Considerando la evaporacion de las macetas
control, al final de los 15 dias se tomé el consumo de agua por planta y por tratamiento y se evalud la
produccion de biomasa de los distintos genotipos en cada tratamiento.

La EUA, o mas especificamente la eficiencia transpiratoria (W) expresada como biomasa total

(raiz, tallo y hoja) / agua transpirada se calcul6 de la siguiente forma:

W (g/kg) = [Biomasa final (g/maceta) — Biomasa inicial(g/maceta)]

Agua Transpirada Acumulada (ATA)
ATA (mL) = 3 (agua agregada a las plantas) - ) (agua agregada a las macetas vacias)

3.8.3 Discriminacion isotopica del 13C.

Las plantas de L. corniculatus y L. uliginosus y los hibridos interespecificos H1-6 y H1-87 se
cultivaron en camara de crecimiento en las condiciones detalladas en el apartado 3.1 hasta el estado de 6
foliolos. Durante 15 dias un grupo de 20 plantas de cada genotipo se mantuvo con riego a CC y a otro a
s CC para establecer el déficit hidrico (tratamiento de estrés). Los tratamientos fueron asignados al azar.

Las hojas de todas las plantas de cada maceta se secaron en estufa a 65 °C durante 48 h y se
molieron en mortero de agata hasta lograr un polvo muy fino. El polvo se secé durante 24 h a la misma
temperatura y muestras de 1,5 mg se colocaron en capsulas de estafio para determinar el 6'°C en un
analizador elemental (Flash EA®, 1112 Series) acoplado a un espectrdmetro de masa de relaciones
isotdpicas (Termo Finnigan Delta Plus®). El valor R (relacién de abundancia molar *C/2C de la muestra)
se expresa en relacion al estandar Pee Dee Belemnite (PDB). El procedimiento utilizado fue el del
Laboratorio de Is6topos Estables de Facultad de Agronomia. La formula usada para realizar el calculo
fue:

a"%C (%0) = [(Rmuestra/RPDB) - 1] x 1000%o

Donde 6%C es la proporcién de isétopos del carbono, Rmuesta €S la relacion de la abundancia
molar 1C/'2C de la muestra vegetal (planta) y Reps es la relacién de la abundancia molar *C/"2C del

estandar (PDB), la cual es igual a 0,0112372 (Squeo y Ehlereinger, 2004). La discriminacion isotopica del
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carbono (A) se expresa como una diferencia entre el valor 0°C de la fuente (aire) y el producto (planta),

la misma se calcul6 utilizando la ecuacion descrita por O’Leary (1993):

A= J"Cfuente — 9'3Cproducto

1 + (813Cproducto/1 000)
Donde el valor de 9'3C de la fuente (aire) se lo tomé como - 8 %o.

4. Evaluacion de la respuesta déficit hirico de la F;
4.1 Crecimiento radicular de plantulas en diferentes potenciales osmoéticos

Las semillas se esterilizaron en hipoclorito de sodio 20% (v/v) durante 25 min, se enjuagaron 3
veces en agua destilada estéril y se sembraron en placas de Petri con agar 8 g /L estéril. Para obtener
una germinacion homogénea de L. uliginosus las semillas se escarificaron con papel de lija previo a la
esterilizacion.

En cada potencial osmoético ensayado (0, -0.5, -0.7, -1.2 y -1.7 Mpa), generado con
polietilenglicol 8000 (PEG) incorporado al medio de cultivo en las condiciones descritas por Verslues
(2006) se evalu6 el crecimiento radicular de las especies parentales y se definio para evaluar a los
hibridos el potencial osmatico -1 Mpa (Fig. 10). La F, se evalud con semillas obtenidas de las plantas
hibridas F1 que produjeron mayor nimero de semillas (>500), en los ensayos de policruza descritos en la
seccion de 3. Se evaluaron 200 semillas cada hibrido y 100 semillas de cada parental. En cada placa se
sembraron de 2 a 4 semillas pregerminadas de cada parental y de 4 a 6 de cada hibrido y permanecieron
en la cdmara de crecimiento en las condiciones descritas en 2.3. El crecimiento radicular se midi6 entre
los dias 0 y el 5. Como control sin déficit hidrico se usé medio sin agregado de PEG.

4. 2 Determinacién de variables consideradas en el ensayo en campo

El ensayo se instalé en abril de 2009, en la estacion experimental de INIA “Las Brujas”, (34 © 40
"19"S., 56 ° 20'24"W, altura 45 m). El clima del lugar, definido segun la clasificaciéon de Koppen (Moreno,
1961) corresponde a templado y humedo, con lluvias todo el afio y veranos calidos. La precipitacion
media anual es de 1100 mm y la temperatura media del aire es 17 °C. Los datos meteorolégicos para el
calculo de la evaportranspiracién de referencia, se tomaron de la estacién meteoroldgica Campbell

Scientific, Inc UK, instalada a 100 m del area experimental.
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Figura 10. Potencial osmético del medio de cultivo segun la concentracion de PEG 8000.
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El experimento se establecié en una estructura denominada rain out shelter (protector de lluvias).
Este dispositivo, denominado de ahora en adelante shelter, consta de un techo corredizo que proporciona
un cerramiento automatico cuando se inicia la lluvia y permanece cerrado mientras se mantengan las
precipitaciones. Esto permite trabajar en condiciones de campo y controlar el agua que reciben las
plantas. Se definieron 4 tratamientos correspondientes a distintas cantidades de agua que se suministré a
las plantas. Para el tratamiento control se consideraron las precipitaciones caidas durante 1 afio, periodo
durante el que el ensayo permanecié a campo. Los otros tratamientos se definieron como 75 %, 50 % y
25 % de la evapotranspiracion teérica de las plantas, calculada en base a la ecuacion de Penman

Monteith (Allen et al., 1998).

A(Rn - G) + pacp [cs -ca)
E]

WET =

Donde Rn es la radiacién neta, G flujo del calor en el suelo, (cs-ca) representa el déficit de
presion de vapor del aire, pa es la densidad media del aire a presion constante, cp, es el calor especifico
del aire, A representa la pendiente de la curva de presion de vapor de saturacidn, y es la constante

psicrométrica, y, rs y ra son las resistencias superficial y aerodinamica.
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El experimento se instalo en 12 parcelas, cada una correspondiente a un lisimetro y cada
parcela, unidad experimental, tenia 1,9 m x 0,9 m x 1,45 m de profundidad. En cada parcela se plantaron
18 plantas a 20 cm de distancia entre ellas, 6 de cada especie parental y 6 plantas del hibrido H1-6. La
ubicacion de las plantas en cada lisimetro se realizé al azar, asi como la asignacion del tratamiento a
cada lisimetro.

La biomasa producida se evalu6 simulando condiciones de pastoreo. Para ello, se tomaron al
azar 3 de las 6 plantas de cada genotipo instaladas por parcela y se repitio la medicion sobre las mismas
plantas en cada corte. Se realizaron 6 cortes durante un afio, de acuerdo al desarrollo vegetativo
alcanzado por las plantas. Las fechas de corte fueron 10/6/2009, 19/8/2009, 14/10/2009, 15/12/2009,
26/01/2010 y 18/03/2010. Cuando se levantd el ensayo se evalud el sistema radicular y la presencia -
asusencia de rizomas.

Para el ensayo en el shelter se consideraron los pardmetros que se describen:

a. Tipo de suelo. El suelo del lugar es un Fine Thermic Semi Active Tipic Argiudoll (Altamirano,
1976), con las caracteristicas de color oscuro, contenido medio de materia organica superior al 2 %, alta
saturacion con bases, textura media a moderadamente pesada y de buen drenaje.

b. Humedad del suelo. Se determind el contenido volumétrico de agua con sensores de agua
(TDR). Se instalaron dos sensores, uno para determinar el contenido de agua entre 0 a 10 cm de
profundidad, y el otro en la capa de 10 a 30 cm de profundidad. La pérdida de agua del suelo se calculd
por la diferencia entre dos mediciones consecutivas del contenido de agua en el suelo. El valor de la
pérdida fue asumido como la evaporacion total del agua del suelo y la transpiracion de las plantas. El
almacenamiento de agua se determiné para las dos capas del perfil del suelo, multiplicando el valor del
contenido volumétrico de agua de la capa por su grosor. Las curvas caracteristicas de humedad del
suelo, se ajustaron de acuerdo al modelo de Van Genuchten (1980).

La porosidad total se calculé mediante la relacion de la densidad de suelo. La microporosidad se
obtuvo de las curvas de agua para cada capa del perfil, como la cantidad de humedad contenida en 60
cm. La macroporosidad se calculé como diferencia entre la porosidad total y microporosidad, utilizando el

software beta 3:00 SWRC V (Dourado Neto et al., 1999) mediante el siguiente modelo:
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6. -86)

H=§,+m

Donde 6 = es el contenido volumétrico de agua del suelo; 6r =contenido volumétrico de agua residual, 6s
= saturacion de humedad en el suelo de tierra; ym: potencial matrico del agua del suelo, a, n y b,
coeficientes empiricos.

c. Temperatura del suelo. La temperatura del suelo en el periodo abril de 2009 abril de 2010 se
midié con termometros modelo DS1921G (Thermochron Button Inc.) que se instalaron en cada parcela, a
profundidades de 5y 10 c¢m, y registraron los valores de temperatura a intervalos de 30 min. A partir de
las 48 lecturas diarias se calculd la temperatura media, méxima, minima y rango diario.

d. Evapotranspiracion del cultivo. Los valores horarios de temperatura, humedad relativa,
velocidad del viento, radiacion solar, son relevados y utilizados para el calculo de la ETo estimados por la
ecuacion de Penman-Monteith (Allen et al., 1998) descrita previamente.

4.3 Evaluacion de plantas F2 con diferente contenido de agua en el suelo

Las mismas plantulas F> del hibrido H1-6 y las parentales utilizadas en 4.1 para evaluar el
crecimiento radicular en — 1 Mpa, potencial osmético generado por PEG, se sembraron en medio MS y se
aclimataron en las condiciones descritas en 2.3. Cuando las plantas alcanzaron 10 cm de desarrollo
vegetativo, se instalaron a campo.

Para evaluar la respuesta de la F, frente a distintos contenidos de agua en el suelo se
consideraron los parametros: conductancia estomatica, biomasa producida, didmetro de la corona,
presencia de rizoma y longitud de la raiz principal. Se definieron 6 momentos de corte y el crecimiento de
la raiz se determiné al levantar el ensayo. Para estas evaluaciones se usd como método estadistico el
andlisis de parcelas divididas.

4.3.1 Conductancia estomatica

La conductancia estomatica se midio con un porémetro Licor LI-1600 (Licor Inc., Lincoln
Nebraska, EEUU) en marzo de 2010, en horas de la mafiana. Para la determinacion se usé el pendltimo
foliolo completamente expandido de plantas crecidas en el shelter. Se realizaron por lo menos 10

mediciones por tratamiento en plantas tomadas al azar de cada genotipo por parcela.
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4.3.2 Estimacion de la biomasa producida

La biomasa de las plantas se determind, individualmente, como materia fresca y peso seco de la
parte aérea a partir de lo cortado a 5 ¢cm de la corona. El peso seco se determin en plantas secadas en
estufa a 65 °C durante 4 dias. En cada fecha de corte, la medicion de biomasa producida se realiz6 sobre
las mismas plantas.
4.3.3 Diametro de corona, presencia de rizomas y longitud de la raiz principal

Estos parametros se evaluaron al primer afio de instalado el ensayo en el campo, sobre las
mismas plantas en las que se evalud la biomasa. El diametro de la corona se midid con un calibre
Cartabén. El largo de la raiz pivotante se midio6 en cm. Los rizomas se estimaron como presencia o
ausencia.

5. Andlisis estadistico

Para los ensayos llevados a cabo en macetas se aplicé un modelo completamente aleatorizado.
Las variables continuas W, discriminacion isotopica del carbono, conductancia estomatica, relacion Fu/F,
fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa estadistico InfoStat® version
2008 (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). La comparacion de medias entre tratamientos se

analizé aplicando la prueba de comparacion de medias Tukey.

Para el andlisis del crecimiento radicular entre genotipos, en condiciones de estrés osmético, se
aplicd un modelo de regresion lineal multiple. EI modelo utilizado para el analisis de los datos obtenidos
en el shelter, fue de parcelas divididas, las variables se analizaron aplicando andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando el programa Infostat®. Para determinadas comparaciones se utilizo la estadistica

LSD-Fisher, en estos casos se indica en el texto.
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Il RESULTADOS
1. Obtencion de los hibridos

Previo a la obtencion de los hibridos se verificd en 20 flores la autoincompatibilidad de la planta
madre, L. uliginosus,. Entre las 12 y 14 h después de la apertura de las flores estas se autopolinizaron
manualmente y a los 2 0 3 dias cayeron, y en ningin caso hubo formacion de vainas, lo que confirmo la
autoincompatibilidad de la madre. Esto permiti6 hacer los cruzamientos entre L. uliginosus x L.
corniculatus sin emasculacion.

El resultado del cruzamiento de 4 plantas de L. uliginosus (Pl 1 a Pl 4) con un pool de polen de
60 plantas de L. coriculatus se evalu6 a través de distintos parametros (Cuadro 1). A los 18 dias de la
polinizacion el nimero de semillas inmaduras producidas por cada planta madre fecundadas con polen de
L. corniculatus, varié entre 94 (Pl 3) y 1915 (Pl 4). La PI 4 tuvo floracién abundante, y se pudieron hacer
polinizaciones repetidas durante el periodo estival, que permitieron obtener el mayor nimero de semillas
respecto a los otros cruzamientos. Sin embargo, el nimero de semillas inmaduras obtenidas de cada
planta no se relaciond con el nimero de semillas por vaina, como tampoco hubo diferencias con el

porcentaje de embriones rescatados entre Pl 1y Pl 4 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Fertilidad de plantas de L. uliginosus polinizadas con L. corniculatus.

Plantas Semilla inmadura 1 Semillas por vaina Embriones rescatados 1 Plantas regeneradas §
(promedio) *
Pl 1 564 11.7a 172 (30%) 34 (20%)
Pl 2 664 76b 114 (17%) 13 (11%)
PI3 94 34d 14 (15%) 3 (21%)
Pl 4 1915 59¢ 589 (31%) 145 (25%)

T Semillas obtenidas y sembradas de cada planta madre.

* Las letras indican diferencias significativas para p< 0,05 en la estadistica de Tukey.

T Embriones rescatados por planta, entre paréntesis figura el porcentaje de embriones rescatados respecto al total
de semillas inmaduras.

§ Entre paréntesis figura el porcentaje de plantas recuperadas respecto a los embriones rescatados.

En cuanto al nimero de semillas por vaina, hubo diferencias significativas segun la planta madre
(Cuadro 6). La PI 1 produjo la mayor cantidad de semillas por vaina (11,7) y la PI 3 la menor (3,4),
mientras que las Pl 2 y Pl 4 produjeron valores intermedios (Cuadro 6). La cantidad de embriones
rescatados a partir de las plantas utilizadas como madre fue diferente (Cuadro 6). A partirde la Pl 1y Pl 4
se rescato el mayor nimero de embriones, con una eficiencia del 30 %, el doble que la obtenida por las PI

2 y PI 3 (Cuadro 6). En relacion a la eficiencia de regeneracién de plantas a partir de los embriones
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rescatados, de las Pl 1, Pl 3y Pl 4 esta se situ6 en un 20 %, mientras que desde la PI 2 se rescat6 un 11

% (Cuadro 6).

Figura 11. Etapas del rescate de embriones. a. semillas inmaduras sembradas in vitro, b. embriones en
diferentes estadios, ¢. embrion en estadio intermedio entre corazén y torpedo, d. embrién expandiendo
los cotiledones, e. planta regenerada, f. Plantas conservadas in vitro.

Dentro de una misma vaina habia embriones en diferente estadio y color. Los embriones
presentaban color blanco, amarillo, verde claro, verde oscuro y marrén. En relacién al desarrollo del
embrion, el rescate fue exitoso cuando se encontraban en la etapa de corazén, o0 mas avanzadas como la
de torpedo y cotiledonar (Fig. 11), y no se pudieron regenerar plantas cuando estaban en estadio
globular. Tampoco se logré regeneracién de plantas a partir de embriones de color marrdn,
independientemente del estadio de desarrollo en que se encontraran.

Del cruzamiento reciproco, es decir L. corniculatus x L. uliginosus, sblo se regeneraron 27
plantas de 400 embriones rescatados. Esto significd sélo un 7 % de éxito en la regeneracion de planas a
partir de embriones rescatados.

2. Confirmacion del estatus hibrido

La confirmacion de embriones hibridos resultantes de los cruzamientos interespecificos se

realizé por CF y mediante el empleo de marcadores moleculares. Para esto se seleccionaron plantas

fértiles de la F1, y las plantas estériles (que no florecieron el primer afio) no se analizaron debido a que la

esterilidad en si misma evidencia la condicion hibrida. Ademas, con ellas no fue posible avanzar a la F».
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2.1 Confirmacion de hibridos mediante citometria de flujo

Los parentales, L. uliginosus 4X y L. corniculatus 4X, tuvieron los valores extremos en el
contenido de ADN, y entre estos se ubicaron los hibridos (Fig. 12). Los parentales presentaron valores de
2,22 pg +/- 0,02 (L. uiginosus) y 2,50 pg +/- 0,02 (L. corniculatus) y el valor promedio obtenido en los
hibridos se situé en 2,35 pg +/- 0,02. Sin embargo, no todos los hibridos tuvieron valores de ADN
cercanos al promedio. De los 40 hibridos evaluados algunos presentaron un valor mas cercano a la
madre, L. uliginosus, y otros mas cercanos al padre, L. corniculatus. De los hibridos putativos, en 5 de
ellos el contenido de ADN fue mayor a 2,40 pg, en 31 se situd entre 2,32 y 2,40 pg y en 4 fue inferior a
2,30 pg. Estas determinaciones se realizaron por triplicado, en tres fechas diferentes, para todas las

muestras.

L. esculentum L. uliginosus
1,96 pg 2.2pg
ADN ADN

L. esculentum | L. wliginosus x L. corniculatus L. esculentum L. corniculatus
1,96 pg 235pg 1,96 pg 2,50 pg
ADN ADN ADN ADN
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Figura 12. Contenido de ADN de los genomas determinados por citometria de flujo. a. L. uliginosus (2,22
pg), b. de un hibrido y ¢. L. corniculatus (2,50). Como estandar para todas las determinaciones se usé
Solanum lycopersicum (1,96).

El tamario del genoma de los parentales y de los 40 hibridos se presenta en la figura 13. Segun
el valor C se establecieron tres grupos de hibridos, el primero, entre 2,22 y 2,33 pg de ADN, el segundo

entre 2,34 y 2,38 pg y el tercero entre 2,41y 2,44 pg (Fig. 13). Los dos hibridos H1-6 y H1-87 fueron

usados en todos las evaluaciones realizadas en esta tesis.
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Figura 13. Tamafio del genoma de L. uliginosus, L. comiculatus y de 40 hibridos. El valor C, en pg,
corresponde al promedio de tres determinaciones diferentes. Lu identifica al progenitor femenino L.
uliginosus, Lc al progenitor masculino L. corniculatus y H a los hibridos obtenidos de cruzamientos de la
Pl 4. Los valores sobre las barras el contenido de ADN en los extremos de los intervalos dirferentes
estadisticamente. Las flechas verticales indican los hibridos H1-6 y H1-87. Las lineas verticales
representan al desvio estandar y las letras diferentes sobre las llaves diferencias signifgicativas para un
p>0,05 Tukey.
2.2 Confirmacioén de hibridos mediante marcadores moleculares

Las secuencias de microsatélites obtenidas de la base de datos Kasuza, se usaron inicialmente
para amplificar ADN genémico de las especies parentales y de especies diploides de Lotus japonicus
usadas como controles para verificar el tamafio de los productos esperados. De los 11 microsatélites
evaluados (Cuadro 4) se seleccionaron el TM1150 y el EH380069 porque fueron polimorficos en las
especies parentales. El microsatélite EH380069, facilitado por el Dr. Neil Sandal, forma parte de un gen
que codifica para una enzima que participa de la sintesis de taninos condensados. Este microsatélite
produjo, como TM1150, una banda caracteristica entre 100 y 200 pb en cada especie parental. En la
figura 14 se muestra el patron obtenido con el microsatélite TM1150 en los parentales L. uliginosus y L.

corniculatus y un hibrido. De esta forma, la diferencia entre los parentales se establecié por una banda de

diferente peso molecular en cada uno. A su vez, los hibridos se diferenciaron de los parentales por la
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presencia de las dos bandas, cada una caracteristica de un parental (Fig. 14). La confirmacion de los

hibridos mediante el uso de microsatélites coincidioé con la realizada a través de la CF.

200 pb

5

100 pb

Figura 14. Patrones de amplificacién con microsatélite TM1150 en parentales y un hibrido. Carril 1 hibrido
H1-6, carril 2 parental masculino (L. corniculatus), carril 3 parental femenino (L. uliginosus) y carril 4
marcador de peso molecular. Las flechas indican las bandas polimérficas en las especies parentales.
3. Evaluacion fenotipica de los hibridos de la F1 segun parametros morfologicos y reproductivos
3.1 Caracteristicas morfolégicas

Para realizar la evaluacion fenotipica se compararon los parentales y los hibridos de la progenie
F1, que crecieron en macetas, en invernaculo. Morfolégicamente los hibridos no se pudieron diferenciar
de L. uliginosus, usado como madre. En este sentido, no se observaron diferencias en tamafio, forma,
distancia entre los foliolos, asi como tampoco del porte de la planta madre respecto al de los hibridos
(Fig. 15).

L. uliginosus Hibridos L. corniculatus

Figura 15. Foliolos de los parentales y de dos hibridos F1. Se tomé el cuarto foliolo desde el apice, de
plantas en el mismo estado de desarrollo, a los dos meses de crecimiento en invernaculo.
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3.2 Fertilidad de F4

Para evaluar la fertilidad de los hibridos de la F1 se realizaron polinizaciones manuales entre los
40 hibridos confirmados mediante citometria de flujo y microsatélites. Los parametros evaluados fueron:
numero de inflorescencias, numero de flores por inflorescencia, fertilidad del polen y produccion de
semillas. Los datos que se presentan en el cuadro 7 corresponden a parametros de fertilidad de la Fi,
obtenida del cruzamiento de Pl 4 x L. corniculatus. Los hibridos de los cruzamientos de Pl 1, Pl 2y Pl 3 x
L. corniculatus no desarrollaron flores en la primera estacion de crecimiento, y no se evaluaron en esta
tesis.

Cuadro 7. Produccién de semilla y fertilidad del polen de plantas F1 obtenidas de Pl 4 x L. corniculatus.

Produccion de semilla t Numero de plantas Numero de flores ¥  Fertilidad del pollen §

0 27 98 10 - 99%
5-50 14 114 3-96%
50 - 250 26 98 0-90%
250 - 500 11 146 0-98%
500 - 750 6 98 0-86%
750 - 1000 3 149 4-92%
> 1000 3 171 5-64%

T Rango de la produccion de semilla en las plantas hibridas. £ Promedio del niamero de flores por planta.
§ Porcentaje de granos de polen viables.

De 145 hibridos obtenidos del cruzamiento de Pl 4 x L. corniculatus (designados desde 1-1 a 1-
145), 63 presentaron flores y produjeron semilla en la primera estacion de crecimiento. La produccion de
semilla varié entre 5 y mas de 1000 por planta F1, con un valor promedio de 261 semillas por planta
(Cuadro 7). Tres plantas produjeron mas de 1000 semillas, 9 entre 500 y 1000, y 37 entre 50 y 500, 14
entre 5y 50 y 27 florecieron pero no produjeron semilla (Cuadro 7). EI nimero de flores por inflorescencia
en promedio fue 6,3 y vario entre 3y 9. El nimero de flores por planta individual, semillas por planta y
fertilidad del polen de los 60 hibridos que florecieron el primer afio. En cuanto a la fertilidad del polen, se

observo que en hibridos con alta produccion de semilla como H1-103, la mayoria de granos de polen eran
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inviables, huecos, y por lo tanto no se colorearon con cotton blue (Fig. 16). En cambio hibridos como H1-

67 produjeron baja cantidad de semilla y alto porcentaje de granos viables (Fig. 16).

Figura 16. Granos de polen tefiidos con cotton blue. a. Polen del hibrido H1-67, con alta proporcion de
fértiles (azules) y b. Polen del hibrido H1-24, con alta proporcion de estériles (sin colorear).
4, Evaluacion de respuestas a estrés en hibridos F1

Para evaluar las respuestas a estrés se usaron las especies parentales y dos hibridos
descendientes de Pl 4: H1-6 y H1-87, que se eligieron porque produjeron abundante cantidad de semillas.
4.1 Acumulacion de prolina en foliolos

La acumulacién de prolina se considera una respuesta generalizada de las plantas sometidas a
distintos tipos de estrés. Segun este criterio se evalud su concentracion en foliolos de plantas crecidas en
macetas con arena — vermiculita, sometidas a estrés hidrico y térmico.

En la figura 17 se muestran los valores promedio de concentracion de prolina en foliolos de los
parentales e hibridos, sometidos a estrés hidrico, térmico, e hidrico mas térmico. El periodo de estrés fue
de 7 dias y las determinaciones se realizaron en ese dia. La mayor acumulacion de prolina se observé en
el tratamiento sin riego en los dos hibridos y en el parental L. corniculatus, que mostraron el mismo patron
de acumulacion en los diferentes tratamientos (Fig. 17). El parental L. uliginosus no acumul6 prolina
respecto al control en estrés hidrico, pero si en hidrico mas térmico. El estrés térmico inhibid la
acumulacion de prolina inducida por déficit hidrico en L. corniculatus y los dos hibridos pero no en L.

uliginosus (Fig. 17).
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Figura 17. Acumulacion de prolina en foliolos. El estrés hidrico se impuso por suspensién de riego v el
térmico por incubacién a 40 °C durante 3 h. La concentracion de prolina se determiné a los 7 dias de
estrés y corresponde al promedio de tres repeticiones bioldgicas. Las barras verticales indican el desvio
estandar.
4.2 Contenido de clorofilaay b

Dado que la oxidacién de la clorofila es un parametro a considerar como indicador de dafio, se
determiné la clorofila a, b y la relacién entre ellas. Como se ve en el cuadro 8 no hubo variacién en el
contenido de clorofila a entre L. uliginosus, L. corniculatus y los hibridos, cuando fueron sometidos a
estrés hidrico, térmico e hidrico mas térmico. Sin embargo la clorofila b se incrementd en los tratamientos
de estrés hidrico, asi como cuando se combind estrés hidrico y térmico (Cuadro 8).

El genotipo en el que se incrementd menos la clorofila b fue L. uliginosus. En condicion control,
la relacién Cl a/b en el padre y en el hibrido H1-87 fue la misma, asi como también fue la misma relacion
entre la madre y en el hibrido H1-6, pero menor. El hibrido H1-6 en condicion de déficit hidrico mostréd un

aumento de la relacion Cl a/b respecto a los padres. El estrés térmico o combinado con hidrico (T3 'y T4)

produjo una disminucion de la relacion Cl a/b en todos los genotipos.
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Cuadro 8. Contenido de clorofila a, b y relacion a/b en foliolos. Los valores corresponden al promedio de
tres determinaciones seguidas del desvio estandar, determinadas a los 7 dias de impuestos los
tratamientos: T1 control con riego, T2 supresién de riego, T3 térmico (3 h a 40 °C) y T4 hidrico mas

térmico.

Tratamiento Genotipo Cla(mg.gPS-1 Clb (mg.gPS-1 Clalb
T L. corniculatus 479401 6,86+2,1 0,699
H1-87 3,9940,8 5,2440,9 0,762
H1-6 4,55+0,06 9,67+14 0,471
L. uliginosus 3,90+0,4 9,67+1,2 0,404
T2 L. corniculatus 4,8240,9 11,35+1,4 0,425
H1-87 8,76+0,7 13,97+0,9 0,627
H1-6 9,14+1,9 10,32+1,9 0,885
L. uliginosus 3,73+0,6 10,06+0,2 0,371
T3 L. corniculatus 3,59+1,2 11,96+0,4 0,3
H1-87 3,0440,2 7,96+1,9 0,383
H1-6 472414 11,84+1,4 0,399
L. uliginosus 2,6310,8 5,86+0,8 0,449
T4 L. corniculatus 5,29+1.9 14,68+1,4 0,361
H1-87 570413 20,52+0,4 0,278
H1-6 6,10+0,9 18,86+0,2 0,323
L. uliginosus 6,82+1,1 15,51£1,2 0,44

4.3 Pérdida de agua por los foliolos

Para determinar la pérdida de agua por los foliolos de los hibridos H1-6 y H187 y de los
parentales se removieron 4 foliolos por planta, adaptadas durante 48 h, a 100 % HR y a 30% HR. Los
foliolos se colocaron en condiciones de 50 % HR y a temperatura ambiente, se registro el peso a
intervalos de 15 min durante 1 h y hasta 3 h a intervalos de 1 h.

Cuando los foliolos provenian de plantas adaptadas a 30 % de HR, la pérdida de agua en todos
los casos fue menor a cuando provenian de 100 % de HR, debido a que las plantas tenian parcialmente
cerrado sus estomas. En cambio la pérdida de agua de los foliolos fue mayor cuando las plantas estaban
adaptadas a 100 % de HR (Fig. 18), porque a esa condicion los estomas estaban abiertos. Si bien no
hubo diferencias significativas en la pérdida de agua entre los 4 genotipos, L. corniculatus y los dos
hibridos presentaron una pérdida de agua con una pendiente similar en las dos situaciones (Fig. 18)
mientras que L. uliginosus en 100% de HR tuvo una pendiente mayor, lo que indica una mayor velocidad

en la pérdida de agua.
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Figura 18. Pérdida de agua por foliolos. Se usaron foliolos expandidos, del tercero al quinto, de plantas
creciendo con riego adaptadas durante 48 h previas al ensayo a HR de 30 % y 100 %. Las lineas rojas
corresponden a la pérdida de agua de foliolos que provenian de plantas en 100 % de HR y las lineas
negras de plantas en 30 % de HR. Los valores de pérdida de agua se expresan como el porcentaje del
peso inicial, de 3 repeticiones. Los R? se indican en cada curva.
4.4 Peroxidacion de lipidos

La determinacion de TBARS es una forma de evaluar el dafio oxidativo producido por las ERO,
que tienen como blanco diferentes moléculas, entre ellas los fosfolipidos de membrana. Los TBARS se
determinaron en las mismas muestras de foliolos en las que se midi6 prolina a los 7 dias de suspendido
el riego.

En los tratamientos de estrés hidrico y estrés hidrico més térmico, L. corniculatus mostré mayor
cantidad de TBARS respecto al control (Fig. 19). En L. uliginosus, el otro parental, también la cantidad de
TBARS fue mayor en condicidén de estrés hidrico que en el control, y térmico mas hidrico, pero tuvo

menor peroxidacién de lipidos que L. corniculatus. En los hibridos H1-6 y H1-87 la combinacién de ambos

estreses también produjo incrementos en la cantidad de TBARS respecto al control. Sin embargo, en
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condicion de estrés hidrico no se incrementaron los TBARS en el hibrido H1-6. El estrés térmico no indujo

formacion de TBARS en ningun genotipo (Fig. 19).
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Figura 19. Acumulacién de TBARS en foliolos de hibridos y parentales. Las determinaciones se hicieron
7 dias después de suspendido el riego. H1-6 y H1-87 corresponden a los hibridos. La concentracién de
TBARS se expresa como el promedio de 4 repeticiones de 4 tratamientos. Las barras verticales
representan el desvio estandar y letras diferentes indican diferencias significativas para una p<0,05 segun
Tukey.
4.5 Fv[Fm y NPQ

La eficiencia fotosintética en plantas se estimé a través de la relaciéon Fv/Fm, que se usa como
indicador de la eficiencia cuantica potencial del PSIl. Las determinacién de la fluorescencia se llevo a
cabo el dia en que se suspendié el riego (dia 0) y a los 3, 5y 7 dias después. Los tratamientos definidos
fueron: T1 con riego, T2 con suspension del riego, T3 con riego y 40 °C durante 3 h, y T4 sin riego y 40 °C
durante 3 h. La relacion Fv/Fm permanecié constante hasta el dia 3 en todos los tratamientos y genotipos
(Cuadro 9). El dia 5, en las condiciones establecidas en el tratamiento 4, la relacion Fv/Fm descendié en
L. uliginosus y en los hibridos H1-6 y H1-87 pero no en L. corniculatus. Recién al dia 7 descendio la
relacion Fv/Fm en todos los genotipos, pero en L. corniculatus el descenso fue el menor. EI mayor

descenso de la relacién Fv/Fm lo tuvieron L. uliginosus y el hibrido H1-6, mientras que el hibrido H1-87

tuvo un valor intermedio entre L. uliginosus y L. corniculatus.
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Cuadro 9. Relacion Fv/Fm de los parentales y de los hibridos en condicién de estrés. Los valores
corresponden al promedio de cuatro mediciones de dos experimentos independientes, seguidas del
desvio estandar. Las determinaciones se realizaron el dia 0, y a los 3, 5y 7 dias de suspendido el riego.
Los tratamientos fueron: T1 con riego, T2 con suspensidn del riego, T3 con riego y 40 °C durante 3 h, y

T4 sinriegoy 40 °C durante 3 h.

Tratamiento Genotipo dia 0 dia3 dia5 dia7

™ L. corniculatus 0.87 £0.01 0.87 £0.01 0.86 £ 0.01 0.86 £ 0.01
H 1-87 0.86 + 0.01 0.86 + 0.01 0.85+0.01 0.86 £ 0.01
L. uliginosus 0.87 +£0.02 0.86 + 0.01 0.85+0.01 0.86 £ 0.01
H 1-6 0.87 £ 0.01 0.86 +0.01 0.85 +0.01 0.86 +0.01

T2 L. corniculatus 0.87 £0.01 0.85 +£0.03 0.85+0.01 0.85£0.01
H1-87 0.88 £ 0.01 0.87 £0.01 0.85+0.01 0.85+0.01
L. uliginosus 0.89 £ 0.04 0.87 £ 0.01 0.85+0.01 0.85 £0.01
H 1-6 0.86 +0.01 0.86 £ 0.01 0.85+0.01 0.85+0.01

T3 L. corniculatus 0.88 £ 0.01 0.88 £ 0.01 0.85+0.01 0.85 £ 0.01
H1-87 0.87 £ 0.01 0.87 £0.01 0.85% 0.01 0.85+ 0.01
L. uliginosus 0.87 £0.01 0.85£0.01 0.85+0.01 0.85 £ 0.01
H 1-6 0.87 £ 0.01 0.86 £ 0.01 0.86 + 0.01 0.84 £ 0.01

T4 L. corniculatus 0.88 £ 0.01 0.88 £ 0.01 0.86 +0.01 0.78 £ 0.03
H 1-87 0.86 +0.01 0.85 £ 0.01 0.78 £ 0.01 0.75 +£0.04
L. uliginosus 0.87 £ 0.01 0.86 +0.01 0.70 £ 0.02 0.74 £ 0.04
H1-6 0.87 £0.01 0.85 £ 0.02 0.80 +£0.03 0.74 £0.03

En los mismos foliolos que se determind la Fv/Fm se analizé el NPQ, que refleja la energia
disipada bajo forma de calor. Este parametro no se incremento respecto al tratamiento control. De esta

forma, en todos los genotipos parece haber un mecanismo de proteccién eficiente contra el dafio del

aparato fotosintético.
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Cuadro 10. NPQ de los parentales y de los hibridos en condicion de estrés. Los valores corresponden al
promedio de cuatro mediciones de dos experimentos independientes, seguidas del desvio estandar. Las
determinaciones se realizaron el dia 0, y a los 3, 5 y 7 dias después de suspendido el riego. Los
tratamientos fueron: T1 con riego, T2 con suspensién del riego, T3 con riego y 40 °C durante 3 h, y T4 sin

riego y 40 °C durante 3 h.

Tratamiento Genotipo dia 0 dia 3 dia 5 dia7

T L. corniculatus | 0,59 + 0,16 0,26 + 0,06 0,44 £0,08 0,20 £ 0,01
L. uliginosus 0,22 £ 0,01 0,22 £ 0,01 0,31+0,08 0,23+0,1
H1-6 0,30 £ 0,01 0,17 £ 0,04 0,37 £0,02 0,23 +0,03
H 1-87 0,49 £ 0,01 0,23 £ 0,07 0,37 £0,17 0,34 +0,02

T2 L. corniculatus | 0,31+ 0,04 0,39+0,15 0,24 £ 0,04 0,12+ 0,03
L. uliginosus 0,25+ 0,01 0,110,01 0,20 £ 0,04 0,17 £ 0,07
H1-6 0,32 £ 0,11 0,2310,1 0,28 £ 0,08 0,20 + 0,02
H 1-87 0,29 0,01 0,240,001 0,27+ 0,18 0,14 £ 0,05

T3 L. corniculatus | 0,31+ 0,06 0,27+0,01 0,38 £0,03 0,30 + 0,07
L. uliginosus 0,42 £ 0,09 0,36+-0,001 | 0,44 £0,15 0,27 £ 0,11
H1-6 0,21 £ 0,03 0,20 0,02 0,14 £-0,17 0,17 £ 0,07
H 1-87 0,29 + 0,020 0,12 0,02 0,29 £ 0,01 0,32+ 0,08

T4 L. corniculatus | 0,3+0,22 0,2410,1 0,32 0,06 0,19+ 0,04
L. uliginosus 0,36 0,15 0,15+-0,002 | 0,130,001 | 0,29+0,16
H1-6 0,22 +0,07 0,18 +-0,03 0,21+0,14 0,15+ 0,02
H1-87 0,41+0,02 0,17+ 0,01 0,28 £ 0,07 0,16 + 0,02
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4.6 Defensa antioxidante enzimatica

La utilizacion del O, como forma de canalizar el exceso de electrones que se da en condicién de
estrés, parece una estrategia riesgosa para las plantas, ya que incrementa la generacién de ERO. Para
contrarrestar esto, las plantas cuentan con sistemas antioxidantes que permiten controlar la cantidad de
ERO y el funcionamiento de la fotosintesis. Entre estos sistemas enzimaticos se evalu6 la actividad SOD,

CATy APX.

En condicion control, definida como 100 % de capacidad de CC, L. corniculatus mostré menor
actividad SOD que el hibrido H1-87, mientras que en L. uliginosus y el hibrido H1-6 la actividad fue similar
(Fig. 19 A). En el tratamiento con 4 de CC, considerado como situacion de déficit hidrico, no hubo
diferencias significativas entre los genotipos. Sin embargo, todos los genotipos mostraron un aumento de
la actividad SOD excepto el hibrido H1-87, que mostrd el mismo nivel de actividad (Fig. 20 A).

En condicion de CC, la APX de ambos parentales fue significativamente mayor que los hibridos,
mientras que en condicién de estrés los hibridos presentaron una actividad APX mayor que los parentales
(Fig. 20 B). De todas formas en el hibrido H1-6 el incremento fue significativamente mayor que en el
hibrido H1-87.

La actividad CAT, en condicion de CC no presento diferencias significativas entre los cuatro
genotipos (Fig. 20 C). Sin embargo, en condicion de estrés la actividad CAT fue mayor en H1-87 y en L.
uliginosus respecto a H1-6 y L. corniculatus, que no mostraron incrementos de actividad
4.7 Eficiencia en el uso del agua
4.7.1 Determinacion gravimétrica

Para determinar la EUA, calculada como el agua consumida por g de materia seca producida en
los parentales y en los hibridos se realizaron tres experimentos, en los que se usé CC como control y ¥4
de CC como condicion de déficit hidrico. Entre los genotipos evaluados la EUA no presenté diferencias
significativas a s de CC ni a CC (Fig. 21 Ay B).

Sin embargo se pudo observar que en L. corniculatus y en el hibrido H1-87 aumentd la EUA
cuando crecieron con déficit hidrico, respecto a la situacién control (Fig. 21 A y B). Por otra parte, L.

uliginosus y el hibrido H1-6 no presentaron variacion en la EUA en ambas condiciones (Fig. 21 Ay B).
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Figura 20. Actividad de enzimas que participan en la defensa antioxidante en foliolos. A. Actividad SOD.
B. Actividad APX. C. Actividad CAT. Los genotipos L.comiculatus (barras negras), L. uliginosus (barras
blancas) e hibridos H1-6 y H1-87 (barras grises oscuras y claras respectivamente) se evaluaron en dos
tratamientos: 100 % de CC (control) y "4 de CC (déficit hidrico). Los valores de las actividades
enzimaticas corresponden al promedio de tres muestras de cada genotipo, de dos ensayos
independientes. Las barras verticales representan el desvio estandar y las letras diferentes muestran
diferencias significativas para un p<0,05 en la estadistica de Tukey.
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Figura 21. Eficiencia en el uso del agua de las especies parentales y los hibridos. A. EUA a 4 de CC. B.
EUA a 100 % de CC. La barra negra corresponde a L. corniculatus, la gris oscura al hibrido H1-6, la gris
clara al hibrido H1-87 y la barra blanca a L. uliginosus. La EUA se expresa como la media de la materia
seca producida por peso de agua consumida. La barra vertical indica el desvio estandar, para un n=4.
4.7.2 Discriminacion isotopica del 3C

La relacién isotdpica del 3C y 12C en los tejidos de la planta es menor que la de la atmésfera, lo
que evidencia que las plantas discriminan en contra del ®C durante la fotosintesis. Adicionalmente,
trabajos tedricos y empiricos han demostrado que la A™®C/2C correlaciona altamente con la EUA de la
planta. La relacion ABC/'2C entre parentales e hibridos (Fig. 22) disminuy6 en todos los genotipos cuando
las plantas habian estado a ¥4 de CC, lo que evidencia un cierre estomatico parcial o completo, que limita
la difusion de CO. y H20. El A"3C/'2C en condicién de estrés, mostrd diferencias significativas entre L.
corniculatus y L. uliginosus y el hibrido H1-6. De manera similar a lo observado en la EUA, en condicién

de déficit hidrico tuvieron el mismo comportamiento L. corniculatus y el hibrido H1-87, y L. uliginosus y el

hibrido H1-6 (Fig. 22).
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Figura 22. Discriminacion isotdpica del 13C en condicion de déficit hidrico. La barra negra corresponde a
L. comiculatus, la blanca a L. uliginosus, la gris oscura al hibrido H1-6 y la gris clara al hibrido H1-87. La
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ABC/'2C esta expresada como el promedio de 3 repeticiones. Las barras verticales indican el desvio
estandar vy las letras diferentes, diferencias significativas para p< 0,05 en la estadistica de Tukey.
4.7.3 Relacion raiz - tallo

En el mismo material en el que se evalu6 la EUA, se analizé la relacion raiz/tallo en las dos
condiciones, a 100 % de CC y a a de CC. A 100 % de CC el genotipo que presentd mayor relacion
raiz/tallo fue el hibrido H1-87 y L.uliginosus, le siguio L. corniculatus y por ultimo el hibrido H1-6. Sin
embargo, en condicion de estrés hidrico a %4 de CC esta relacion present6 un ranking diferente, e inverso
al obtenido con 100 % de CC (Fig. 23). En condicion de déficit hidrico, L. corniculatus present6 la mayor

relacion raiz/tallo, le siguieron los hibridos H1-6, H1-87 y por ultimo L. uliginosus.

occ
B 1/4CC
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Figura 23. Relacion raiz /tallo en dos condiciones hidricas. Los genotipos evaluados fueron L.
corniculatus (Lc) , L. uliginosus (Lu) y los hibridos H1-6 y H1-87 en dos condiciones de disponibilidad de
agua, a capacidad de campo (CC) y a V. de capacidad de campo % CC. Las barras verticales indican el
desvio estandar.

5. Evaluacion fenotipica de la respuesta a estrés de los hibridos de la F;

5.1 Crecimiento radicular en bajo potencial osmético

El PEG es un agente osmético que permite simular las condiciones de un suelo con distintos
grados de disponibilidad de agua, sin que la molécula interfiera con el metabolismo de la planta, dado que
no puede ingresar en la célula. Por esto, para evaluar el crecimiento radicular en diferentes potenciales
osmoticos se usd PEG 8000. Para evaluar el efecto del déficit hidrico sobre el crecimiento de las raices,
las semillas se pregerminaron en agar — agua y se transfirieron a placas con PEG con concentraciones
suficientes para generar potenciales osméticos de 0, - 0,5, - 0,7, - 1,2 y — 1,7 Mpa, donde permanecieron

5 dias. El crecimiento radicular se representd de acuerdo a una regresion lineal. En la figura 24 se
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muestran las rectas que representan el crecimiento de radicular de los parentales para cada potencial
osmético. L. corniculatus en la situacién control y en - 0,5 Mpa presentd la mayor tasa de crecimiento
radicular, que se ajusté a la recta con mayor pendiente (Fig. 24) mientras que a - 0,7 MPa el crecimiento
disminuyd, y la pendiente fue menor.

Cuando el potencial osmotico fue de -1,2 Mpa el crecimiento radicular de L. corniculatus fue el
mismo que el de L. uliginosus en la condicion control (Fig. 24). Por Ultimo, las raices de L. corniculatus
tuvieron el menor crecimiento a -1,7MPa, que fue el mismo crecimiento radicular de L. uliginosus a -0,5, -
0,7, -1,2 y -1,7 MPa. Una vez establecidas las diferencias en la tasa de crecimiento radicular para las
especies parentales, se seleccion6é un potencial osmético Unico, de — 1,0 Mpa, para evaluar en forma

conjunta a las especies parentales y los hibridos F» (Fig. 24 B).

3.9 1
Especie Tratamiento éo ﬁ 1 - _ :12 :(1)[';; :g:;: a
00MPa 100 046 a ' === ¥3=1,01+0,16x
05MPa 073 042 a  E25 S Sk .
L. comiculatus  -0,7 MPa 1,00 026 b = >
42MPa 120 016 ¢ §2°] T e .
ATMPa 116 008  d Z..] e -
00MPa 082 016 ¢ £ et d
05MPa 094 008 d ~ 10 -
L. uliginosus 0,7 MPa 1,04 0,03 d
42MPa 111 004 d %97
A7TMPa 095 002 d . . . . .
0 1 2 3 4 5
tiempo (dias)
L.uligiosus L,corniﬁtus L.uliginosus | L.corniculatus

Figura 24. Representacion de la tasa de crecimiento radicular mediante rectas de regresion multiple de
las especies parentales en distintos potenciales osméticos. En la tabla figuran los valores de la
interseccion de la recta con el eje de las ordenadas (Bo) y los valores de la pendiente (B1). Letras
diferentes indican que hay diferencias significativas entre los valores de las pendientes. La pendiente de
cada recta esta seguida de letras que indican diferencias significativas. Las fotos que aparecen abajo
muestran el crecimiento radicular de los parentales a 0 Mpa (izquierda) y — 1 Mpa (derecha).
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Figura 25. Representacién de la tasa de crecimiento radicular mediante rectas de regresion multiple de
los hibridos en — 1 Mpa. En la tabla figuran los valores de la interseccién de la recta con el eje de las
ordenadas (Bo) y los valores de la pendiente (Bi). Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas entre los valores de las pendientes. La pendiente de cada recta esta seguida de letras que
indican diferencias significativas.
Para este ensayo, se usaron semillas de los hibridos F1, es decir la F2, ademas de los parentales, en un
Unico potencial osmatico (Fig. 25). Para determinar el efecto de éste se midié la longitud de la raiz el dia 0
y al quinto dia de crecimiento en la condicion de — 1,0 Mpa. A partir de la tasa de crecimiento radicular se
pudieron establecer cuatro categorias. La primera correspondié a L. corniculatus y el hibrido H1-76 que
tuvieron el mayor crecimiento radicular (Fig. 25). La segunda categoria incluy6 a los hibridos H1-6, H1-32
y H1-87 con crecimiento menor que L. corniculatus y el hibrido H1-76 (Fig. 25). En la tercera categoria
quedaron H1-73, H1-68, H1-20 y H1-16 que presentaron menor crecimiento radicular (Fig. 25). A la cuarta
categoria, que abarca a genotipos que presentaron menor crecimiento radicular correspondieron L.
uliginosus y los hibrido H1-106 y H1-69.
5.2 Evaluacion del comportamiento a campo de los hibridos

El ensayo de campo se realizd en el shelter, y se definieron los siguientes tratamientos: a.
control, que consistid en el suministro de agua equivalente a la lluvia registrada durante el periodo abril
2009 a abril 2010 y b. 75, 50 y 25 % de la evapotranspiracion potencial (ETP), calculada en base a la

ecuacion de Penman-Monteih. Las variables determinadas en el ensayo a campo fueron: conductancia

estomatica, produccion de biomasa de la parte aérea, desarrollo radicular y presencia de rizomas.
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5.2.1 Conductancia estomatica

La conductancia estomatica se determiné en foliolos expandidos, 4 — 5 desde el pice, en horas
de la mafiana. Entre los genotipos evaluados, L. uliginosus, L. corniculatus y el hibrido H1-6, no se
encontraron diferencias significativas en la conductancia estomatica, que varié entre 66,4 y 137,6 pmol
de H0 - m-2 - seg -'. Sin embargo, la variacién en este parametro fue observada entre los tratamientos
(Cuadro 13). Cuando se realizé el test de comparacién de medias entre ellos, la conductancia estomatica
se pudo agrupar en dos categorias, una que incluyé los tratamientos correspondientes al 25 y 50% de
evapotranspiracion, y otra que correspondié al 75% de evapotranspiracién y al control (lluvia) (Cuadro

13).

Cuadro 11. Conductancia estomética en tres tratamientos hidricos de los parentales y del hibrido H1-6.
Los datos son el promedio de 5 repeticiones realizadas en 9 plantas de cada genotipo, crecidas en el
shelter.

Tratamiento Media Error estandar
25% de la ETP 66,43 5,6
50% de la ETP 66,03 55
75% de la ETP 135,74 7,7
Lluvia (control) 137,57 7,3

Genotipo

Hibrido H1-6 105,34 55

L. corniculatus 108,30 55

L. uliginosus 95,15 53

5.2.2 Produccion de biomasa de la parte aérea

La biomasa producida por las plantas en las cuatro condiciones hidricas definidas (5.2) se
determiné en 6 cortes realizados durante el transcurso del ensayo, simulando la condicidn de pastoreo. El
ensayo se sembré el 10 de abril (Fig. 26 A), y las fechas de corte definidas de acuerdo al desarrollo
vegetativo de las plantas, fueron: 10 de junio de 2009, 19 de agosto, 14 de octubre, 15 de diciembre, 26
de enero de 2010 y 18 de marzo de 2010.

Para el tratamiento control (lluvia), los valores de biomasa acumulada en cada fecha de corte se

representan en la figura 27 A. En cada fecha de corte no hubo diferencias significativas en la produccion
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de biomasa. De todas formas, a pesar de no haber diferencias significativas en condiciones no limitantes

de agua, parece haber una tendencia de L. uliginosus de acumular mas biomasa que L. corniculatus.

Figura 26. Ensayo con diferentes regimenes hidricos realizados en shelter. A. Parcelas el dia de instalado el
ensayo. Cada parcela (lisimetro) tiene 18 plantas (6 de cada genotipo) en cada tratamiento (control: lluvia,
75%, 50% y 25% de la ETP). Los genotipos evaluados fueron L. corniculatus (Lc) , L. uliginosus (Lu) y los
hibridos H1-6 y H1-87. B. Desarrollo vegetativo de las plantas a los 9 meses. Los tratamientos se asignaron
al azar y se hicieron tres repeticiones por cada tratamiento.

La biomasa producida con 75 % de la ETP present6 diferencias significativas en el tercer corte,
que coincidié con el corte de primavera (Fig. 27 B). EI hibrido produjo mayor cantidad de biomasa
acumulada, vy si bien en el resto de los cortes no presentd diferencia significativa con los parentales,
mantuvo la misma tendencia con mayores valores absolutos de produccion de biomasa acumulada.

Para la condicién del 50% de la ETP, se observan diferencias significativas en la acumulacion de
biomasa en el primer, tercer y cuarto corte (Fig. 27 C). En el primer corte el hibrido produjo mas biomasa
que L. uliginosus pero produjo igual biomasa que L. corniculatus. Sin embargo en el tercer corte el hibrido
produjo mas biomasa que L. corniculatus, pero igual que L. uliginosus, mientras que en el cuarto corte,
produjo mayor biomasa que L. corniculatus pero no se diferenci6 de L. uliginosus (Fig. 27. C).

En la condicion mas limitante en cuanto a disponiblidad de agua, 25 % de la ETP, el hibrido
produjo mayor biomasa acumulada en el cuarto corte, al final de la primavera (Fig. 27 D) y durante los
meses de verano. En los tres Ultimos cortes hubo diferencia significativa en la produccion de biomasa del

hibrido H1-6 respecto a las especies parentales.
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Figura 27. Biomasa acumulada en las fechas de corte. La biomasa se expresa como gramos de peso
seco promedio de 9 plantas de cada genotipo. A. Tratamiento control (lluvia), B. 75% de la ETP, C 50 %
dela ETPy D 25 % de la ETP. Las barras verticales representan el desvio estandar. Las letras diferentes
indican diferencias significativas para p<0,05 segun la estadistica de Tukey.

Cuando se comparo el tratamiento control respecto a la ETP de una pastura, la lluvia supera
ampliamente a la demanda del cultivo. En este sentido, el tratamiento control (lluvia) super6 la demanda
de ETP de los genotipos de lotus cultivados (Fig. 28). Como muestra la figura 29 las lluvias registradas en
el periodo, alcanzaron valores superiores al promedio anual (1100mm). De todas formas, el tratamiento
de 25 % de la ETP se encuentra por debajo de su demanda hidrica. Sin embargo también debe

considerarse que el tratamiento control puede haber sufrido exceso hidrico.
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Figura 28. Precipitacién acumulada y ETP en un afio. La ETP (25 %) se calculé segun la ecuacion de
Penman-Monteih.

Cuando se comparé la produccion de biomasa final entre tratamientos que produjeron la menor y

la mayor cantidad de biomasa (Fig. 29), se observé que la produccién de L. corniculatus es la misma en

las dos situaciones hidricas. Sin embargo el hibrido H1-6 produjo en el orden del 30 % mas de biomasa

cuando la condicién de agua no es restrictiva, y también produce mas cuando la ETP se situé en el 25%

(Fig. 30).
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Figura 29. Biomasa producida al final del ensayo en shelter. Los valores de biomasa corresponden al
promedio del peso seco acumulado. Las barras verticales corresponden al desvio estandar y las letras
diferentes a diferencias si y las letras diferentes muestran diferencias significativas para un p<0,05 en la
estadistica de Tukey.
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5.2.3 Desarrollo radicular y presencia de rizomas

A un afio de crecimiento a campo en el shelter, se evalud el numero de plantas vivas, el largo y
diametro de las raices y la presencia de rizomas (Cuadro 14). Respecto a la longitud de las raices el
problema surgido a nivel de campo fue que la extraccién completa de la raiz no permitié determinar su
longitud real, y por lo tanto el analisis estadistico no permitié establecer diferencias entre los genotipos en
los distintos tratamientos.

Hubo diferencias en el diametro de la corona (Cuadro 14), los valores mayores correspondieron
a L. uliginosus en condicién control, pero se observo un incremento en el diametro de la corona del
hibrido H1-6 que no se observé en L. corniculatus. En relacion al nimero de rizomas (Fig. 30), el hibrido

present6 diferente porcentaje en los distintos tratamientos.

Figura 30. Sistema radicular y rizomas al momento de levantar el ensayo. La flecha indica un rizoma en
el hibrido H1-6.

En la condicién de menor disponibilidad de agua se observé el menor porcentaje de rizomas, en
la condicién mas cercana al 100 % de la ETP se vio un mayor porcentaje de rizomas. En el tratamiento de
lluvia, el porcentaje fue intermedio. En la figura 30 se muestran los rizomas desarrollados por el hibrido

H1-6, al afio de crecimiento, en el tratamiento control.
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Cuadro 14. Caracteristicas morfologicas de los genotipos crecidos en el shelter. Las determinaciones se
hicieron un afio después de instalado el ensayo. Los datos de las columnas 4 y 5, corresponden a la
media de 9 repeticiones + el desvio estandar, letras diferentes corresponden a diferencias significativas,

de acuerdo a la estadistica de Fisher para p<0,05. La presencia de rizomas se hizo por apreciacion

visual.

Tratamiento Genotipo Plantas vivas | Largo raiz (cm) Didmetro(cm) Rizoma

25% de la ETP Hibrido H1-6 6 33,6 £ 2,55 41+18 16 %
L. corniculatus 8 39,1+£35 22%09 no
L. uliginosus 9 33,2146 30+£1.2 33,3

50% de la ETP | ...Hibrido H1-6 6 323+£23 49+0,7 50%
L. corniculatus 2 350+29 45+13 no
L. uliginosus 9 270%3,2 80%2,1 66%

75% de la ETP | ...Hibrido H1-6 6 43,6 +4.2 85+14 66%
L. corniculatus 2 55,7 £3,6 45+05 no
L. uliginosus 4 333+25 9,1+15 100%

Control (lluvia) | ...Hibrido H1-6 5 39,5+3,75 95+0,11a 30%
L. corniculatus 2 37,8+45 72+065a no
L. uliginosus 5 28,4 + 342 17,8+£2,19b 100%
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IV DISCUSION
1. Obtencion de hibridos de L. uliginosus x L. corniculatus mediante rescate de embriones

La hibridacién interespecifica permite obtener individuos que recombinan caracteristicas de los
padres, aunque el producto del cruzamiento puede resultar en un individuo diferente a los progenitores. En
cualquier caso, ese producto de recombinacién es Unico y aleatorio, lo que permite potencialmente, generar
diversidad genética (Grant, 1999). Por otra parte, la hibridacion interespecifica es por el momento la Unica
alternativa viable para lograr progresos en el mejoramiento genético de caracteristicas complejas, donde
intervienen varios genes que no han sido identificados, como los responsables de la apertura de las vainas
y la pérdida de semilla (shattering) (Grant, 1999). En L. corniculatus el shattering representa un problema
en la medida que impide aumentar la produccién de semilla, y genera una brecha entre la produccién
potencial de semillas y la que se obtiene (Guillén, 2007). También las hibridacion interespecifica es una
herramienta de interés que se ha usado como estrategia para el mejoramiento genético de lotus y se han
obtenido hibridos con el propdsito de aumentar la calidad del forraje (Kelman, 2006).

Para la generacién de hibridos de lotus se han usado distintas alternativas. Somaroo y Grant
(1971 y 1972) para obtener hibridos tetraploides de L. uliginosus x L. corniculatus tetraploide, usaron
colchicina para obtener previamente tetrapolides de L. uliginosus. Si bien con esta estrategia obtuvieron
hibridos usando como madre a L. uliginosus, el cruzamiento reciproco entre estas especies no produjo
ningun hibrido.

De los cruzamientos entre L. uliginosus (4X) x L. comiculatus (4X) y L. corniculatus (4X) x L.
uliginosus (4X) obtuvimos hibridos en las dos direcciones, aunque el nimero de plantas regeneradas en
cada caso fue diferente y claramente inferior cuando se usé como madres a L. coriculatus (4X). Estos
cruzamientos se hicieron sin emasculacién, debido a la autoincompatibilidad de las especies utilizadas.
Esto constituye una ventaja dado que facilita el procedimiento de cruza dirigida, que es una técnica
laboriosa dado el tamafio pequefio de las flores (Beuselink y Mc Graw 2000).

Uno de los parametros a tener en cuenta para obtenciéon de hibridos en cruzamientos
intersepecificos es la fertilidad de la planta madre. La Pl 4 tuvo una abundante produccién de flores y
semillas, si bien no fue la que produjo el mayor nimero de semillas por vaina (Cuadro 6). A partir de la Pl 4

se obtuvo el mayor nimero de plantas regeneradas, a pesar que el porcentaje de rescate de embriones fue
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similar al de la Pl 1. En este sentido nosotros no pudimos establecer una relacién clara entre nimero de
plantas regeneradas y la fertilidad de planta madre de la que provenian las semillas. Un ejemplo de esto
ocurrié con la Pl 2, con un abundante nimero de semillas y s6lo 11 % de porcentaje de regeneracion de
plantas (Cuadro 6). Estas diferencias entre el nimero de flores y semillas obtenidas en la F1 en relacién a la
cantidad de plantas regeneradas es de dificil interpretacion, y pueden estar relacionadas con la distinta
habilidad combinatoria entre las especies parentales (Garcia de los Santos, et al., 2001).

El rescate de embriones ha sido y es utilizado en cruzamientos interesepcificos del género Lotus
para superar barreras reproductivas entre las especies seleccionadas (O'Donoughue y Grant, 1988;
Sharma et al., 1996; Galati et al., 2006). En cruzamientos entre especies diferentes de ese género se
producen embriones, dado que la barrera es postcigética. Jungamnnova y Reprova (2006) en cruzamientos
de L. corniculatus x L. uliginosus observaron que se producia la germinacion y elongacion del tubo polinico
través del estilo, por lo tanto descartaron la presencia de las barreras precigdticas. A su vez, Reprova y
Hofbauer (2009) describieron las barreras postcigéticas presentes en cruzamientos de lotus. Estas barreras
estan relacionadas a defectos o anomalias en el desarrollo del endosperma, defecto que también
observamos en las semillas inmaduras obtenidas en la Fy obtenidas en ambas direcciones de los
cruzamientos, en las que no se observo presencia de endosperma.

Reprova y Hofbauer (2009) sélo observaron embriones en estadio globular luego de 7 dias de
desarrollo de la semilla, y con esos embriones no lograron recuperar plantas hibridas de L. corniculatus x L.
uliginosus. Sin embargo nosotros logramos llegar a estados de desarrollo embrionario més avanzados,
como corazén, torpedo y cotiledonar, poniendo las semillas inmaduras en un medio simple (MS). En este
sentido, para el éxito en la regeneracion de plantas fue determinante el estadio de desarrollo del embrién, y
su color. Con estas consideraciones fue posible lograr un rescate de embriones exitoso en un rango del 11
al 25 % cuando la madre fue L. uliginosus (Cuadro 6) y del 7 % cuando la madre fue L. corniculatus. Para
explicar esta diferencia en la capacidad de obtener plantas entre cruzamientos reciprocos se debe tener
presente, entre las barreras poscigéticas que determinan el éxito o fracaso entre cruzamientos
interespecificos, el EBN (de endosperm balance number). Este concepto propuesto por Johnston et al.
(1980), plantea que para tener éxito en el desarrollo del endosperma, se requiere una relaciéon 2:1 en un

factor genético hipotético, entre el progenitor femenino y el masculino, y que esta relacion es mas
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importante que el nivel de ploidia para determinar el éxito en el cruzamiento (Martinez-Reyna y Vogel,
2002). EI EBN funciona como un fuerte mecanismo de barrera postcigética, que determina el aislamiento y
la especiacion en vegetales (Cornejo et al., 2006).

El EBN se ha establecido en cruzamientos entre especies del género Solanum, Arachis, Medicago
y Lycopersicum (Geerts et al., 2002; Talluri, 2012; Carputo et al., 1997), sin embargo no se encontraron
referencias sobre el EBN en especies del género Lotus. De todas formas podemos pensar que la diferencia
en el éxito de la regeneracion de plantas, 198 cuando la madre fue L.uliginosus y 27 cuando fue L.
corniculatus, sea consecuencia del EBN, dado que lo que cambia es la direccion de cruzamiento.

Geerts et al.,, (2002) atribuyen las diferencias en el porcentaje de embriones rescatados en
cruzamientos en diferentes direcciones entre P. vulgaris y P. polyanthus a defectos asociados al desarrollo
del endosperma, sin considerar el EBN. Estos autores plantearon tres causas posibles que pueden explicar
la falta de desarrollo del endosperma. Una, es la no division del nlcleo del endosperma con desarrollo de
un endotelio compacto, otra es que el nucleo del endosperma se divide pero con retraso respecto a las
divisiones del cigoto, y la tercera es que se desarrollan varios nicleos en el endosperma, con excesiva
vacuolizacién. Estas anomalias en la formacion del endosperma provocarian el aborto del embridn. Segin
esta perspectiva, podriamos pensar que la siembra de las semillas F1 inmaduras in vitro durante 10 dias en
medio de cultivo MS, previo al rescate, fue un factor determinante para la nutricién y desarrollo de
embriones, porque cuando estos se extraian de semillas sin precultivo en medio MS, no se rescataban
plantas a partir de ellos. En este sentido, Mehetre y Aher (2004) plantean que el éxito en el rescate de
embriones depende en gran medida de la composicion del medio de cultivo y cuanto mas inmaduro es el
embrion al momento de rescate, mas dependiente sera del medio de cultivo y la composicién del medio
debera ser mas compleja (Sharma et al., 1996).

En las vainas provenientes del cruzamiento de L. uliginosus x L. corniculatus fueron observados
diferentes estadios de desarrollo del embrién dentro de una misma vaina (Cuadro 6 y Fig. 11). Esto
evidencia una asincronia en el desarrollo de los 6vulos. La falta de sincronizacion en el desarrollo de los
dvulos es una estrategia generalizada en plantas alégamas para ampliar el periodo de receptividad de los

dvulos (Sage et al., 1999).
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2. Confirmacion del estatus hibrido

Las especies utilizadas en los cruzamientos para la obtencion de hibridos interespecificos, L.
uliginousus y L. corniculatus, no tienen marcadores morfoldgicos evidentes como diferentes pigmentos,
forma de la hoja, distancia de entrenudos, entre otros. De hecho, los hibridos de la Fy crecidos en
invernaculo, presentaron un parecido tal con L. uliginosus, que no permitio identificarlos. En cambio en la F»
en condicion de campo en shelter no se pudieron diferenciar los hibridos de L. corniculatus. Como ademas,
las flores no fueron emasculadas, pudo haber habido polinizacion entre plantas de la misma especie. Por
estas razones fue necesario contar con técnicas de identificacion precisas para confirmar el estatus hibrido
de la progenie. Para esto se pusieron a punto dos técnicas para testar masivamente los hibridos putativos
F1: el tamafio del genoma por CF y mediante marcadores moleculares. Ambas metodologias son rapidas y
con alto poder de resolucion, si se las compara con otras como las isoenzimas o el conteo y analisis de
cromosémico (Reprova y Hofbauer, 2009).

La CF es una técnica potente y rapida para medir particulas celulares o sub-celulares como el
nucleo, y en general ha sido mas usada en células animales. Esta técnica también resulté ser util en células
vegetales para la estimacién de su contenido de ADN, dado que el ioduro de propicio emite fluorescencia
proporcional al contenido de ADN, que es detectada al pasar a través de un laser. Entre las ventajas de
esta técnica esta la repetibilidad de los resultados, simplicidad, y posibilidad de analizar alto nimero de
muestras en poco tiempo (Dolezel et al. 1991; Dolezel y Bartés 2005; Amano et al., 2007). Como se trata
de un andlisis cuantitativo es necesario el uso de un estandar interno, que en este caso fue S. lycopersicum
que tiene 1,96 pg de ADN, un valor adecuado para trabajar con L. uliginosus y L. corniculatus que tienen
contenidos de ADN de 2,22 pg y 2,50 pg respectivamente (Fig. 12). El contenido de ADN de los hibridos
fue 2,28 pg vy 2,44 pg (Figura 13), intermedio respecto a los parentales. Ademas, entre los hibridos
evaluados se observd una dispersion en los valores del contenido de ADN que permitié agruparlos en tres
categorias, una integrada por plantas con valores cercanos al parental masculino (L. corniculatus) otra mas
cerca del parental femenino (L. uliginosus) y una tercera intermedia entre las anteriores (Fig. 13).

De esta forma se pudo confirmar mediante CF que los individuos F1 analizados eran hibridos
interespecificos. Sin embargo no siempre ocurre que el contenido de ADN de los hibridos sea intermedio

respecto al de los parentales. En el cruzamiento denominado reciproco (L. corniculatus x L. uliginosus)
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hubo individuos con contenidos de ADN mayores a 2,50 (L. corniculatus), que igual sirvié para confirmar el
estatus hibrido. Amano et al. (2007) determinaron hibridos interespecificos e intergenéricos en las especies
ornamentales Gloriosa spp., Lottonia modesta y Sandersonia aurantica, utilizando CF y RAPD. Cuando S.
aurantiaca fue usada como parental, algunos hibridos intergenéricos, exhibieron valores mayores o
menores que el valor promedio del contenido de ADN. La limitacién de la CF surge cuando no se logra
diferenciar el tamafio del genoma de parentales (Simonovick et al. 2007).

Otra estrategia para determinar el estatus hibrido es el uso de marcadores moleculares. Para lotus
se dispone de marcadores definidos en la especie modelo L. japonicus, disponibles en la base de datos
Kazusa. A partir de ésta se seleccionaron 18 secuencias y se usaron otras 2 suministradas por N. Sandall
(Universidad de Dinamarca) (Cuadro 4). De los 10 microsatélites evaluados se seleccionaron 2 de ellos,
TM1150 y EH380069, mostraron polimorfismo entre las especies parentales (Fig 14). Estos microsatélites
permitieron diferenciar a los parentales entre si, con una banda caracteristica cada uno, y a los parentales
de los hibridos que presentaban ambas bandas, una de cada parental (Fig. 14).

El microsatélite EH3880069 se encuentra dentro de la secuencia de un gen que codifica para una
enzima de la sintesis taninos condensados. La funcién del gen se dedujo por homologia con la secuencia
de ese gen en Arabidopsis thaliana. Los microsatélites dentro de genes revisten una importancia atin mayor
si estan asociados a caracteristicas de interés, como en este caso. El polimorfismo observado con este
microsatélite entre ambos parentales podria estar relacionado a diferencias en la cantidad y/o calidad de
estos taninos, debido a que hay diferencias en esta caracteristica en las distintas especies del género Lotus
(Gruber, 2008; Acufa et al., 2008). Este tipo de microsatélite intragénico es particularmente Util para utilizar
en seleccion asistida por marcadores.

Los microsatélites se pueden utilizar en especies diferentes y también en diferentes géneros
(Eujayl et al., 2004; Gaitan-Solis et al., 2002; Wang et al., 2004; Mian et al., 2005). La base de datos

Kazusa (www.kazusa.or.jp/lotus/) permite el acceso a la informaciéon generada a partir del proyecto de

secuenciacion de L. japonicus. El uso de esta informacién en genética comparativa entre una especie
modelo L. japonicus y especies de uso agrondmico como L. corniculatus y L. uliginosus puede ser util para
avanzar en el mejoramiento genético (Zhu et al., 2005). Una idea importante detras del concepto de

leguminosa modelo, es el aprovechar la sintenia entre especies modelo y cultivadas para acelerar el
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aislamiento y la caracterizacion de genes de importancia en las leguminosas cultivadas menos
caracterizadas. Esta estrategia, requiere que las regiones de los genomas respectivos contengan los
mismos genes, en el mismo orden en los modelos y las cultivadas. Los marcadores de anclaje, revelaron
una conservacion amplia (macrosintenia) entre poroto y Lotus (informe proyecto Lotassa, cap 2)

Nualsri et al., (1998) utilizaron exitosamente RAPD para verificar la obtencién de hibridos en el
cruzamiento entre germoplama autégamo de L. corniculatus y 5 accesiones de especies de Lotus spp.
originarias de Marruecos con presencia de rizomas. Sin embargo, los RAPD presentan limitaciones en su
aplicacion, derivadas de la escasa repetibilidad de los resultados. Por el contrario, los microsatélites
presentan muy buena repetibilidad, naturaleza multialélica, asi como amplia cobertura y distribucion en el
genoma (Powell et al., 1996). Ademas son codominantes y permiten identificar la contribucién de cada
parental. Esto también contribuye a que sean mas usados que los RAPD, que son dominantes y no
permiten distinguir los individuos heterocigotas en la F1 (Burrow y Blake, 1998).

3. Fertilidad de los hibridos de la F;

Los hibridos F1 se cruzaron en forma manual entre si (policruza) y las plantas produjeron un
numero variable de semillas en la primera estacién de crecimiento. Tres plantas F1 produjeron mas de mil
semillas (Cuadro 7), lo que representa una produccion mayor en relacién a las otras plantas evaluadas. De
todas formas, seria posible mejorar la fertilidad de estas plantas hibridas retrocruzandolas con los
parentales, alternativa usada en Lotus spp. por Reprova y Hofbauer (2009). Isobe et al. (2001) en
cruzamientos interespecificos de Trifolium spp. también consideraron a los retrocruzamientos como una
forma de aumentar la fertilidad de los hibridos. La escasa fertilidad de los hibridos, y en algunos casos la
esterilidad, fue atribuida a la falta de cromosomas homdlogos, que impide el apareamiento de los mismos
durante la meiosis (Van Tuyl y De Jeu ).

En relacion al tamario de la semilla del hibrido, a pesar de no haberse cuantificado, se observé
que es de mayor tamafio que la semilla de L. uliginosus y levemente inferior al de la semilla de L.
corniculatus. El tamafio de la semilla, esta asociado al vigor de la planta, y podria determinar una mejor
capacidad de implantacion del hibrido frente a L. uliginosus, que presenta dificultad en la implantacion por

el escaso vigor inicial de las plantas (Ayala y Carambula, 2009). Por otro lado, para L. corniculatus tiene
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una alta mortalidad de plantas por susceptibilidad a enfermedades como el damping off (Wen et al., 2002),
y en Uruguay de 600 plantas por m? se implantan efectivamente alrededor de 200 (Pérez et al., 2000).
Entre los hibridos se encontré variabilidad de la fertilidad del polen, pero al ser una especie

alégama no afectaria la produccion de semilla.

4. Evaluacion de los hibridos en condiciones de estrés
4.1 Transpiracion y EUA

Varios procesos fisiologicos de la planta pueden ser alterados por el déficit hidrico (Chaves et al.,
2009), y uno de los mas estudiados es la fotosintesis. La tasa fotosintética decrece con progresivas
disminuciones del potencial hidrico en el suelo (Jaleel et al., 2009) y este descenso es consecuencia del
cierre estomatico, una de las respuestas mas inmediatas de la planta frente al déficit hidrico (De Boeck et
al., 2007). La pérdida de agua de la planta hacia la atmésfera tiene lugar por dos vias: a través de la
cuticula y por los estomas. La cuticula produce una fuerte resistencia a la pérdida de agua, y s6lo un 5%
que se pierde por esta via (Taiz y Zeigler, 2006), que no es regulable a corto plazo. La transpiracién
estomatica esta regulada por la conductancia estomatica (Verslues et al., 2006) y la medicién de la pérdida
de agua por los foliolos es una manera de comparar el comportamiento estomatico entre genotipos, con
resultados menos variables en condicién de humedad y temperatura controladas.

La pérdida de agua por foliolos de los parentales y de los hibridos H1-6 y H1-87 se evalud en
condiciones controladas (Fig. 18). Si bien no se observaron diferencias significativas en este parametro
entre los genotipos, L. uliginosus proveniente del tratamiento 100 % de HR mostr6 en valores absolutos
mayor pérdida de agua respecto a los otros genotipos, lo que seria consecuencia de un ajuste estomatico
mas lento que los otros.

Otro parametro que puede ser evaluado a través de la actividad estomatica es la EUA. El cierre
estomatico, provoca una disminucion de la conductancia estomatica (Mafakhire et al., 2010; Lawlor 2002) y
como consecuencia de esto una respuesta rapida en la apertura o cierre de los estomas determinara una
mayor eficiencia en el intercambio gaseoso de H.O y CO,. La EUA de las especies parentales y los
hibridos H1-6 y H1-87 no presento diferencias significativas en condiciones de déficit hidrico, definido como

. de CC. Si bien no fuimos capaces de determinar diferencias, en los tres ensayos realizados con este
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propdsito no controlamos la evapotranspiracion del sustrato, que se considerd igual en todos los casos. Sin
embargo recientemente, en determinaciones de la EUA en RILs (recombinant imbrend lines) de lotus
realizadas en el Laboratorio de Bioquimica de Facultad de Agronomia se pudieron establecer diferencias
en ese parametro (Quero, com. pers.). Muttoni (2008) pudo determinar diferencias en la EUA, entre
genotipos de L. corniculatus sensibles y tolerantes a sequia. En nuestro caso, a pesar de no haber
diferencias significativas entre los genotipos, la EUA en condicién de estrés hidrico aumentd el valor
absoluto en L. corniculatus y en los hibridos, mientras que en L. uliginosus descendio.

Cuando se determind la EUA a través de la discriminacion isotdpica del '3C (A'3C), criterio que es
usado para apoyar el mejoramiento genético, hubo diferencias significativas entre los materiales evaluados
en condicion de estrés hidrico (¥4 CC). El *CO; por ser mas pesado que el 2CO, tiene una tasa mas baja
de difusion en la hoja y también de asimilacion por la rubisco, respecto a las del '2C. Por esto la proporcién
de 3C es menor en los tejidos vegetales que en la atmésfera. Esta proporcion varia con la disponibilidad de
CO; en la hoja, y depende de la conductancia estomatica.

En la condicion de estrés hidrico y en CC L. corniculatus, presentd la mayor A®®C (Fig. 22), pero
tuvo menor EUA respecto a L. uliginosus y a los hibridos H1-6 y H1-87 (Fig. 21). De hecho, los altos
rendimientos de las cosechas estan asociados a alto consumo de agua, que significa una menor EUA, lo
que implica un aumento de A'™®C (Tsialtas y Tokatlidis, 2008). Los genotipos que muestran altos valores de
produccion de biomasa y de A'3C en ambientes con déficit hidrico, tienen mayor capacidad de explorar el
suelo a través de un sistema radicular que alcanza los horizontes mas profundos (Tsialtas y Tokatlidis,
2008). Dentro de los mecanismos que cuentan las plantas para superar la condicién de sequia se
encuentran los cambios morfologicos, como disminucion del area foliar o desarrollo de sistema radicular
profundo, que aumenta la relacién raiz / tallo (Levitt 1980). L. corniculatus mostré un incremento de la
relacion raiz / tallo en respuesta al déficit hidrico (Fig. 23) lo que debe ser considerado para explicar, en
parte, su mejor tolerancia a la sequia respecto a L. uliginosus.

La ABC de L. uliginosus fue menor que la de L. corniculatus (Fig. 22), lo que se relaciona con la
menor conductancia estomatica en condicion de déficit hidrico, y con la mayor cantidad de ¥C en sus
tejidos. En relacion a este parametro, los hibridos presentaron valores intermedios de AC en la situacion

control. Esto permite proponer que durante la situacion de déficit hidrico superarian a L.uliginosus en la
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medida que controla mejor la pérdida de agua, debido a una mayor capacidad para regular la actividad
estomatica.

La AC es usada para asistir el mejoramiento genético porque da informacion precisa sobre la
EUA, y no es una técnica destructiva. En cuanto a la limitacién de su uso hay que considerar que no es un
estimador instantaneo y se necesita de un espectrdmetro de masa, que aunque su uso esta cada vez mas
difundido (Tsialtas y Tokatlidis 2008), representa un costo importante.

Otro parametro asociado a la evaluacion de la actividad estomatica fue la medicion de la
conductancia estomatica que se determind en los parentales y en plantas F del hibrido H1-6, creciendo en
condiciones de campo (shelter). La conductancia estomatica, presentd diferencias significativas entre los
tratamientos con diferente cantidad de agua en suelo, pero no entre los genotipos (Cuadro 11). La
conductancia estomatica de los genotipos evaluados en los tratamientos a 25% y a 50% de la ETP fue
significativamente diferente respecto a los obtenidos en los tratamientos a 75 % de ETP y al control (lluvia).
La conductancia estomatica es una medida muy util en la evaluacién de la respuesta al déficit hidrico. Sin
embargo tiene como principal desventaja la alta variabilidad, debida a la luz y a la presion de vapor del
CO,, aspectos que deben ser controlados para minimizar errores en su medicion (Munns et al., 2010). En el
ensayo de campo, L. corniculatus tuvo la mayor conductancia estomatica, el hibrido ocup6 un lugar
intermedio y L. uliginosus la menor. Estos resultados obtenidos en el ensayo de campo, en términos
generales son concordantes con la pérdida de agua por los foliolos realizada en el laboratorio, que también
es una forma de evaluar el comportamiento estomatico (Fig. 18).

4.2 Parametros de fluorescencia y tolerancia a estrés

El descenso de la actividad estomética trae como consecuencia una disminucién en la actividad
fotosintética. (Flexas et al., 2002). Esta actividad depende de la eficiencia fotosintética estimada a través de
la relacién Fv/Fm, que refleja la eficiencia cuantica potencial del PSIl y se usa como un indicador de la
eficiencia fotosintética de las plantas (Dell y Toivonen, 2003). La eficiencia cuantica es regulada por
mecanismos de control fisiologico que optimizan el desempefio de la planta y proveen proteccion de los
efectos dafinos como la luz excesiva (Krall y Edward 1992). Factores de estrés como la sequia o las
temperaturas extremas incrementan el riesgo y gravedad de la fotoinhibicion (Cornic 1994, Flexas y

Medrano 2002).
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La relacion Fv/Fm de L. uliginosus, L. corniculatus y de los hibridos H1-6 y H1-87 se mantuvo
constante hasta el dia 5 después de iniciados los tratamientos de estrés, y mostré un descenso leve al
séptimo dia en el tratamiento que combind estrés hidrico y térmico. Estos resultados son coincidentes con
los obtenidos por Sainz et al., (2010), en el modelo L. japonicus en las mismas situaciones de estrés. De
esta forma, al no variar la relacion Fv/Fm se puede inferir que los fotosistemas no se dafiaron como
consecuencia del estrés impuesto, lo que puede deberse a la deriva de los electrones a otros destinos.

Después de 6 dias en condicion de estrés hidrico y térmico se produjo un descenso en la relacién
Fv/Fm similar en los hibridos H1-6 y H1-87 y L. uliginosus, mientras que en L. corniculatus la relacion
Fv/Fm se mantuvo constante. Recién el dia 7 hubo un descenso de la relacion Fv/Fm en todos los
genotipos (Cuadro 9). De esta forma, L. corniculatus fue el genotipo més tolerante a la combinacion de
ambos estreses, lo que podria estar relacionado con su mayor tolerancia al estrés ambiental. De hecho es
el genotipo mas tolerante a sequia y el de mayor distribucién geogréafica a nivel mundial (Diaz et al.,
2005b).

El NPQ es otro parametro usado para interpretar las respuestas de la fotosintesis ante diferentes
agentes causantes de estrés. Los valores de NPQ, determinados junto a la relacién Fv/Fm, no superaron
en ninguno de los tratamientos el valor de 0,5 (Cuadro 10). De esta forma no parece haber dafio en la
maquinaria fotosintética como consecuencia de los estreses ensayados, dado que el NPQ indica dafio
cuando sus valores se situan entre 0,5, y hasta 1,0 (Broetto et al., 2007).

El contenido de las clorofilas a y b es un indicador de la capacidad de fotosintesis de las plantas
(Hassanzadeh et al., 2009). Los valores de clorofila a, no presentaron diferencias entre los genotipos ni
entre los tratamientos pero la clorofila b mostré un incremento marcado en los tratamientos de estrés
hidrico y térmico, principalmente en los hibridos H1-6 y H1-87 (Cuadro 8). Este resultado reafirmaria que el
destino del exceso de electrones no tiene como blanco a los pigmentos fotosintéticos. Sainz (2008)
encontré que la relacion clorofila a / clorofila b esta relacionada a diferente termosensibilidad entre L.
corniculatus y L. japonicus.

4.3 Acumulacion de prolina
Una estrategia celular para enfrentar el déficit hidrico es el ajuste osmético a través de la

acumulacién de solutos compatibles (Anjum et al., 2011; Yoo et al., 2009). El ajuste osmatico por un lado
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mantiene la turgencia celular y el potencial hidrico del tejido y por otro genera una diferencia de potencial
hidrico con el suelo, lo que permite que la planta continie absorbiendo agua bajo condiciones de sequia.
Entre los solutos que se acumulan se encuentran azlcares solubles, la glicin-betaina y la prolina. La prolina
ha sido ampliamente estudiada ya que su acumulacion es una respuesta temprana y rapida de las plantas
expuestas a situacién de estrés y se le han propuesto varias funciones (Szabados y Savouré, 2010; Anjum
etal., 2011).

Lotus es una especie que acumula prolina en respuesta al déficit hidrico (Borsani et al. 1999; Diaz
et al., 2005a, Diaz et al., 2010). Cuando se analizé en L. corniculatus, L. uliginosus y los hibridos H1-6 y
H1-87 la acumulacién de prolina como respuesta déficit hidrico, se encontrd que excepto L. uliginosus,
todos acumularon mas prolina que el control, y que el hibrido H1-6 acumulé mas que los otros genotipos,
tanto en estrés hidrico como en hidrico mas térmico (Fig. 17). A diferencia de L. uliginosus, la acumulacion
de prolina en condicién de estrés hidrico mas térmico en L. corniculatus y en los hibridos H1-3 y H1-87 fue
menor la obtenida en condicién de estrés hidrico (Fig. 17). En alta temperatura algunas especies pueden
inhibir la acumulacién de prolina inducida por estrés hidrico (Glr et al., 2010, Rizhsky et al., 2004) por lo
que ciclos mas largos de alta temperatura pueden evitar la acumulacion progresiva de prolina. Esto podria
explicar el descenso de su concentracidn cuando se suma al estrés hidrico el térmico.
4.4 Defensa antioxidante enzimatica

Otra consecuencia temprana del déficit hidrico en las plantas es la generacién de ERO. La
acumulacion de ERO esta relacionada con la actividad de enzimas detoxificadoras, por lo que su analisis
es clave para entender los mecanismos de respuesta frente al dafio oxidativo (Bandurska et al., 2010).
Enzimas antioxidantes como SOD, CAT y APX desempefian un papel central en el metabolismo de las
plantas sometidas a estrés ambiental, como la sequia (Xu et al., 2010). La SOD cataliza la reaccion de
dismutacién de aniones superoxido en O, y H,0 (Scandalios et al., 1993). EI H,0, puede ser detoxificado
por enzimas como las catalasas y peroxidasas.

El anélisis de la actividad SOD en respuesta a déficit hidrico en los distintos genotipos mostré que
a excepcion del hibrido H1-87, todos incrementaron la actividad de esta enzima respecto al control (Fig. 20
A). El incremento de la actividad SOD en condicién de estrés hidrico es una respuesta bien conocida en L.

corniculatus (Borsani et al., 2001; Diaz et al. 2005a; Sainz et al., 2010) y nuestros resultados confirman que
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esta respuesta también la tiene L. uliginousus. El hibrido H1-87 presenté actividad SOD basal
significativamente mas alta que el resto de los genotipos y ésta no varié6 como consecuencia del déficit
hidrico. La alta actividad basal SOD en el hibrido puede conferirle ventajas en la tolerancia al estrés, como
se ha encontrado en otras especies vegetales (Arora et al., 2002). En relacién a las enzimas que
metabolizan el H,O, se observaron respuestas variables. En L. corniculatus descendio la actividad CAT y
APX en situacion de estrés, mientras que en L. uliginosus, la APX también disminuyé en situacion de
estrés, pero la actividad CAT se incrementd en esas condiciones. Sin embargo en los dos hibridos
aumentaron la actividad APX y CAT en repuesta la estrés. Estas diferencias en el comportamiento de las
enzimas antioxidantes explicarian el diferente nivel de dafio oxidativo evaluado a través de TBAR, en los
cuatro genotipos.

La peroxidacién de lipidos de la membrana celular y de los organelos afecta el normal
funcionamiento de la célula. El nivel de peroxidacion de lipidos ha sido usada como indicador del dafio
producido por las ERO en condiciones de estrés (Tlrkan et al., 2005). La evaluacion de dafio oxidativo
medido por TBAR en los cuatro genotipos evidencié un mayor dafio en L. corniculatus en los tratamientos
de estrés hidrico e hidrico mas térmico (Fig. 19). A pesar que en L. corniculatus se observo un incremento
de la actividad de la SOD en condiciones de estrés, las actividades APX y CAT no se incrementaron, lo que
podria explicar el mayor nivel de TBAR encontrado en este genotipo. Por otro lado, los hibridos presentaron
en condicion de déficit hidrico menor dafio oxidativo que los parentales, que podria ser consecuencia de la
diferente respuesta en la actividad CAT y APX. En este sentido L. uliginosus tuvo un nivel de dafio muy
bajo, que podria ser consecuencia del alto contenido de taninos condensados, el doble que en L.
corniculatus (Meagher et al., 2004) que actuarian como compuestos antioxidantes (Ramakrishna vy
Aswathanarayana, 2011)

5. Parametros morfolégicos en la respuesta al estrés

En una poblacion de hibridos F, descendientes del cruzamiento entre hibridos F1 se evalué la
respuesta al déficit hidrico inducido in vitro con PEG y en el campo (shelter).

Los agentes osmoticos como el PEG 8000 permiten establecer estrés hidrico en condiciones

controladas en sistemas in vitro. El PEG tiene ventajas frente a otros agentes osmaticos porque no penetra
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en la célula ni en el apoplasto y no es ionico, por lo que permite imitar el efecto de un suelo en proceso de
desecacion (Verslues et al., 2006).

Las especies parentales, en los 4 potenciales osmoéticos ensayados (-0,5, -0,7, -1,2 'y -1,7 Mpa),
mostraron diferencias en el crecimiento radicular. En este sentido se observé una disminucién del largo de
la raiz a medida que bajo el potencial osmético del medio. L. corniculatus mantuvo el crecimiento radicular
hasta un potencial de -1,2 Mpa, en cambio L. uliginosus redujo el crecimiento radicular partir de -0,5 Mpa,
potencial que fue tan limitante como -1,7 Mpa para L.coriculatus.

Para la evaluacion de los 10 hibridos incluidos en este ensayo se us6 un potencial de -1Mpa,
suficiente para observar diferencias entre los genotipos. Respecto a los hibridos, el H1-76 tuvo un
crecimiento radicular similar a L. corniculatus, en 2 hibridos fue similar a L. uliginosus y 7 hibridos tuvieron
crecimiento intermedio. EI método de evaluacion, con imposicion del estrés osmotico y transpiracion
minima, permitié discriminar las respuestas a déficit hidrico entre los genotipos (Fig. 24 y 25). La
metodologia usada permitié evaluar un caracter complejo de estimar en condiciones de campo, como lo es
el crecimiento radicular (Zhu et al., 2011; Ober y Sharp, 2007).

En situaciones reales de déficit hidrico una de las respuestas mas comunes de las plantas, es la
reduccion de la biomasa producida, como consecuencia de la reduccion de la fotosintesis (Anjum et al.,
2011). Las especies parentales y el hibrido H1-6 se instalaron en el campo, en un shelter, para evaluar
produccion de biomasa en diferentes condiciones de disponibilidad de agua y luego su sistema radicular. Y
desarrollo de rizomas Cuando el agua no fue limitante, todos los genotipos produjeron valores acumulados
de biomasa sin diferencias significativas (Fig. 27). En cambio, cuando las plantas fueron sometidas a una
situacion de déficit hidrico, definido como el 25 % de la ETP, los valores de biomasa acumulada,
presentaron diferencias significativas.

La mayor produccion de biomasa en el hibrido H1-6 puede ser consecuencia de una combinacién
de parametros fisiologicos (fluorescencia, relacion de clorofila a/b, EUA, y A™C) y metabdlicos (defensa
antioxidante, acumulacién de prolina), junto con parametros morfoldgicos como una alta relacion raiz / tallo
en condicion de déficit hidrico (Fig. 20). La tolerancia al estrés hidrico esta relacionada con la particién de
materia seca hacia el sistema radical de la planta, incrementando el peso relativo de las raices en relacién

con la parte aérea.
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En relacion a parametros relacionados con la arquitectura de la planta, se evalué el habito de
crecimiento, la presencia de rizomas y el diametro de la corona. El hibrido H1-6 tuvo el mismo habito de
crecimiento erecto que tiene L. corniculatus, diferente a L. uliginosus que tiene habito de crecimiento
postrado (Fig. 27).

Los rizomas estan relacionados con la persistencia en la medida que son 6rganos que participan
en la propagacion vegetativa. Ademas acumulan reserva que permanece almacenada durante el invierno y
estan disponibles en primavera (Beuselinck et al., 2005). En el campo, el 60 % de las plantas de la F»
desarrollé rizomas después de una estacion de crecimiento. Esta variabilidad en la progenie puede ser
producto de la segregacion de esta caracteristica, o consecuencia de la interaccidén genotipo-ambiente.
Beuselinck et al., (2005) estudiaron la expresién de rizomas en la introgresién de esta caracteristica en
otros genotipos de L. corniculatus, desde un material rizomatoso de L. corniculatus seleccionado en
Marruecos Estos autores, observaron que la edad de la planta y las condiciones ambientales, afectan la
expresion de esta caracteristica (Beuselinck et al., 2005; Nualsri et al., 1998). Beuselinck et al. (2004)
cruzaron germoplasma con rizomas con el producto de L. L.uliginosus x L. comiculatus para aumentar la
expresion de este caracter. El objetivo de ese cruzamiento fue la generacién de un material con mayor
adaptacion a diferentes ambientes. Los hibridos obtenidos aumentaron la sobrevivencia en comparacion a
la de L. corniculatus. También se obtuvo un resultado similar a favor de la sobrevivencia de especies de
lotus rizomatosas respecto a no rizomatosas por Kallembach et al. (2001). Los estudios genéticos en
materiales con rizoma demostraron que su presencia es un caracter de herencia simple y dominante.
(Beuselinck et al., 2004; registro ARS 2424).

Si bien L. L.coriculatus tolera mas la sequia que L. L.uliginosus, el exceso de agua afecta mas a
L. L.comiculatus. Nosotros observamos, en los lisimetros con mayor disponibilidad de agua, una pérdida
alta de plantas de L. corniculatus, de 36 plantas murieron 22, en el hibrido H1-6 de 36 murieron 13y en L.
uliginosus de 36 murieron 9 (Cuadro 14). Si bien no se determin¢ la causa de la muerte de las plantas, esta
podria estar asociada al exceso de agua, que favorece la aparicién de enfermedades provocadas por
hongos que afectan genotipos susceptibles como L. corniculatus (Altier et al., 2000).

Los hibridos generados en esta tesis son materiales que pueden tener ventajas provenientes de L.

L.uliginosus, como lo es la presencia de rizomas y el mayor nivel de taninos condensados que confieren
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resistencia a enfermedades (Acufia et al., 2008) y pueden actuar como antioxidantes no enzimaticos. L.
L.comiculatus conferiria ventajas en lo que hace a parametros de estructura de la planta, como el
desarrollo de sistema radicular profundo. La expresién de estos caracteres durante el establecimiento y
desarrollo de las plantas es clave para la persistencia de las la pasturas. La evaluacion de estos hibridos en

lo referente a un potencial uso agrondémico sera objeto de futuros trabajos.
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VI CONCLUSIONES

En relacion a conclusiones relacionadas con aspectos metodologicos se consideran las siguientes:

El estatus hibrido de lotus puede ser confirmado indistintamente por CF o con marcadores moleculares. De
todas formas estos Ultimos parecen ser mas adecuados que por razones de faciidad en su

implementacion.

El uso de PEG para simular déficit hidrico fue Util para determinar diferencias cuantificables de crecimiento
radicular entre distintos genotipos en estadio de plantula. Esta estrategia podria ser aplicada en la
evaluacion de la tolerancia — sensibilidad de especies de lotus de interés agrondmico para asistir

programas de mejoramiento genético.

El shelter fue una herramienta adecuada para validar a nivel de campo, el comportamiento de los
genotipos en condiciones de sequia. Para el calculo de la evapotranspiracion del cultivo es importante,

seleccionar los coeficientes del cultivo similares a las especies evaluadas.

Los resultados presentados confirman la validez de la aplicacién de métodos de hibridacion interespecifica
para ampliar la base genética a efectos de aplicar la seleccion de individuos que recombinen caracteristicas
de interés, sobre todo cuando éstas son determinadas por varios genes, como lo es la tolerancia a la

sequia.

El precultivo de los embriones permite mayor éxito en la regeneracién de plantas porque posibilita superar
la barrera poscigética relacionada al desarrollo del embrién, que es determinante para regenerar plantas. El
precultivo permitiria que el embrién continte su desarrollo en la semilla y al momento de rescate estar en

fases mas avanzadas.
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La causa del bajo el éxito en la regeneracion de plantas cuando la madre es L. coriculatus puede deberse
a que se invierte la relacion adecuada para el EBN o bien a la habilidad combinatoria entre especies y

plantas.

Las especies parentales presentan diferencias en relacion a la acumulacién de prolina, EUA, fotosintesis y
dafio oxidativo, todos parametros relacionados con la tolerancia a estrés, caracteristicas que son

interesantes para lograr diversidad a través de la recombinacion.

Los hibridos mostraron una recombinacion de parametros morfoldgicos, fisioldgicos y metabolicos que
determinarian ventajas respecto a las especies parentales por su comportamiento en condicién de estrés a
nivel de laboratorio. Del mismo modo, en condicion de estrés hidrico a campo, la produccién de biomasa

del un hibrido fue superior a los parentales.
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