o
«
oo
g § FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
&% —
I
S UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO

Variabilidad genética de germoplasma de raigras anual
diploide (Lolium multiflorum Lam.) con y sin endofito, en
condiciones de salinidad, sequia y a campo

Ing. Agr. LUDMILA ROBERTA DA SILVA

TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE MAGISTER EN GENETICA VEGETAL

DIRECTORA: Ing. Agr. (Mag.; Dra.) Mariela Acufia

CODIRECTOR: Ing. Agr. (Mag.) Alejo Ré

2025



FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO

Variabilidad genética de germoplasma de raigras anual
diploide (Lolium multiflorum Lam.) con y sin endofito, en
condiciones de salinidad, sequia y a campo

Ing. Agr. LUDMILA ROBERTA DA SILVA

TESIS PARA OPTAR AL EL TiTULO DE MAGISTER EN GENETICA VEGETAL

DIRECTORA: Ing. Agr. (Mag.; Dra.) Mariela Acuiia

CODIRECTOR: Ing. Agr. (Mag.) Alejo Ré

2025



Variabilidad genética de germoplasma de raigras anual diploide (Lolium multiflorum
Lam.) con y sin endéfito, en condiciones de salinidad, sequia y a campo

LUDMILA ROBERTA DA SILVA

INGENIERA AGRONOMA — CENTRO UNIVERSITARIO DO SUL DE MINAS
(UNIS — MINAS GERAIS)

Esta Tesis es presentada como parte de los requisitos para optar al grado académico de Magister
en Genética Vegetal, de la Universidad Nacional de Rosario, y no ha sido previamente
presentada para la obtencion de ningtn otro titulo en esta ni otra universidad. Esta tesis contiene
los resultados que se obtuvieron en investigaciones llevadas a cabo en la Estacion Experimental
Agropecuaria de Pergamino, del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (EEA INTA
Pergamino), durante el periodo comprendido entre marzo de 2021 y marzo de 2023, bajo la
direccion de la Ing.* Agr.? (Mag.; Dra.) Mariela Acufa.

Ing. Agr. Ludmila Roberta da Silva
Maestranda

Ing. Agr. (Mag.; Dra.) Mariela Acufia
Directora

Ing. Agr. (Mag.) Alejo Ré
Codirector

Defendida: .......ccoovveveeeennn. de 2025.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Dios, por el don de mi profesion.
Por El, que nunca me abandond, ni siquiera en los momentos mas dificiles.

A mis directores, Mariela Acufia y Alejo Ré, les agradezco profundamente por su ensefianza,
paciencia y los innumerables momentos compartidos. Siempre serdn mis primeros grandes
referentes y mas importantes ejemplos en el mundo de la investigacion.

A la institucion INTA Pergamino por todo su aporte y el conocimiento brindado.

A Nelson, Juan Carlos (Parry) y Catalina por estar siempre presentes, en cada paso de mi
tesis.

A Daniela, por su ayuda en los estudios en el laboratorio de biotecnologia.

A Rocio Sanchez, por su colaboracion, por sus aportes en este trabajo y

por el tiempo compartido.

A mis amigos, que a pesar de la distancia, me ayudaron en los momentos dificiles.

A mis compafieros y amigos de la maestria, Guillermo de la Barrera y Geraldo Silva.
En especial, agradezco a Dra.Vanina Maguire por las ensefianzas y la amistad.

Al Laboratorio 3 de CEFOBI, por haberme recibido con los brazos abiertos, compartido cada
momento de esta tesis, y brindado su apoyo y motivacion en todo este camino. A mis
compaiieros de trabajo y a mis directoras, les expreso mi mas sincero agradecimiento.

De manera especial, quiero destacar a mis amigos del CEFOBI, el Dr. Felipe Rocha y la Dra.
Lidia Silva Pereira, quienes siempre estuvieron presentes, escuchandome y ofreciéndome su
apoyo incondicional. Gracias por ser parte fundamental de este logro.

Agradezco profundamente a Augusto Paganini, quien me acompaiio y brind6 su apoyo
durante el desarrollo de esta maestria, compartiendo conmigo las emociones y los desafios de

este proceso. Su compromiso y generosidad dejaron una huella en mi y en esta etapa de mi
vida.

Mi ejemplo e inspiracion: mi cufiada, la Dra. Gilmara Junqueira, por apoyarme siempre y por
orientarme en el camino de la investigacion.

Por ultimo, y no menos importante, mi familia: mama, papa, hermano y tia. Sin ustedes, nada
de esto seria posible. Los amo incondicionalmente.



DEDICATORIAS

A Lucia Helena, Luig Carlos; Luig Carlos Jr. y Angela.
Pauwla Correa Rabelo-

Mis guias



PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES EN CONGRESOS

Da Silva, L. R., Sanchez, R, Lavandera, J, Maciel, M, R¢, A, Acuna, M. (2021). Behavior of
diploid annual rye grass (Lolium multiflorum) with and without endophyte (Epichloé occultans)

growing under salinity conditions. 1.° Simposio de Mejoramiento Vegetal INTA Coérdoba.

Sanchéz, R., Da Silva, L. R., R¢, A., & Acuiia, M. (2021). Tetraploid annual rye grass (Lolium
multiflorum Lam.) behavior with and without endophyte (Epichloé occultans) growing under

salinity conditions. 1° Simposio Internacional de Mejoramiento Genético Vegetal.

Sanchéz, R., Da Silva, L. R., R¢é¢, A., & Acuna, M. (2021). Analisis exploratorio del
comportamiento de raigras anual tetraploide (lolium multiflorum lam.) con y sin endéfito
(epichloé occultans) creciendo en condiciones de salinidad. Congreso Argentino de Genética

2021.

Sanchez, R., Da Silva, L. R., R¢, A. y Acufia, M. (2022). Comportamiento de una poblacion
de raigras anual tetraploide con y sin endoéfito creciendo en condiciones de sequia. Congreso de

la Asociacion Argentina de Produccion Animal — RAPA XXXX.

Da Silva, L. R., Sanchez, R., R¢, A, Acufia, M. (2023). Effects of the fungus Epichloé
occultans on the drought resistance of different populations of ryegrass in Argentina. 2.°

Simposio de Mejoramiento Genético Vegetal INTA Coérdoba.

Sanchez, R., Da Silva, L. R., R¢, A', Acuia, M. (2023). Comportamiento de raigras anual
tetraploide (Lolium multiflorum) con y sin endofito (Epichloé occultans) creciendo en

condiciones de salinidad y sequia. 2.° Simposio de Mejoramiento Genético Vegetal INTA

Cordoba.

Da Silva, L. R., Sanchez, R., Tedesco, M., Acufia, M., Pinget, A., Ré, A. (2023). Evaluacién
de poblaciones de raigras anual infectadas y libres de enddfitos en dos localidades. 46.°

Congreso Argentino de Producciéon Animal.



Da Silva, L., Re, A. E., Pinget, A. D., & Acuia, M. (2024). Variabilidad genética en
poblaciones de raigrds anual creciendo bajo distintos niveles de salinidad. IV Jornadas

Regionales de Genética 2024.



INDICE

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS.......cccoouittiiiiiicitiienieie it ssesse s 1
RESUMEN ...ttt ettt ettt et e ettt e et e e st e et e e e e bt e e emteeeneeeeneeeemteeeanteeeneeas 3
FN 2 I N 2\ SR 4
CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL.........ccouiemtimriniireieieseeiesesse e ssesessssessssisessesssessssssessnes 5
INTRODUCCION ....coouimiiiiiicieese et 5
ANTECEDENTES. ...ttt ettt e ettt e e et e st e e nteeeneeeemteeesneeeeneeas 7
Taxonomia, distribucion geografica y descripcion botanica de 1a eSpecie........cccvereercrveeeerevveeeennne, 7
Aspectos genéticos de 1@ ESPECIC ...c.uuviieeiiiiiieeiiieieecireee e ertee ettt e e e eire e e e ssetreeeestraaeeeerbaeeesreraeeeanes 7
Aspectos agrondomicos y productivos de 1a €SPECIC .......eeevvuviiieiriiriieeiiriieeerireeeesireeeeerreeeeserreeeeaes 8
AsSpectos sanitarios de 18 ESPECIE .....uvviiieiiiiieeiiiee ettt e ettt e st e e e eire e e e esetreeeesatrbeeesebbeeeesearaeaeaans 9
Variabilidad genética en eSpecies fOITAJEIAS..........ccivvuiiiiiiiiiieeeiiieeeeeiieeeeeeireeeesireeeeererreeeeseraeaeanes 9
Mejoramiento de 1@ ESPECIE .....uvviiiiiiiiiecciieee ettt e ettt e e et e e e eetb e e e e sabeeeestrbeeeesebbaeeeaneraeeeanes 10
SALINIDAD ...ttt ettt e ettt et e e st e e ettt e et e e e neeesmseeeemseeeneeesaseeeanseeeaneeeans 11
SEQUIA .ottt ettt et ettt ettt ettt ettt ren e 12
ENDOFITO ..ottt 13
HIPOTESIS ..ottt 16
OBUIETIVOS ...ttt ettt et e ettt e ettt e ente e e naee s teeesmseeeanseeeneeesnseeeanseesnneens 17
ODJEUIVO ZENETAL .. eeiiiiiiiiiiiiiiie ettt e ettt e e et e e e esttb e e e eeatbeeeesaebaeeeeetbseeeansreeasessseeeennsees 17
ODbJEtIVOS ESPECITICOS ...vvteeeeuiiiieieiiieee ettt ettt ettt e ettt e e ettt e e s e abe e e e sabteeeeeabbeeessnbeeeeeannes 17
CAPITULO 2: SALINIDAD ...ttt ittt 18
MATERIALES Y METODOS .......oooumiimiiiireiiieeiieeieisesse s ess s 18
Germoplasma de estudio y acondicionamiento .........ceeerruuieieriiiereeriiieeeeieee et e et ee e ieeee e e 18
Tratamiento SALINO ..ocoo.euiiiiiiiiie ettt et e e et e e e st e e et e e e st e e e e 19
DiSEfio @XPEITMENTAL ........eiiiiiiiiiieiiiiiee ettt e ettt e e st e e st ee s sbbt e e e eanbeeeeeenreeeeean 20
O 21011 el e LT Lo L PP 21
ANALISIS ESTAQISTICOS .eeeeutiiieeeiiiiee ettt ettt ettt e e ettt e e ettt e e sttt e e e sabteeessnbteeeeanbeteeeenteeeeenn 22
RESULTADOS .....oitiieiiie ettt ettt e et e it e ettt e e teeessbeeessseeasseeessaeesnsaesanseeaanseesnsseesnsaeennseennses 28
Numero de macollos POT PIANLA ...........eiiiiiiiiiieiieee e et e et e e enneeee s 28
AT A€ PLANTA......eeiiiiiiiiee e ettt e ettt e e ettt e e ettt e e s bt e e e s e bt ee e e ntteeeenraeeeenn 29
Produccion de biomasa aérea: Primer COTO.........uviiiiiiiriiiiiieeeeiiiee e eitee et e et e et eeesieeee e 31
Produccion de biomasa aérea: SeguNAO COTLE.......cc.ueiruiieiiiiiniiieiiee ettt 33
Biomasa TadICULAT .......oouiiiiieiiiiee ettt e et e e ettt e e et e e s ettt e e e bt e e e e enteeeeenns 35
Biomasa acumulada .........cccueiiiiiiiiiiiiiee e et 37
RELACION K/NA ...ttt sttt b et b s se s essese s se s e s ene s e 39

Indice de tolerancia: PIMET COTE .......voveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e e e e e e e s eeeeses e eseseeseseseeeeneseeeeens 39



Indice de tolerancia: SEZUNAO COTLE ............c.cvovevveeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 41

Indice de tolerancia: biomasa aCUMUIAAA. ...............coovevivreieeeeeeeeeeeeeee e 42
indice de tolerancia: Relacion K/NQ ..........c.coovuiviviuiuiiieieeeeeeeeeeeeee e 43
Relacion entre biomasa acumulada y 1a relacion K'/Na ...........ccoooioiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 45
Estimacion de los componentes de la varianza y pardmetros genétiCoS.........c.veeevrvveeerrerveeeereveeeennes 46
ComPONENLES PIINCIPALES .....vvvieeeririieeririieeestreeeesireeeeserteeesserreeeasseraeeessssseeesssseesssssseeessssssesesssnses 54
DISCUSION ......tttuiiiitircetisete sttt 55
CAPITULO 3: SEQUIA ...ttt ettt ettt eeener e 59
MATERIALES Y METODOS ........ooumitmiiiiireeieieeseeeeiseses s ssessssssessssssessassesse s ssses 59
TTatamICNtO SEQUIA.....cuviiieeiiiieeeiiiieeeeite e e et eeeestreeeesebaeeeeserreeeasstbeeesssssaeeessrseeesssssseessssssesesssnses 59
Disefio experimental y aCONAICIONAMICNTO. ........vveeeirrrireiririeeeiirieeeerrreeeestreeesserreeessesseeessssrseeeanes 60
Caracteres EVAlUAAOS .......coiiiiiiiiiiiiee ettt ettt e e sttt e e st e e e 61
ANALISTS ESTAQISTICOS -.eeuvtieeitieeeitieeettee ettt e ettt e ettt e ettt e ettt e stteeeatee e neeeeaeeeenaeeeanseeenaeeeneeesnseeeanseeennee 63
LTI ] B 172N B L 1 TSP 64
Numero de macollos POT PIANTA...........veiiiiiiiie it cciieee ettt e e st e e et e e e e setraeeesasraeeeeersaeeas 64
W L e (S 0] 31 L SR RSUR 66
Biomasa de planta: Primer COTte ...........uuviiiiiiiiiiiiiiiieee e eeciiteeee e e ettt ee e e e e e e eiaareeeeeeeeeesensaaees 69
Biomasa de planta: Segundo COrte ...........eeiiiiiiiiiiiiiiieee et e e et e e e e e eeaarr e e e e e e e e eeeeraeeeas 70
Biomasa radiCULAT .......oouuiiiiiieee ettt e et e et e e 72
Biomasa acumulada ..........oooiiiiiiiiie ettt e et e e 73
Indice de tolerancia: Primer COItE ............ooovveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e s s 74
Indice de tolerancia: SEGUNAO COIE ............o.oveeveeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s 76
Indice de tolerancia: Biomasa ACUMUIAA ..............co.ooviviveieieieeeeeeeeee e 76
Contenido relativo de AUA.......ccoouiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e 77
Radiacion INtETCEPLAdA .........uuviiiiiiieeiiiiiiiiee ettt e e e e e e e ebb e e e e e e e e seearaereeaeeeeannnnraaees 79
Estimacion de los componentes de la varianza y pardmetros genéticos..........ceeevruveeeerniieeeernieeeeennns 81
ComponeNntes PIINCIPALES .......eeeieruiiieeiitiie ettt ettt e e ettt e e ettt e e e st eeesabaeeeesneeeeesnbaeeeeannees 88
DISCUSION ..ottt 90
CAPITULO 4: CAMPO.......ooomoieeeeeeeeeeeeeeeee et 93
MATERIALES Y METODOS ..ottt 93
STHHO EXPETIMEINTAL ...cnetiiiiiiiiiieiitee ettt ettt sab e sttt e sbe e e sabeeenbeeeaas 93
Disefio experimental: Planta individual ............ccccooiiiiiiiiiiii e 95
Disefio experimental: Stand DENS0 .........coouiiiiiiiiiiiiiiiie ittt 97
ANALISIS ©STAQISTICO. . .eeeeeutiirieeiiiiee ettt e e ettt e ettt e e ettt e e ettt e e e esbeeeesabeeeessnabeeessnbeeeeeansseeeesnsaeeeenns 97
Estimacion del grado de determinacion genética (GDG) ......ooevvvviiiiiiiiiieiiiieee e 98
Correlaciones fenotipicas Y ZENOHPICAS ....eeeerurrereeriurereeeiiteeeeriteeeertteeesesnbeeeessrreeessnsseeessnsseessnnsens 99

RESULTADOS ..ottt st 100



Planta INAIVIAUAL......ooveeeee e e e e ettt e e e e e e e e e e e e s e e e eaaaaaeeeseeeeereannnas 103

GENOLIPOS Y AIMDICIILES ....eeeeiiiiieeriiiieeeeiiieeeeeireeeeestteeessstreeesessraeeessssseeessssraeesssssseeessssseeesssssseesnnes 103
ParametroS ZENELICOS. .....uvviiieiiiieeeeiiieee et te e ettt e e e retreeeesebaeeeestbeeesssereeeeassaaeessssseeesasrsaeessssreeens 108
(010 4 (5] e Toa 1o T € 1531 1<) Lo SRR 110
Correlaciones FENOIPICAS ......vviieiiuriireiriiiieeiiirieeesriteeeestreeeesereeeessrseeessssraeesssssseeessssseresssssseeennes 111
N1 10 4 1S3 0o TSRS 113
GENOLIPOS Y AIMDICIILES ...veieeiiiiiieriiiieeeeiieeeeeireeeesbteeessetreeeessereeeessssseeessssreeesssssseeessssseeesssssseeennes 113
ParametroS ZENELICOS. .....uvviieeiiiieeeeiiiee e et eeeeriteeeertreeeestbaeeeesetseeessstseeeeesssaaesesssseeesssrseeeesssreeens 115
COITElACIONES ZENETICAS . veeeeuvvrireererrieeeeirreeeeiireeeesstrreeeasrreeeesereeesassssseessssrseesssssseeesssseeesssssseesnnes 116
Correlacion FENOUIPICA .....cccvvviiieiiiiieeeiiieeeectiee e st eeeesireeeesttreeeesssbbaeeesseraeesssnseeessssseeessssrseeennes 117
DISCUSION ......oviuiuiintireee ettt 118
CAPITULO 5: ANALISIS INTEGRADO......ccoouvimiuiinineiniiseeieiseseseisessse s sssssessessssssnes 121
DISCUSION GENERAL .....ccoooituiimitiircisiseee e sse ettt 121
CONCLUSION GENERAL .....ccoooutuiiiiiriiiiseiesiessesiessesi s sse st sssessenes 124
127027 31 (0 1€ 2 272N 2l . PP 125
F N A 25 PRSP 138
Protocolos Salinidad .........ccooiuiiiiiiiiiie et et 143
Solucién nutritiva de Hoagland .............ooooviiiiiiiiiiii e 143
ANALISIS TOlIAr @ T0MES .....eeiiiiiiiieiiiti ettt e et e e sttt e e eeabeeee s 143
PrOtOCOIOS SEQUIA. .. .ceiiiiiiieiiiiiieie e e eeecette e e e e e ee et e e e e e e setbabeeeeeeeeeesesbssseeaaeeeessssssssaeeeaessannnnes 152
Contenido relativo de agua (CRA)....c.oouiiiiiiiiee et ettt e e eieeee e 152
2 T4 o1 ) s DU PP 155
SONAA TDR 300 ...ciiiitiiieeeeie ettt ettt e e ettt e s et e e s ettt e e e b et e e e st e e e e e bt eeeeaanes 156
Planta Individual .........oooiiiiii ettt s 156

STANA DIEINSO. ..ttt e ettt e e et e e e et e e et e e s e et e e e e taaeseesaaeseenaaeeeeannans 158



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

POB: poblacion

TRAT: tratamiento

ENDO: endofito

SAL: salino

TE: tratamiento endofito

TS: tratamiento salino

TSEQ: tratamiento sequia

MAC: macollo

ALT: altura

BLOQ: bloqueo del experimento.

TSAQ: tratamiento control en salinidad

TSAT: tratamiento 1 en salinidad

TSAZ2: tratamiento 2 en salinidad

TSEQO: tratamiento control en sequia

TSEQI: tratamiento 1 en sequia

TSEQ?2: tratamiento 2 en sequia

Taltl: tasa de crecimiento en altura del primer corte.
Talt2: tasa de crecimiento en altura del segundo corte.
Tmac: tasa de generacion de macollaje.

PSM1: peso de materia seca corte 1 (primer corte)
PMS2: peso de materia seca corte 2 (segundo corte)
PMSRaiz: peso de materia seca en raiz

IT: indice de tolerancia

IT NA: indice de tolerancia al sodio

IT K: indice de tolerancia al potasio

DIAS: dias en los que se realizé el experimento de salinidad/ sequia en invernéculo.
CRA: contenido relativo de agua

RAD: radiacién

CC = capacidad de campo (retencion del sustrato)
SONDA TDR 300 (SOND): sonda medicién en el suelo

Period = valor indicado en la sonda

l|Padgina



mM = mmol

2|Pagina



RESUMEN

El proceso de agriculturizacion en Argentina ha desplazado la ganaderia hacia zonas marginales
con suelos de baja aptitud agricola, lo que exige incrementar la productividad bajo condiciones
de estrés abiotico, como salinidad y sequia. El presente estudio explor6 la interaccion entre
Lolium multiflorum Lam. diploide y el hongo endofito Epichloé occultans (E+) frente a estos
estreses desafiantes. Se trabajo con tres poblaciones: Pipinas (P), Feliciano (F) y Ribeye (R),
en su version con (E+) y sin endofito (E-), bajo condiciones controladas de invernadero en
Pergamino y ensayos de campo en Pergamino y Concepcion del Uruguay. En condiciones de
ausencia de estrés, el endofito mejoro el nimero de macollos, especialmente en las poblaciones
Feliciano y Ribeye. Sin embargo, este efecto se diluyd bajo condiciones extremas de salinidad
y sequia. Aunque, en los tratamientos intermedios de ambos estreses abioticos, la interaccion
endofito genotipo fue crucial, demostrando que la seleccion deberia realizarse teniéndola en
cuenta. En campo, la interaccion genotipo-ambiente (GxE) fue clave: en Concepcion del
Uruguay, el rendimiento reproductivo y de biomasa fue mayor, mientras que en Pergamino el
estrés hidrico limit6 el crecimiento. Cuando las evaluaciones se realizaron en plantas
individuales permitieron identificar caracteristicas genotipicas especificas dentro de cada
poblacién, mientras que en los ensayos de stands densos ofrecieron una vision mas productiva
de las poblaciones. En términos generales, la presencia del endodfito es beneficiosa en

condiciones de estrés moderado, aunque su efectividad se reduce en situaciones extremas.

PALABRAS CLAVE
Lolium multiflorum Lam., estrés salino, sequia, endofito

3|Pédgina



ABSTRACT

The process of agricultural intensification in Argentina has displaced livestock farming to
marginal areas with low agricultural aptitude soils, requiring increased productivity under
abiotic stress conditions, such as salinity and drought. This study explored the interaction
between diploid Lolium multiflorum Lam. and the endophytic fungus Epichloé occultans (E+)
under these challenging stresses. Three populations were analyzed: Pipinas (P), Feliciano (F),
and Ribeye (R), both with (E+) and without endophyte (E-), under controlled greenhouse
conditions in Pergamino and field trials in Pergamino and Concepcién del Uruguay.

Under non-stress conditions, the endophyte improved the number of tillers, especially in the
Feliciano and Ribeye populations. However, this effect diminished under extreme salinity and
drought conditions. Nevertheless, in intermediate stress treatments, the endophyte-genotype
interaction was crucial, indicating that selection should consider this factor. In field trials,
genotype-environment (GxE) interaction was key: reproductive yield and biomass were higher
in Concepcion del Uruguay, while water stress limited growth in Pergamino.

When individual plants were evaluated, specific genotypic traits within each population were
identified, whereas dense stand trials provided a broader perspective on population
productivity. Overall, the presence of the endophyte is beneficial under moderate stress

conditions, although its effectiveness decreases in extreme situations.

KEYWORDS
Lolium multiflorum Lam., saline stress, drought, endophyte
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

INTRODUCCION

En los ultimos afios, el proceso de agriculturizacion en Argentina ha generado un
cambio significativo en la distribucion de la ganaderia y la impulso hacia zonas marginales
caracterizadas por suelos de baja aptitud agricola. Esta dindmica ha generado la necesidad de
incrementar la productividad en ambientes periféricos que enfrentan desafios abidticos, como
la salinidad y la sequia. Dentro de las especies forrajeras de mayor valor en el pais, se destaca
el Lolium multiflorum, comunmente conocido como raigras anual.

El raigrés anual (Lolium multiflorum Lam.) es una especie de polinizacién cruzada,
perteneciente a la familia de las gramineas. Su gran variabilidad genética le permite adaptarse
a diversas condiciones ambientales (Nelson, 1995). Esta especie estd ampliamente distribuida
en Europa, especialmente en areas cercanas al Mar Mediterraneo, asi como en el sur de
Australia, Nueva Zelanda, Japon, China, India, Sudéfrica, América del Norte y América del Sur
(Humphreys et al., 2010; Otero y Castro, 2022).

Lolium multiflorum presenta formas diploides (2x) que integran sistemas productivos
extensivos y formas tetraploides (4x) que integran sistemas productivos intensivos (Cahuepé et
al., 1985; Fernandez et al., 2008). La produccion de forraje en alta cantidad y calidad, durante
el invierno, es una caracteristica valiosa del raigras anual, para la alimentacion animal
(Kallenbach et al., 2003; Jung et al., 1996; Balasko et al., 1995; Lippke, 1995) ya que permite
cubrir el bache forrajero que normalmente ocurre en época invernal. Su buena aceptacion por
parte del ganado, rapido establecimiento, alta respuesta a la fertilizacion nitrogenada y
resistencia a pastoreos intensivos han contribuido a su amplia difusion en el pais (Diaz-Zorita
y Gonella, 1995; Otero y Castro, 2022).

En los tlltimos afios, los problemas de salinidad han comenzado a emerger en los campos
agricolas de larga data. Dado que no es posible rehabilitar estas areas a corto plazo, el cultivo
de plantas resistentes a la salinidad se vuelve crucial para mantener la produccion econémica
(Ertekin, 2021).

Ademéds, hay otro factor abidtico, también muy recurrente en los Ultimos afios: las
sequias severas a corto plazo (diarias a mensuales), que causan un grave efecto adverso en la
productividad de los pastos. En este aspecto, algunas investigaciones puntuales han abordado
el impacto del estrés por sequia a corto plazo en el raigras anual mediante un enfoque “6mico”

(Pan et al., 2018). Lolium multiflorum (2x) es considerada una graminea forrajera
5|Péagina



moderadamente tolerante a la salinidad (Maas, 1986) y menos tolerante a sequias, respecto de
otras especies forrajeras (Garwood y Sinclair, 1979; Thomas, 1986).

Por otro lado, la especie Lolium multiflorum Lam. (2X) se encuentra altamente infectada
con el hongo endofito Epichloé occultans (Regalado et al., 2017). Estos hongos establecen una
relacioén simbidtica con las plantas hospedantes y les brindan proteccion y resistencia frente a
distintos factores de estrés (Malinowski y Belesky 2000; Hamilton y Bauerle, 2012). En los
pastizales de la Pampa Deprimida (Argentina) se han registrado poblaciones de L. multiflorum
(2x) con altos niveles de infeccion de E. occultans, que presentan una mayor tolerancia al estrés
biotico y al abidtico con respecto a las plantas no infectadas (Torri y Puelles, 2018). El manejo
de esta interaccion puede utilizarse para la mejora convencional, ya que brinda una estrategia
que podria solucionar esta problematica, a través del desarrollo de germoplasma de especies
forrajeras adaptadas a ambientes con mayores restricciones, tanto bidticas como abidticas.

En términos generales existe poca informacion, a nivel nacional, sobre el efecto de la
salinidad y de la sequia en el comportamiento de la especie y, mas atn, considerando la
interaccion con el hongo endofito y el efecto de estos estreses sobre la heredabilidad de
caracteres de importancia agronomica.

La caracterizacion de individuos en condiciones de estreses abioticos en forma conjunta
con el endofito podria ser un aporte adicional para la seleccion y la incorporacion de individuos

promisorios en el programa de mejoramiento de la especie.
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ANTECEDENTES

Taxonomia, distribucion geografica y descripcion botanica de la especie

Tabla 1. Taxonomia de raigras anual (Lolium multiflorum). Fuente: ITIS (2024)

REINO Plantae — Planta, vegetal

DIVISION Magnoliophyta — Plantas con flores
CLASE Lilianae - Monocotiledoneas

ORDEN Poales

FAMILIA Poaceae - Gramineas

GENERO Lolium L.— Raigras

ESPECIE Lolium multiflorum Lam. —Raigras anual,

Raigras italiano

Aspectos genéticos de la especie

El raigras anual (Lolium multiflorum Lam.) es naturalmente diploide y presenta 14
cromosomas (2n = 2x = 14), se trata de una especie aldégama, autoincompatible (Cornish et al.,
1979), también presenta la forma tetraploide (2n = 4x = 28) lograda mediante mejoramiento
genético basado en la duplicacion cromosdmica, como también por via sexual (Lamote et al.,
2002). Las formas tetraploides se distinguen de las diploides por presentar un ciclo vegetativo
mas prolongado, una morfologia distinta —con hojas mas anchas, semillas mas grandes y
espigas mas desarrolladas—, ademds de un color verde més intenso y una menor tolerancia al
frio (Wilkins y Lovatt, 2011; Ozkan et al., 2022; Oliveira et al., 2014).

Por su parte, el raigras diploide se caracteriza por su porte bajo y un mayor nimero de
hojas y macollos, lo que le confiere una mejor adaptaciéon al pastoreo intensivo. Estas
particularidades también le permiten tolerar condiciones ambientales adversas, tales como
anegamientos temporales, sequias breves y suelos de baja fertilidad (Rios et al., 2015).

Si bien los raigrases tetraploides presentaron ciertos atributos morfologicos destacables,
el raigras diploide ofrecid ventajas agrondmicas significativas en sistemas de pastoreo tanto
extensivo como intensivo. Su mayor capacidad de macollaje, crecimiento mas compacto y
eficiencia en el aprovechamiento de los recursos edéaficos e hidricos lo posicionaron como una

alternativa mas estable y resiliente frente a condiciones ambientales variables. Asimismo, su
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ciclo vegetativo mas corto y su rapida capacidad de recuperacion tras el pastoreo resultaron

especialmente valiosos en contextos con restricciones climaticas o edaficas.

Aspectos agronomicos y productivos de la especie

En la produccién ganadera basada en pasto, es esencial contar con una cadena forrajera
que incluya pasturas y verdeos complementarios, para lograr niveles 6ptimos de produccion a
lo largo del afio. La siembra de un verdeo de invierno tiene como objetivo principal obtener una
alta produccion de forraje que esté disponible lo més pronto posible en el otofio, con un periodo
de utilizacion aproximado de 150 a 180 dias (Costa et al., 2004). El raigras anual se ha vuelto
un componente fundamental en esta cadena forrajera para la produccion ganadera, no solo por
su contribucion de forraje en invierno, sino también por su aporte de forraje en la primavera
(Mignacco et al., 2019).

Generalmente, el crecimiento inicial del raigrds es mas lento que el de los cereales
forrajeros, pero su curva de produccion es mas extensa, ya que proporciona forraje de alta
calidad hasta la primavera avanzada (Amigone y Tomaso, 2007; De Battista y R¢, 2008).
Aunque su produccion es otofial, invernal y primaveral, su mayor produccion se concentra al
final del invierno y en primavera (Scheneiter, 2014). Ademas, requiere aportes significativos
de agua y buenas condiciones de humedad ambiente (Romero y Mattera, 2012), es ampliamente
aceptado por el ganado y muestra una alta respuesta a la fertilizacion nitrogenada, durante los
meses mas frios del afio (De Battista et al., 2006; Fernandez Grecco, 2014). Por otra parte,
tolera defoliaciones intensas y resiste bien el pisoteo y el pastoreo, debido a su amplia cabellera
de raices superficiales y a su capacidad de rebrote rapido, por medio del macollaje activo
(Carambula, 2003). Asimismo, presenta una composicion nutritiva equilibrada (Scheneiter,
2014) y un contenido satisfactorio de proteina bruta (Hidalgo et al., 1998).

Se sabe que los cultivares diploides se adaptan mejor a ambientes con restricciones de
suelo y clima, toleran la baja fertilidad, sequias cortas, anegamientos de corta duracion y tienden
a ser mas resistentes a las bajas temperaturas que los materiales tetraploides (Lus, 2010;
Bologna, 2014; Méndez et al., 2015). En términos generales, los cultivares denominados
"precoces" son aquellos que proporcionan una gran cantidad de forraje al principio del ciclo de
crecimiento. Sin embargo, estas diferencias en la precocidad de la produccion no determinan

que unos sean mas productivos que otros, ya que es comun que un raigras precoz pueda producir
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la misma cantidad de forraje que uno tardio, aunque su distribucion en el tiempo sea diferente

(Lus, 2010).

Aspectos sanitarios de la especie

El raigréas anual tiene como una de sus principales limitantes la roya de la corona, una
enfermedad foliar causada por el hongo Puccinia coronata. El ataque de esta enfermedad puede
causar varias consecuencias en el cultivo, como reducir el contenido de carbohidratos solubles
del forraje, el cual se vuelve mas fibroso y menos apetecible para los animales. Un dafio directo
que puede causar es la reduccion del contenido de materia seca, aunque el efecto es
generalmente menor que el producido sobre la calidad. También se destaca que el forraje
enfermo es menos apetecible, debido a la baja calidad y la presencia de material muerto.

En Argentina se ha comprobado que la resistencia a la roya de la corona es un caracter
controlado por pocos genes, altamente heredable y poco afectado por el ambiente (De Battista
et al.,2001; Andrés, 2005). Ademas, se logré un importante progreso en la resistencia a la roya,

a través de seleccion fenotipica recurrente (Mignacco et al., 2019).

Variabilidad genética en especies forrajeras

La mayoria de las poblaciones de forrajeras, ya sean nativas o naturalizadas, exhiben
una amplia variabilidad genética, y su magnitud depende del tipo y de la intensidad de seleccion
que hayan experimentado previamente (Snaydon, 1978). En contraste con las especies
agricolas, donde la seleccion antropica continud durante milenios, las especies forrajeras han
estado sujetas a una presion de seleccion menor en el desarrollo de cultivares (Monteverde,
2009; Palacios, 2015).

La notable variabilidad en los caracteres morfologicos vegetativos y reproductivos
observados en plantas de L. multiflorumy L. perenne se ha atribuido a cruces espontaneos entre
ambas especies (Caro ef al., 1978). Esta situacion, sumada a la demostrada capacidad de generar
hibridos interespecificos fértiles (Yanniccari ef al., 2015), complica la identificacion botanica
precisa de ciertas poblaciones ferales. Por consiguiente, dado el estrecho parentesco entre estas
especies y su amplia similitud, es comun referirse al complejo Lolium spp. para generalizar la
informacion comun a ambas especies e hibridos (Gigon et al., 2017).

Numerosos estudios sobre la variabilidad genética, realizados en germoplasma de la
especie adaptado a diversos ambientes, respaldan la factibilidad de seleccionar y de desarrollar
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cultivares superiores (Breese y Tyler, 1986; De Battista ef al., 2001; Giammaria, 2003; Andrés
y Rosso, 2004; Andrés et al., 2005; Acuiia, 2009; Monteverde, 2009; Alvarez, 2010; Palacios,
2015).

Mejoramiento de la especie

El mejoramiento de las plantas forrajeras ha ingresado en la era genomica, lo que
implica el acceso a una amplia gama de nuevas herramientas y tecnologias para el
descubrimiento de genes y el andlisis exhaustivo de los genomas. Todo esto proporciona
informacion detallada sobre diversos aspectos del crecimiento vegetal, desarrollo,
diferenciacion y respuestas a estreses biodticos y abidticos, lo que supone una revolucion en el
mejoramiento vegetal y en la produccion. Miles de etiquetas de secuencias expresadas (EST)
han servido como punto de partida para comprender la funcion de numerosos genes vegetales
y para crear bases de datos para los principales cultivos, al facilitar la identificacion, la
caracterizacion funcional y el uso de genes valiosos para los sistemas de produccion de forraje
(Spangenberg et al., 2010).

Si bien el mejoramiento genético convencional ha tenido un impacto significativo en el
aumento del rendimiento, de la calidad y de la resistencia a plagas y a enfermedades en cereales
y oleaginosas, los avances en especies forrajeras han sido notablemente mas limitados,
especialmente en lo que respecta al rendimiento. Esta disparidad se atribuye a varios factores,
como el proceso relativamente reciente de domesticacion, la complejidad de los objetivos de
mejoramiento, los problemas reproductivos y de mercado, asi como las menores inversiones
realizadas en esta area (Spangenberg et al., 2010).

Los caracteres mas prometedores para la aplicacion de la transgénesis en plantas
forrajeras son la calidad del forraje, la resistencia a plagas y enfermedades, la tolerancia a
estreses abidticos y la manipulacion del crecimiento y desarrollo (Spangenberg ef al., 2010).

De manera complementaria, diversos estudios han mostrado que los microorganismos
asociados a las plantas, como bacterias rizosféricas y hongos endoéfitos, pueden mejorar rasgos
agrondmicos sin modificar el genoma vegetal. Estas asociaciones pueden incrementar la
absorcion de nutrientes, mejorar la tolerancia a estrés abiotico y favorecer la resistencia a
patdgenos, lo que convierte al microbioma en un aliado valioso para el mejoramiento de plantas

forrajeras (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006; Compant et al., 2010).

10|Pagina



Paralelamente, la interaccion co-adaptativa entre plantas y endéfitos Neotyphodium
destacd la importancia del microbioma como factor de mejoramiento, al aportar beneficios
adicionales como mayor resistencia a herbivoros y mejor resiliencia frente a condiciones
ambientales adversas (Easton, 2007). La incorporacion de estos microorganismos en programas
de seleccion complemento las estrategias genéticas tradicionales, contribuyendo a sistemas de

produccion de forraje mas eficientes.

SALINIDAD

La salinidad se define como una condicidn del suelo caracterizada por la presencia de
altos niveles de sales solubles en su perfil. El estrés por salinidad es uno de los factores
ambientales mas serios que pueden inhibir el crecimiento y la productividad de las plantas, al
interrumpir procesos fisiologicos. Se ha informado que, hasta 831,4 millones de hectareas de
superficie terrestre, o aproximadamente el 19,5 % de la tierra agricola, estdn afectadas por la
salinidad (Peng et al., 2019).

Debido al cambio climético, al riego irracional y a la utilizacion de la tierra, la
salinizacion del suelo se ha acelerado y, como consecuencia, el exceso de sal ha reducido
significativamente el rendimiento de granos y la produccion de biomasa de la mayoria de los
cultivos (Feng et al., 2022).

La salinizacion del suelo puede provocar varios tipos de estrés en los cultivos, como
desequilibrio de K'/Na", estrés osmotico, desequilibrio de nutrientes y estrés oxidativo (Ashraf
y Harris, 2004). Ademas, la absorcion excesiva de Na'/Cl y la pérdida de K+ provocan sequia
fisioldgica y toxicidad idnica, lo cual interfiere con la estabilidad de enzimas y la sintesis de
proteinas en las plantas (Feng et al., 2022).

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) clasifica a los suelos
como salinos cuando la conductividad eléctrica del extracto de saturacion es igual o superior a
4 dS/m, lo que equivale aproximadamente a 40 mmol de cloruro de sodio (Munns y Tester,
2008).

Argentina es un pais extenso, con una gran superficie de suelos afectados por sales
distribuidos en ambientes muy diferentes. El origen de estos suelos es natural y, también,
inducido por diferentes actividades. Los suelos afectados por sales se encuentran
preferentemente en ambientes aridos y semiaridos, ubicados hacia el oeste del territorio

argentino. En las zonas dridas dedicadas a la agricultura intensiva de regadio completo (vifiedos,
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frutas, hortalizas), la salinizacion secundaria afecta en diferente grado, en promedio alrededor
del 25 % de la superficie total (Rodriguez et al., 2022).

Para minimizar los efectos perjudiciales del estrés salino, las plantas emplean numerosas
estrategias fisiologicas adaptativas, tanto a nivel molecular como celular, para resistir el
ambiente hostil. Ademas, los perfiles de expresion de numerosos genes y proteinas pueden
alterarse para ayudar a las plantas a sobrevivir en entornos salinos (Peng et al., 2019).

La alternativa de utilizar microorganismos como el endofito en las estrategias
adaptativas, que confieren tolerancia a la salinidad al raigrés, puede aplicarse de manera
significativa en el mejoramiento de cultivares de raigras anual y perenne con mayor tolerancia

a la salinidad (Easton, 2007; Torkian et al., 2025).

SEQUIA

En pastizales semiaridos de tipo anual, la persistencia de la especie se logra
principalmente mediante la produccion de semillas (Rossiter, 1966). Cuando aumentan los
niveles de estrés hidrico y de temperatura, las especies anuales responden activando
mecanismos de escape de la sequia, acelerando los procesos reproductivos y produciendo
abundantes semillas dormantes (Knight, 1983). Esto les permite sobrevivir y persistir en
condiciones de sequia severa, hasta la proxima temporada de crecimiento. Experimentos
anteriores con raigras anual han indicado que el pastoreo tardio en primavera puede afectar
negativamente el rendimiento total de semillas; pero, también, puede facilitar una resiembra
minima, lo que contribuye a la persistencia de la especie en el pastizal (Roggero ef al., 1993;
Franca et al., 1998).

La sequia representa una limitacion ambiental severa para la germinacioén de semillas,
para el crecimiento de las plantas y para la productividad en general. Sin embargo, las plantas
desarrollan mecanismos fisioldgicos y moleculares de tolerancia a la sequia, esenciales para
mantener la homeostasis celular (Pan ef al., 2018). Evitar la deshidratacion es un componente
clave de la resistencia a la sequia y, en condiciones de campo, se puede observar mediante la
reduccion de las temperaturas del dosel al mediodia (Blum et al., 1982; Turner et al., 1986).
Por lo tanto, para evaluar la capacidad de las plantas para evitar la deshidratacion en una
variedad de cultivos, se ha utilizado como un indicador de seleccion la medicion remota de la

temperatura del conopeo (Franca ef al., 1998).
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Las raices desempenan un papel crucial en la absorcion de agua y de nutrientes de las
plantas y son los primeros 6rganos en detectar el estrés por sequia (Hu et al., 2018). En respuesta
a la sequia, los forrajes suelen ajustar su estructura radicular, aumentando la longitud y el area
superficial de las raices, para garantizar un crecimiento y un desarrollo adecuados (Hanslin e?
al., 2019; Perlikowski et al., 2019).

Algunos estudios han demostrado que L. multiflorum es relativamente tolerante a la
sequia, en comparacion con otros pastos forrajeros (Fariaszewska et al., 2020). Sin embargo, la
mayoria de los estudios se han centrado en los cambios morfoldgicos y fisiologicos inducidos
por la sequia (Akinroluyo et al., 2020; Kemesyte et al., 2017). Ademads, los mecanismos
moleculares de resistencia a la sequia se han centrado principalmente en el tejido foliar de L.
multiflorum y, también, se han informado varios genes candidatos (Pan et al., 2016; Zhao et al.,
2019). No obstante, el transcriptoma de las raices de L. multiflorum bajo estrés por sequia no
ha sido reportado (Cheng et al., 2022).

En este contexto, la incorporacion de endofitos, como Epichloé, han demostrado
mejorar la tolerancia a la sequia en raigras anual y perenne, favoreciendo su persistencia en
ambientes semiaridos, aumentando la eficiencia en el uso del agua y reforzando la resistencia
de los sistemas de produccion de forraje, aportando una herramienta adicional para optimizar

el mejoramiento genético (Eady, 2021).

ENDOFITO

Los hongos endofitos, simbiontes transmitidos verticalmente en las gramineas,
desempefian un papel crucial en la mejora de la tolerancia de las plantas al estrés, tanto bidtico
como abiodtico.

Entre estos simbiontes de transmision vertical, los hongos endéfitos del género Epichloe
(Clavicipitacae, Hypocreales) se destacan particularmente, ya que colonizan los tejidos aéreos
de muchas gramineas de estacion fria de la subfamilia Pooidae (Poaceae), que incluyen
numerosas especies forrajeras relevantes, cultivadas y silvestres. Esta simbiosis planta-hongo
se ha caracterizado como un mutualismo defensivo, donde el hongo protege a la planta huésped
de los herbivoros (Clay 1988; Li et al., 2014).

Las asociaciones entre gramineas y hongos endofitos se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza, lo que sugiere una coevolucion a lo largo del tiempo entre ambos

taxones (Bacon y De Battista, 1991). Ademas de los beneficios que la planta obtiene del hongo,
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este ultimo también recibe recursos de la planta, de esta manera, asegura su nutricion, dispersion
y supervivencia (Siegel et al., 1987). En esta relacion simbidtica, el hongo induce respuestas
fisioldgicas, bioquimicas y morfoldgicas en las plantas hospedadoras (Bush et al., 1997).

Se ha observado que la presencia del endofito en gramineas anuales le otorga tolerancia
al estrés hidrico a las plantas huésped, lo cual estd en consonancia con la hipotesis planteada.
Manzur et al. (2022) reportaron que las plantas libres de endéfitos experimentaron una
reduccion en su biomasa cuando la disponibilidad de agua disminuyd, mientras que las plantas
asociadas al endofito mantuvieron una acumulacion de biomasa en condiciones de estrés
hidrico. En ausencia de déficit hidrico, las plantas sin endéfitos produjeron mas biomasa que
las plantas con endofitos, posiblemente debido al costo de carbono asociado al endéfito en
condiciones no estresantes. Sin embargo, esta supuesta penalizacion desaparecié bajo
condiciones de estrés hidrico, en las que las plantas con endofitos produjeron una cantidad
similar de biomasa que las plantas libres de endofitos (Manzur ef al., 2022).

Se ha observado que la tolerancia a la sequia, que aportd el endofito, parece estar
relacionada con mecanismos que inducen cambios en la estructura y en el funcionamiento, tanto
de la parte aérea como de la raiz de la planta (Manzur et al., 2022).

El desarrollo de asociaciones simbiodticas entre gramineas y endofitos del grupo
Epichloé/Neotyphodium representa una forma unica de proteccion, donde el huésped y el
simbionte han co-evolucionado para obtener beneficios mutuos. El hongo proporciona
proteccion al huésped a través de la produccion de metabolitos bioprotectores, a cambio de
nutrientes para su crecimiento (Clay y Schardl, 2002).

En Argentina, se ha observado una predominancia de plantas con un alto nivel de
infeccion endofitica, lo que sugiere que esta infeccion confiere al raigrds anual caracteristicas
de tolerancia o un buen comportamiento agronomico frente a condiciones de estrés abiodtico o
biotico (Nelson y Ward, 1990; De Battista, 2002; Medvescigh, 2004). Esto ha llevado a
considerar que la infeccion endofitica (Imagen I) contribuye a la tolerancia y al comportamiento
agrondmico positivo del raigras anual en situaciones de estrés (Belesky et al., 1989; De Battista,
2005; De Battista et al., 2006; Collabeli, 2008; Rosso ef al., 2010; Mignacco et al., 2019).

Hasta aqui se ha planteado la importancia de realizar los andlisis exploratorios del
crecimiento y desarrollo de las poblaciones de raigras anual diploide, en presencia y ausencia
de hongo endofito Epichloé occultans, evaluado en condiciones de estreses abidticos de

salinidad y de sequia.
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Imagen 1 - Semilla de Lolium multiflorum asociada a Epichloé occultans (E+). En el lote
correspondiente al tratamiento E+, el 100 % de las semillas estaban infectadas con E. occultans,

mientras que en el lote E— (semillas no infectadas), la infeccion fue del 5 %. (Fuente: Regalado
etal.,2017).
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HIPOTESIS

Hipotesis 1.
Existe variabilidad feno y genotipica en poblaciones diploide (2x) de Lolium
multiflorum creciendo en condiciones de salinidad, sequia y a campo durante la etapa de

crecimiento inicial.
Hipotesis 2.

Existe respuesta diferencial de las poblaciones asociadas al endofito Epichloé occultans

en condiciones de salinidad y de sequia, durante la etapa de crecimiento inicial.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estimar la variabilidad genética en caracteres vegetativos de poblaciones diploides de

Lolium multiflorum, con y sin infeccion endofitica, expuestas a estrés por salinidad y sequia en

condiciones semi-controladas y evaluar el comportamiento agrondémico de estas poblaciones a

campo.

Objetivos especificos

1.

Fenotipificar el crecimiento de las poblaciones de raigras anual diploide, infectadas o no
con el endofito Epichloé occultans, en condiciones de salinidad en hidroponia.
Fenotipificar el crecimiento inicial de las poblaciones de raigras anual diploide, infectadas
o no con el endofito Epichloé occultans, en condiciones de sequia.

Fenotipificar el comportamiento agronémico de las poblaciones de raigras anual diploide,
infectadas o no con el endofito Epichloé occultans, en condiciones de campo.

Cuantificar la variabilidad genética entre poblaciones de raigras anual diploide, infectadas
o no con el endofito Epichloé occultans, en caracteristicas morfologicas.

Estimar parametros genéticos, heredabilidad, correlaciones fenotipicas, genotipicas y
covarianzas en poblaciones de raigras anual diploide, infectadas o no con el enddfito
Epichloé occultans.

Evaluar a través del andlisis integrado de la presencia del endofito en las poblaciones

estudiadas para la tolerancia a estrés por salinidad, sequia y su comportamiento a campo.
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CAPITULO 2: SALINIDAD

Uno de los criterios de seleccion agrondmica utilizados en el mejoramiento vegetal es
la supervivencia, la capacidad para completar el ciclo de vida y la viabilidad de la descendencia.
Estos factores permiten identificar la tolerancia de las plantas, en este caso, al estrés por
salinidad. La capacidad de supervivencia a los factores de estrés comienza con la fase de
germinacion de las semillas (Ozkan et al., 2022).

Los efectos de la salinidad en las plantas conducen a estrés osmotico, desequilibrio
16nico, deficiencia de nutrientes, marchitamiento de las hojas y ralentizacién de la tasa de
crecimiento (Munns y Tester, 2008).

En este capitulo se observaran los resultados asociados al estudio de las tres poblaciones
de raigras anual (Lolium multiflorum Lam.) —Pipinas, Feliciano y Ribeye— con infeccioén
endofitica y sin infeccion endofitica, creciendo en condiciones de salinidad con diferentes

concentraciones de sales en hidroponia, para responder los objetivos especificos 1,4 y 5.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizd durante un periodo de tres meses, en el invernaculo de la
Estacion Experimental Agropecuaria de Pergamino (EEA Pergamino: 33°57°16” S; 60°33°40”

O) bajo un sistema semi-controlado de hidroponia con sustrato liquido.

Germoplasma de estudio y acondicionamiento

Las poblaciones estudiadas en este trabajo, de origen en Pipinas y Feliciano, provienen
de colectas realizadas por el grupo de trabajo entre los afios 2004 y 2005 (Andrés et al., 2005;
Acuiia, 2009). Ribeye es un cultivar que se encuentra en el mercado desde 2004 de manera
consecutiva (INASE).

Las versiones infectadas (E+) y libres (E-) de endofito de cada poblacion fueron
generadas en la EEA Concepcion del Uruguay del INTA, entre los afios 2006 y 2010. Para tal
fin, en 2006, se determind microscopicamente en semilla el nivel de infeccion endofitica de
cada poblaciéon, y se detectaron altos niveles en Feliciano y Pipinas (>70 %) y niveles
bajos/medios en la poblacion comercial Ribeye (25 %). En 2007, cada poblacion fue llevada a

campo bajo aislamiento reproductivo, en un marco de planta aislada (200 genotipos/poblacion),
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lo que permitié el intercambio de polen entre genotipos +/- de la misma poblacion, para
garantizar la homogeneidad genética de cada poblacion.

Luego, cada genotipo fue cosechado y trillado individualmente, y se chequed la
presencia o la ausencia del endo6fito. Dado que el endéfito se transmite solo por linea materna,
se generaron los bulks infectados/libres (+/-) de cada poblacién (P+/P-; F+/F-; R+/R-) a partir
de la mezcla de semillas de plantas infectadas, por un lado, y libres, por el otro. Estos bulks,
respetando el aislamiento por poblacidn, se sembraron en 2008 en surcos alternos, para permitir
el intercambio de polen entre las versiones +/-. Luego, se chequed el nivel de infeccion de cada
surco y se confirmd, en cada caso, que los niveles de infeccion superaban el 90% en las
versiones infectadas y que no habia presencia de endofitos en las versiones libres. Durante 2009
se repitid el proceso descripto en 2008, para garantizar la homogeneidad genética de cada
poblacién y para contar con mayor cantidad de semillas para experimentos posteriores. A partir
de 2009, cada 2 o 3 afios, se realizd la multiplicacion de estos bulks y parte de la semilla
generada fue conservada en camara, para resguardo del material y para contar con material
experimental. El mismo germoplasma fue evaluado en ambos estreses: salinidad y de sequia.
Cuando las plantulas desarrollaron al menos seis macollos, se trasplantaron a planchas de
Telgopor, apoyadas sobre macetas tipo jardinera (de 16 cm de ancho por 40 cm de largo por 15
cm de alto), que contenian seis litros de solucion nutritiva Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950).

A fines de mayo de 2021, se instalo el experimento completo. Durante los primeros
cinco dias, se dejo que las plantulas crecieran en la solucidon nutritiva, sin el agregado de sal,
con el objetivo de adaptar el material al sistema experimental. Al dia siguiente, se inicid el
agregado de sal, de manera gradual, a razon de 50 mmol por dia, hasta llegar a la concentracién
final correspondiente de cada tratamiento, para evitar shock osmotico. Las macetas
correspondientes al tratamiento control se mantuvieron durante todo el experimento con
solucion Hoagland, sin agregado de cloruro de sodio. Las soluciones nutritivas fueron
debidamente oxigenadas, mediante aireadores colocados en las macetas, y se controlaron las
condiciones de evaporacion y la deposicion de verdin, renovando las soluciones cada siete dias.
Una vez alcanzadas las concentraciones finales, se realizaron mediciones semanales de cada

planta, evaluando su estado y manteniéndolas bajo las condiciones establecidas.

Tratamiento salino

Se definieron tres tratamientos que, a continuacion, se describen de forma detallada:
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e Tratamiento control o tratamiento 0 (TSAO): soluciéon de Hoagland sin agregado de
cloruro de sodio;

e Tratamiento 1 (TSA1): solucion de NaCl 150 mM;

e Tratamiento 2 (TSA2): solucion de NaCl 250 mM.

Para determinar las concentraciones aplicadas en las tres variantes del tratamiento salino, se
consultod la bibliografia de Ceaglio et al. (2019), que establece que a partir de 250 mM la especie
practicamente no se desarrolla. De acuerdo con esta informacion, se consider6 al tratamiento 2

como el mas severo en términos de estrés salino.

Disefio experimental

El disefio fue en bloques completamente aleatorizados, con arreglo factorial (3
Poblaciones x 2 Niveles de infeccion x 3 Niveles de Sal) con tres repeticiones y 10 plantulas en
cada maceta; cada maceta fue considerada una unidad experimental.

Las poblaciones evaluadas fueron: Pipinas (P), Feliciano (F) y Ribeye (R), cada una en
su version con endéfito (E+) y libre de endofito (E-). Estas poblaciones fueron evaluadas en
trabajos anteriores por los grupos de trabajo de mejoramiento del INTA (Acufia, 2009; R¢ et
al., 2018).

Las poblaciones fueron expuestas a tres niveles de salinidad: TSAO = control con
solucion de Hoagland, sin agregado de cloruro de sodio; TSA1 = tratamiento 1 solucién de
Hoagland con 150 mM de NaCl y TSA2 = tratamiento 2 solucién de Hoagland con 250 mM de
NaCl.

La unidad experimental fue la maceta, en cada una de ellas se colocaron diez plantulas
de la misma poblacion y nivel de infeccion, y fue sometida a un nivel de salinidad (i.e. 54
macetas = 3 Poblaciones * 2 niveles de infeccion * 3 tratamientos * 3 repeticiones).

Las semillas fueron sembradas en abril de 2021 en bandejas tipo speedling, utilizando
una mezcla de tierra y arena en proporcion 1:1, con el objetivo de favorecer el drenaje. Durante
esta etapa inicial, los plantines se desarrollaron en condiciones controladas en invernaculo hasta
mayo de 2021. En ese periodo se realizaron cortes uniformes para estimular la formacion de
macollos. Cabe destacar que esta fase previa al trasplante se llevo a cabo en sustrato sélido
(tierra:arena), mientras que el experimento de salinidad se desarroll6 posteriormente en medio

liquido, utilizando solucion nutritiva de Hoagland.
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Caracteres evaluados

Numero de macollos por planta: conteo manual (planta por planta) en cada maceta, con
evaluacion semanal durante ocho semanas (Macl — Mac8). Las mediciones semanales se

realizaron los miércoles.

Altura por planta (cm): con una regla (en centimetros) se media semanalmente cada planta en
cada maceta, durante siete semanas, (Alt2 — Alt8). En la primera semana, se hizo un corte patrén
en todas las plantas, en el momento de la implantacién. Luego del corte las plantas quedaron
con una altura de 5 cm (Altl). Este corte patron de implantacion también se realizd con el
objetivo de estimular a la planta a formar macollos, luego del primer contacto con el medio

Hoagland, durante los primeros cinco dias.

Produccion de biomasa aérea: primer corte (g): a los 26 dias de iniciado el experimento, se
realizo el primer corte con tijera, a 5 cm desde la base, para evaluar la produccion de biomasa
aérea en base seca por planta. Estas hojas se depositaban en sobres de papel separados e
identificados planta por planta. Para evaluar la produccion de biomasa seca aérea en gramos
por planta (PMS1), después del corte, se procedio a secar la biomasa cosechada en estufa de
aire forzado a una temperatura de 60 °C, durante al menos 48 horas, hasta obtener un peso
constante y, la materia seca que luego, se pesaron las muestras empleando balanzas de

precision.

Produccion de biomasa aérea: segundo corte y biomasa radicular (g): a los 21 dias del
primer corte (47 desde el inicio de tratamiento), se realizo el segundo corte, esta vez, de hojas
y raices, y se evalud el peso seco aéreo y radicular por planta (g). Para evaluar la produccion de
biomasa seca aérea en gramos por planta (PMS2) y la biomasa seca de raiz en gramos por planta
(PMSRaiz), se realizaron los pasos citados en el primer corte: sobres con las hojas y las raices
(separados), secado en estufa de aire forzado a 60 °C, durante al menos 48 horas y, luego, pesaje

de las muestras en balanza de precision.

Biomasa acumulada: El peso de materia seca acumulada se obtuvo a partir de los datos de

biomasa aérea registrados en los dos cortes realizados durante el ensayo. Para cada parcela se
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calcularon los promedios del peso de materia seca del primer corte (PMS1) y del segundo corte
(PMS2). Posteriormente, estos valores se promediaron por genotipo y por tratamiento. La
materia seca acumulada se definid6 como la suma de PMS1 y PMS2, representando la

produccion total de biomasa aérea seca generada por planta a lo largo del periodo experimental.

indice de tolerancia (IT): El indice de tolerancia (IT) fue utilizado para discriminar entre
plantas tolerantes y plantas susceptibles. Este indice se estimo6 a partir de datos de biomasa seca
foliar y radicular. El calculo para determinar el IT = Xi/xc x 100, donde: Xi = valor de cada
plantula en tratamiento salino; y Xc = media del control de cada combinacion pob*inf se le
calculo el IT respecto a esa misma combinacion sin estrés. Se considerd como “tolerante” aquel
material con mayor IT y como “susceptible” aquel material con menor IT (Ashraf et al., 1986;

Shannon, 1997; Ali et al., 2002; Maciel, 2019; Acuiia, 2020).

Analisis foliar de iones: La concentracion de iones se determiné al finalizar el experimento,
en el laboratorio de biotecnologia de la EEA Pergamino, donde se tomaron muestras de tejido
foliar para evaluar el contenido de iones sodio (Na+) y de iones potasio (K+), segun
metodologia propuesta por Munns (2010), siguiendo el protocolo de analisis foliar de iones (el
protocolo detallado se encuentra al final en anexo). Las soluciones resultantes del material foliar
fueron analizadas en un fotometro (Sherwood Model 410), con previa calibracion de las curvas
de concentracion para iones sodio e iones potasio. De esta manera fue posible tener el valor
para cada una de las muestras, correspondiente a cada planta por maceta. Como resultado de la
medicion en el fotometro, se obtuvieron los valores de iones sodio (WM/g peso seco) y de iones

potasio (LM/g peso seco).

Analisis estadisticos

Los anélisis estadisticos se llevaron a cabo en el software R Studio (R Core Team, 2023).
Para la comparacién de medias del nimero de macollos se ajusté un modelo de analisis de
varianza de medidas repetidas en el tiempo mediante la funcion gls(), previa transformacion
por raiz cuadrada. Los factores considerados fueron los siguientes: tratamiento endofito (E+, E-
), tratamiento salino (TSAO, TSA1 y TSA2), poblacion (Pipinas, Feliciano y Ribeye), tiempo
(dias) y bloque o repeticion. Se evaluaron tanto los factores individuales como las interacciones

dobles, triples y cuadruple. El factor bloque no se incluyé como parte de las interacciones
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evaluadas. Ademas, se tuvo en cuenta la correlacion temporal de los datos en funcién de la
planta. La estructura de correlacion empleada fue CorCompSymm (de simetria compuesta) y se
consider? la equitemporalidad de los datos recabados. Por otro lado, se model? la estructura de
varianza en funcién de la combinacion tratamiento salino x tiempo, mediante la funcion
Varldent(). El método de obtencion de los estimados fue por maxima verosimilitud restringida
(REML).

Respecto de la variable altura de planta, se ajust6 el mismo modelo estadistico que para
numero de macollos, aunque sin previa transformacion de los datos.

El analisis de las variables nimero de macollos y altura de planta se bas6 en el siguiente

modelo:

Yijm = st + TE; + TS+ POBy + TT; + (TE x TS);j+ (TE x POB)i + (TE x TT)i1 + (TS x
POB)jk+ (TS x TT);ji + (TE x TS x POB)jjk + (TE x TS x TT);1 + (TS x POB x TT)ji1 + (TE x
TS x POB x TT)ijx1 + Bm + €ijkim

Donde:

yijkim: Valor observado de la variable de respuesta para la combinacion de niveles i, j, &, y I.

1 Media poblacional.

TE;: Efecto del i-ésimo nivel del tratamiento de endoéfito.

TS;: Efecto del j-ésimo nivel del tratamiento salino.

POBL\. Efecto de la k-ésima poblacion.

TTi: Efecto del /-€simo nivel del tratamiento tiempo (dias).

Bi: Efecto del m-ésimo bloque.

eijkim: Error residual asociado a la observacion yijxim, que se asume que sigue una distribucion

normal con media 0 y varianza 2.

Por otro lado, las variables peso de materia seca aérea acumulada, peso de materia seca
raiz, relacion K/Na" fueron evaluadas mediante analisis de varianza, aunque sin considerar el
factor tiempo ni la correlacion temporal ya que se determinaron en un Gnico momento. Para
analizar estas variables se ajustd un modelo lineal generalizado, con distribucion gamma y
funcion de enlace /og. En el modelo final s6lo se consideraron las interacciones
estadisticamente significativas. Por su parte, la variable peso de materia seca del segundo corte

se analizd ajustando un modelo lineal generalizado, con distribucion tweedie y funcion de
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enlace /log. En todos los casos, las medias ajustadas se compararon mediante el test a posteriori

Tukey (o = 0.05). Para estas variables, el modelo ajustado fue el siguiente:

Yijxi = u + TE; + TSj+ POBx + (TE x TS);;+ (TE x POB)i + (TS x POB)jx+ (TE x TS x
POB)ix + Bi + eijui

Donde:

yiiki: Valor observado de la variable de respuesta para la combinacion de niveles 4, j, &, y /.

1 Media poblacional.

TE;i: Efecto del i-ésimo nivel del tratamiento de endofito.

TS;: Efecto del j-ésimo nivel del tratamiento salino.

POBL\. Efecto de la k-ésima poblacion.

Bi: Efecto del m-¢ésimo bloque.

eijki: Error residual asociado a la observacion yikim, que se asume que sigue una distribucion

normal con media 0 y varianza §°.

También se cuantifico la tasa de crecimiento en altura y la tasa de macollaje como la
altura de la planta y el nimero de macollos por unidad de tiempo (dias) asumiendo un ajuste de
regresion lineal. La tasa de crecimiento en altura se calculo6 tanto para el primer como para el
segundo corte, en cambio, la tasa de generacion de macollos se calculd para todo el periodo.
Esto nos da una idea de la velocidad de crecimiento y generacion de macollos, respectivamente.

Para llevar a cabo el andlisis de componentes principales se utilizO una matriz
estandarizada de la totalidad de los datos, junto con las mediciones de las variables antes
mencionadas. El grafico de ordenamiento (biplot) se realizé mediante la funcion prcomp() en
el software R y se tuvieron en cuenta los primeros dos componentes principales (PC1 y PC2),
ya que son los que representan la mayor variabilidad de los datos. El biplot se representd
graficamente mediante la funcion fviz_pca_biplot().

Para la estimacion de componentes de varianza y parametros genéticos, se trabajé con
el promedio de las 10 plantas de cada unidad experimental (maceta), considerando un modelo
mixto compuesto por 6 genotipos (P+, P-, F+, F-, R+ y R-) evaluados en 3 ambientes (niveles
de salinidad). El modelo utilizado considerd al ambiente (A) como efecto fijo, y al genotipo (G)
y la interaccion genotipo por ambiente (GxA) como efectos aleatorios. El modelo utilizado fue

el siguiente:
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Yijkz pn+ G; + Aj + By + (GXA)ij + &ijk
Donde:
Yijx = respuesta observada en el i-ésimo genotipo evaluado en el j-ésimo ambiente en la k-ésima
repeticion.
p = media general.
Gi = componente de la variancia debido al genotipo.
Aj = Efecto del ambiente.
Bk = componente de la variancia debido a las repeticiones (bloques).
(GxA);j = componente de la variancia debido la interaccion genotipo y ambiente.

gijk = componente de la variancia debido al error experimental.

Con ese modelo, se corrid el procedimiento de Modelos Lineales Generalizados Mixtos
(MLGM) en R Studio, que permite estimar directamente las varianzas de cada efecto. Bajo el
modelo planteado (genotipos y ambientes), la heredabilidad en sentido amplio (H?) a través de
ambientes se estimd como:

H2 = GG2 / sz
H? = 66° / (66*+ 6°G+a/ a + 6% / a*r)
En donde:
2

r = namero de repeticiones, a = nimero de ambientes, 6p= varianza fenotipica, 6°c= varianza

genética, 6°G+a= varianza genotipo x ambiente, 6>g= varianza del error.

Con el proposito de analizar la contribucion de los diferentes componentes de la
varianza sobre la variabilidad fenotipica total, se emple6 el siguiente modelo. Este permite

descomponer la varianza fenotipica (V},) en sus componentes genética (V) y ambiental (V,),

considerando el nimero de ambientes (a) y de repeticiones (7):

Ve

axr

a
Vp:Vg+Vg*a+

En donde:

V) = varianza fenotipica

V, = varianza genética

I, = varianza del error experimental
a = numero de ambientes

r = numero de repeticiones
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Como segundo paso, se corrid nuevamente el procedimiento de Modelos Lineales
Generalizados Mixtos (MLGM) pero esta vez para cada ambiente individual, siguiendo el
siguiente modelo:

Yi= p + G+ Bi + gk
Yik = respuesta observada en el i-ésimo genotipo evaluado en la k-ésima repeticion.
p = media general.
Gi = componente de la variancia debido al genotipo.
Bk = componente de la variancia debido a las repeticiones (bloques).

ik = componente de la variancia debido al error experimental.

La heredabilidad en sentido amplio (H?), para cada ambiente de evaluacion, se estimd como:

H2 = (SG2 / sz
H? = 66° / (66*+ 6%/ 1)
En donde:
r = niimero de repeticiones, 6’p= varianza fenotipica, 6°g= varianza genética, o’g= varianza del

c1ror.

Para la estimacion de los BLUPs (Best Linear Unbiased Predictor) de los genotipos, se
utilizé también el enfoque MGML en R Studio, ya que no solo arroja valores de varianzas
(genética, ambiental y de error experimental), sino también valores genéticos de los genotipos,
es decir, sus estimadores insesgados.

El empleo de BLUPs permite seleccionar genotipos superiores de una forma mas
precisa, mejorando la eficacia de la seleccion y la ganancia genética (Maglia et al., 2018). El
BLUP que arroja el analisis, se puede interpretar como el valor de mejora de ese genotipo, ya
que se calcula como: (Valor del genotipo — Media general) x heredabilidad, lo que es andlogo
a la ganancia genética obtenida al seleccionar ese genotipo.

Con el objeto de conocer el grado de asociacion entre los caracteres para futuros
procesos de seleccion, se calcularon los coeficientes de correlacion fenotipica (rp) y genotipica
(rg) entre todos los posibles pares de variables, con el proposito de saber cudnto de estas

asociaciones obedecen a mecanismos genéticos y ambientales.
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Las formulas de célculo utilizadas para estas correlaciones derivan del andlisis de varianza y

covarianza, y son las siguientes:

Correlacion fenotipica =1p = covp Xy / (6px * Gpy)

Correlacion genotipica =1 = covg Xy / (66 y * 6Gv)

Donde:

rp = coeficiente de correlacion fenotipica,

cov xy = covarianza entre los caracteres X e Y
o x = desvio del caracter X

oy = desvio fenotipico del cardcter Y

Para el anélisis de varianza y covarianza se utilizo el programa Meta-R (Alvarado et al.,
2015), obteniéndose del mismo las matrices de varianza y covarianza fenotipicas y genotipicas
para cada par de caracteres, los coeficientes de correlacion fenotipica y genotipica, y la
significancia estadistica de los mismos. Las mismas se calcularon tanto a través de los

ambientes (niveles de estrés) como para cada ambiente particular.
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RESULTADOS

Se presentan los resultados de las principales variables en genotipos de raigras anual,
con y sin el endofito Epichloé occultans, bajo tres condiciones de crecimiento (TSAO, TSAl y
TSA?2). Las variables analizadas incluyeron: nimero de macollos por planta, altura de planta,
produccion de biomasa aérea en el primer y segundo corte, biomasa radicular, biomasa
acumulada, relacion K*/Na*, indice de tolerancia en cada corte, indice de tolerancia para
biomasa acumulada, indice de tolerancia de la relacion K*/Na* y la relacion entre biomasa
acumulada y la relacion K*/Na®.
Ademas, se estimaron los componentes de varianza y parametros genéticos, incluyendo el grado
de determinacion genética y los coeficientes de variacion fenotipica y genotipica.
Por ultimo, se presentan los coeficientes de correlacion genética entre los diez caracteres
evaluados y el andlisis de componentes principales, con el objetivo de integrar y visualizar de
manera global la respuesta de los genotipos diploides de raigras anual frente a diferentes niveles

de salinidad.

Niamero de macollos por planta

Para la variable numero de macollos por planta, se observaron interacciones
significativas (Tabla II, Anexo) sin embargo destaco la triple interaccion endofito x tratamiento
salino x poblacion (Grafico 1), en el cual se observé que los genotipos con el mayor niumero de
macollos fueron Ribeye y Feliciano, ambos con endoéfito presente y en TSAO, asi como Pipinas
en TSAO independientemente de la infeccion con el endofito. Por el contrario, los genotipos
que desarrollaron el menor nimero de macollos fueron Feliciano, Pipinas y Ribeye en salinidad
2, independientemente de la presencia del endofito. Esto sugiere que la condicion salina
extrema condicion6 en gran medida la generacion de macollos en comparacion con la presencia
del endofito. Los genotipos expuestos al TSAI mostraron respuestas intermedias,
independientemente de la presencia del endofito. Al analizar el comportamiento en cada
tratamiento, se puedo apreciar que el efecto del endofito fue mas evidente cuando los genotipos
no estan expuestos a salinidad, lo que podria indicar que la salinidad elevada fue disminuyendo

gradualmente el rol del endofito.
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Grafico 1. Numero de macollos por planta en funcidon del tratamiento salino,
tratamiento endofito y poblacion. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, o = 0.05).
Se representa la media + error estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas.

Altura de planta

Para la variable altura de planta, se observaron interacciones significativas (Tabla III,
Anexo), sin embargo, destaco la triple interaccion tratamiento endofito x tratamiento salino x
poblacion, similar a lo visto para la variable nimero de macollos. En el Grafico 2 se puede ver
que los tratamientos con los mayores valores de altura de planta fueron aquellos sometidos a
salinidad 0 independientemente de la presencia del endoéfito. Por otro lado, los tratamientos de
menor altura de planta fueron aquellos expuestos a salinidad 2, también independientemente de
la presencia del endofito. Destacé la poblacion de Pipinas la cual fue la mas afectada en cuanto
a altura de planta bajo salinidad 2, aunque con mejor desempefio en presencia del endofito. Esto
sugiere que en esta poblacion, la presencia del enddfito podria ser clave cuanto a tolerancia a

estrés por salinidad. Finalmente, todos los TSA1 mostraron valores de altura intermedios.
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Grafico 2. Altura de planta (cm) en funcién del tratamiento salino, tratamiento
endofito y poblacion. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). 0:
tratamiento sin sal. 1: 150 mM. 2: 250 mM. Se representa la media =+ error estandar

(n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

De igual manera, para la la variable altura de planta (Grafico 3) se observo efecto

significativo de la doble interaccidntratamiento salino x tiempo. La mayor altura se registré el

dia 28 y 49 en el tratamiento TSAOQ, mientras que las menores alturas se presentaron a partir del

dia 35 en todos los niveles de salinidad, siendo més pronunciadas en TSA2. Se realizaron dos

cortes: el primero a los 27 dias y el segundo a los 49 dias.
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Grafico 3. Altura de planta (cm) en funcidn del tiempo (dias) para cada tratamiento salino
(0, 1y 2). Medias ajustadas mediante ANOVA (prueba de Tukey, o = 0.05). Se presentan
los valores promedio + error estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas.

Produccion de biomasa aérea: Primer corte

Para la variable produccion de biomasa aérea al primer corte, se observaron
interacciones significativas (Tabla IV, Anexo), aun asi, destacO la doble interaccion
significativa para tratamiento endofito x poblacion (Gréfico 4). Se observo que las poblaciones
Pipinas con endofito (E+) y Ribeye sin endofito (E-) presentaron los menores valores de
biomasa aérea, aunque en la poblacion Pipinas se puede apreciar el efecto de la presencia del
endofito, ya que la poblacion con menor biomasa fue la que tenia presente el enddfito. Si bien,
no hubo diferencias significativas en la poblacion Feliciano con y sin endofito, la tendencia fue
hacia una menor produccion de biomasa en el tratamiento con endoéfito. Por el contrario, aunque
tampoco fue estadisticamente diferente, la poblacion de Ribeye mostrd una mayor produccion

de biomasa en presencia del endofito.
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Grafico 4. Biomasa seca en el primer corte (PMS1) en funcioén del tratamiento
endofito para cada poblacion. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). E+:
con endofito. E-: sin endéfito. Se representa la media =+ error estandar (n=3). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Cuando se analiza el efecto individual del tratamiento salino (p<0.05) sobre la produccioén
de biomasa en el primer corte (Grafico 5) se observd que los menores valores de biomasa se
obtuvieron cuando las plantas fueron expuestas al TSA2 (0.08 g). Esta reduccion fue del 84%
cuando las plantas fueron expuestas a 250 mM de salinidad con respecto al tratamiento no salino
(0.5 g). El TSA1 mostré valores intermedios, con una reduccion del 67% respecto del TSAO.
Esta reduccion en la produccion de biomasa es un comportamiento esperado al someter las

plantas a ese nivel de estrés salino.
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Grafico 5. Biomasa seca en el primer corte (PMS1) en funcioén del tratamiento
salino. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, o= 0.05). TSAOQ: tratamiento sin sal.
TSA1: 150 mM. TSA2: 250 mM. Se representa la media + error estandar (n=3).
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Produccion de biomasa aérea: Segundo corte

Para la variable produccion de biomasa aérea del segundo corte, se identificaron
interacciones significativas (Tabla V, Anexo), destaco la doble interaccion tratamiento endofito
x poblacion (Grafico 6), los mayores valores de biomasa se observaron en las poblaciones de
Feliciano y Pipinas, ambos sin endofito, mientras que Ribeye presentd el comportamiento
contrario con endoéfito. Si bien no hubo diferencias significativas para la misma poblacion con
o sin endofito, se observaron tendencias similares al primer corte, donde destacé la poblacion
de Ribeye la cual arrojo mayores valores de produccidon de biomasa en presencia del endoéfito.
En cambio, para las poblaciones de Pipinas y Feliciano, los menores valores se observaron en

presencia del endofito.
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Grafico 6. Biomasa seca en el segundo corte (PMS2) en funcion del tratamiento
endofito para cada poblacion. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). E+:
con endofito. E-: sin endéfito. Se representa la media =+ error estandar (n=3). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

De la misma manera que para el primer corte, en el segundo corte se observo efecto de
tratamiento salino (p<0.05) donde la menor produccion de biomasa correspondi6 al TSA2 (250
mM) (Grafico 7). Aunque, para el segundo corte, la reduccion fue mas acentuada respecto del
TSAQO, esta reduccion fue de aproximadamente el 99% para TSA2, mientras que para TSA1 fue
de 75%. Este comportamiento sugirié un mayor impacto de la salinidad luego del corte, con

menor recuperacion de la biomasa durante el rebrote.
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Grafico 7. Biomasa seca en el segundo corte (PMS2) en funcion del tratamiento
salino. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, o= 0.05). TSAOQ: tratamiento sin sal.
TSA1: 150 mM. TSA2: 250 mM. Se representa la media + error estandar (n=3).
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Biomasa radicular

Para la variable biomasa seca de raices, se presentaron diferencias significativas (Tabla
VI, Anexo), no obstante, al resaltar el efecto individual de la poblacion (Grafico 8), se observo
que la poblacion Feliciano fue la que arrojo los mayores valores de biomasa radicular (0.19 g),
mientras que la poblacion de Pipinas fue la de menor biomasa radicular (0.12 g). Por su parte,
la poblacion de Ribeye mostré valores intermedios entre las demds poblaciones sin

diferenciarse estadisticamente de ambas.
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Grafico 8. Biomasa seca radicular (PMSRaiz) en funcion de la poblacion. Medias
ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error estandar
(n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Al analizar la doble interaccion tratamiento salino x tratamiento endofito (Gréafico 9), se
destaco que los mayores valores de biomasa se observaron en el TSAO, acorde a lo esperado.
Sin embargo, la menor biomasa radicular se registré en el TSA2 en presencia de endofito. Este
resultado sugirié que, ante niveles extremos de salinidad, la presencia del endofito seria
contraproducente para la generacion de biomasa radicular, a diferencia del TSA1 de salinidad
intermedia (150mM) donde el comportamiento con y sin endoéfito fue similar. A modo general,
se observa una reduccion del 82% en la biomasa radicular cuando las plantas fueron expuestas

a salinidad en comparacion con aquellas sin estrés salino.
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Grafico 9. Biomasa seca radicular (PMSRaiz) en funcion del tratamiento salino y
endofito. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, o = 0.05). TSAQ: tratamiento sin
sal. TSA1: 150 mM. TSA2: 250 mM. Se representa la media + error estandar (n=3).
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Biomasa acumulada

Para la variable biomasa acumulada, se identificaron factores individuales significativos
tratamiento salino y poblacion (Tabla VII, Anexo). Al analizar el factor tratamiento salino
(Grafico 10), se observo que las menores biomasas se registraron en las plantas no sometidas a
estrés salino, similar a lo observado para las biomasas expuestas anteriormente. La reduccion
registrada al someter las plantas a TSA2 es del 81%, menor respecto sin salinidad, mientras que
para la salinidad intermedia es de 67%, similar a lo ya expuesto para biomasa aérea y radicular.
Estos resultados evidencian el impacto que tiene la salinidad extrema en la generacion de

biomasa del raigras anual.
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Grafico 10. Biomasa seca acumulada (PMSAcum) en funcidn del tratamiento salino.
Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). TSAO: tratamiento sin sal. TSA1:
150 mM. TSA2: 250 mM. Se representa la media + error estandar (n=3). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Por otro lado, la poblacion que presentd la mayor biomasa acumulada fue Feliciano,
mientras que las menores se observaron en Pipinas y Ribeye aunque no se observaron
diferencias significativas entre ambas (Grafico 11). Sin embargo, la tendencia mostr6é que la
poblacién de Ribeye tendria una mayor biomasa acumulada con respecto a Pipinas, aunque esta

tendencia seria minima.
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Grafico 11. Biomasa seca acumulada (PMSAcum) en funciéon de la poblacion.
Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error
estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.
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Relacion K*/Na*

Para la variable relacion potasio/sodio (K'/Na’), se observd que uUnicamente
tratamiento salino arrojé diferencias estadisticamente significativas (Tabla VIII, Anexo). La

relacion K'/Na" solo se vio afectada en niveles de TSA2 (Gréfico 12).
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Grifico 12. Relacion potasio/sodio (K/Na") en funciéon del tratamiento salino.
Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, a.= 0.05). TSAOQ: tratamiento sin sal. TSA1:
150 mM. TSA2: 250 mM. Se representa la media + error estandar (n=3). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Indice de tolerancia: Primer Corte

Para la variable indice de tolerancia al primer corte, se observé diferencia significativa
(Tabla IX, Anexo), al analizar el efecto tratamiento salino (Grafico 13), se observo un menor
indice de tolerancia para el TSA1. La reduccion fue del 51% cuando las plantas se sometieron

a un nivel de salinidad de 250 mM (TSA 2) respecto del tratamiento TSAT.
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Grifico 13. Indice de tolerancia de biomasa seca en el primer corte (IT) en funcién
del tratamiento salino. TSA1l: 150 mM. TSA2: 250 mM. Medias ajustadas por
ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error estandar (n=3). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Al analizar las medias ajustadas de la doble interaccion significativa tratamiento endofito
x poblacion (Grafico 14), se observo que la poblacion Feliciano en presencia del endodfito fue
la que mostro6 los menores valores de IT. Cuando esta misma poblacion no estuvo en presencia
del endofito, arrojé los mayores valores de IT. Las poblaciones de Pipinas y Ribeye mostraron
valores intermedios de IT, aunque con una tendencia opuesta a la poblacion de Feliciano. Es
decir, en Pipinas y Ribeye, las poblaciones en presencia de endodfito arrojaron mayores valores
nominales de IT. Este comportamiento va en linea con la hipotesis de este trabajo, en presencia
del endofito para estas poblaciones. Sin embargo, la poblacion Feliciano estaria siendo afectada

en su IT por la presencia del endéfito.
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Grifico 14. Indice de tolerancia de biomasa seca en el primer corte (IT) en funcién
del tratamiento endofito. E+: con endofito. E-: sin endéfito. Medias ajustadas por
ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error estandar (n=3). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

indice de tolerancia: Segundo Corte

Para la variable indice de tolerancia del segundo corte, se observo efecto significativo
del tratamiento salino (Tabla X, Anexo). En este sentido, en el Grafico 15 se observo que el IT
en el segundo corte fue mayor para TSA1 en comparacion con TSA2. La reduccion observada

en el IT al someter las plantas de raigras a mayor salinidad fue de aproximadamente 56%.

41|Pagina



0.3~

(o]
[+~
B a
@ 0.2-
.5“ I
3
2
2 01- b
B I
—

0.0-

TSA1 TSA2

Tratamiento Salino

Grifico 15. Indice de tolerancia de biomasa seca en el primer corte (IT) en funcién
del tratamiento salino. TSA1l: 150 mM. TSA2: 250 mM. Medias ajustadas por
ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error estdndar (n=3). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Indice de tolerancia: biomasa acumulada

Al igual que para el IT del segundo corte, para la variable indice de tolerancia de
biomasa acumulada, se observo efecto significativo para el factor tratamiento salino (Tabla XI,
Anexo). En el Grafico 16 se mostrd que los mayores valores de IT de biomasa acumulada se
observaron para el TSA1. Al someterse las plantas de raigras a mayores niveles de salinidad,

se registrod una reduccion del 58% en la variable en cuestion.
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Grifico 16. indice de tolerancia de biomasa acumulada (IT) en funcidn del
tratamiento salino. TSA1: 150 mM. TSA2: 250 mM. Medias ajustadas por ANOVA
(Tukey, o = 0.05). Se representa la media + error estandar (n=3). Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas.

Indice de tolerancia: Relacién K*/Na*

Con respecto al indice de tolerancia para la relacion potasio/sodio (K/Na"), se
observaron factores individuales significativos (Tabla XII, Anexo). Para el factor tratamiento
salino (Grafico 17), se observo que las plantas bajo a TSA1 mostraron una mayor tolerancia al

estrés salino en comparacion a aquellas bajo a TSA2. Esta reduccion se calculd en un 50% con

respecto a TSAL.
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Grifico 17. Indice de tolerancia para la relacion K'/Na* en funcién del tratamiento
salino. TSA1: 150 mM. TSA2: 250 mM. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, a
= 0.05). Se representa la media + error estandar (n=3). Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas.

Con respecto al efecto de la poblacion (Grafico 18), se observo que las poblaciones R-y
R+ fueron los de mayor indice de tolerancia para la relacion K'/Na®, una caracteristica crucial

para la tolerancia al estrés salino. En contraste, la poblacion F+ resulté ser el menos tolerante.
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Grifico 18. Indice de tolerancia para la relacion K'/Na" en funcion del genotipo. F-
: Feliciano sin endoéfito, F+: Feliciano con endofito, P-: Pipinas sin endofito, P+:
Pipinas con endofito, R-: Ribeye sin endofito, R+: Ribeye con endofito. Medias
ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error estandar
(n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Relacion entre biomasa acumulada y la relaciéon K*/Na™

Al analizar la variable PMSA en funcion de la K'/Na" (Grafico 19) y dividirlos en cuatro
cuadrantes, que surgen de graficar las medias de ambas variables (ejes), se observo que los
tratamientos quedan claramente divididos entre si, quedando el tratamiento control en los
cuadrantes derecho y los tratamientos TSA1 y TSA2 en los cuadrantes izquierdos. Cabe
destacar que el TSA1 queda en el cuadrante superior izquierdo indicando una mayor relacion
K'/Na", mientras que en el izquierdo inferior se encuentra el TSA2. En larelacion potasio/sodio
se puede observar que la poblacion Feliciano (E-) y Feliciano (E+), en el TSAO, presentan
valores altos tanto en la relacion K*/Na“" como la biomasa acumulada. Pininas (E-) fue una
poblacion que presento un valor arriba de la media para la relacion K'/Na" y los valores de
biomasa acumulada medianos, en el TSAO.

Otras poblaciones que se destacaron fueron: Pininas (E+), Ribeye (E+) y Ribeye (E-);
en el grupo del TSAO, donde presentan una tendencia de buenos resultados en la relacion

K'/Na" y PMSAcumulada.
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Grifico 19. Relacion entre la variable K'/Na' y la biomasa seca acumulada. Tratamiento salino TSAO:
amarillo, TSA1: verde y TSA2: rojo. Segmentacion vertica: media de biomasa seca acumulada.
Segmentacion horizontal: media de K'/Na".

Estimacion de los componentes de la varianza y parametros genéticos

A los fines practicos en la estimacion de los parametros, se reemplaza poblacion por
genotipo (G) i.e. interaccion genotipo (poblacion) por ambiente (GxA).

La Tabla 13 muestra los componentes de varianza, grado de determinacion genética y
coeficientes de variacion (fenotipica y genotipica) estimados para cada cardcter evaluado a

través de los ambientes de salinidad.
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Tabla 13: Variancia fenotipica (%), variancia genética (67,), varianza de la
interaccion de genotipo x ambiente (6°s.), Vvariancia error (7)), grado de
determinacion genética (H?), coeficiente de variacion fenotipica (CVy),
coeficiente de variacion genética (CV,) para todos los caracteres evaluados en
tres niveles de sal. Numero de macollos (Nmac), Tasa de macollo (Tmac),
Altura (Alt), Tasa de altura (Talt) y Peso de materia seca aérea (PMS) y de
raiz (PMSRaiz).

Varianza | Varianza | Varianza | Varianza
Genética | Fenotipica | G*A ERROR

CVi| CV,
HZ

(6%G) (o%r) (6%G*a) (%) % %

Caracter

nmacl 0.044 0.091 0.000 0423 ]0.48 | 11.1 7.7
nmac2 0.318 0.611 0.000 2.641 052|153 | 11.0
nmac3 0.563 1.178 0.000 5.533 | 0.48 | 14.1 9.8
nmac4 0.429 1.397 0.000 8.709 |0.31 | 13.2 7.3
nmac5 0.355 1.357 0.000 9.016 |0.26 | 12.6 6.5
nmac6 0.373 1.422 0.000 9.440 |0.26 | 13.0 6.7
nmac?7 0.000 1.269 0.000 11.420 | 0.00 | 11.5 0.0
nmac8 0.172 1.842 0.000 15.023 | 0.09 | 10.7 3.3
Tmac 0.000 0.001 0.000 0.013 | 0.00 | 22.6 0.0

altl 0.000 0.000 0.000 0.000 |0.00| 0.0 0.0
alt2 0.565 0.801 0.000 2.124 1071 | 5.0 4.2
alt3 1.052 1.361 0.000 2776 1077 | 5.4 4.7
alt4 1.534 2.038 0.000 4.540 |0.75| 6.1 5.3
alts 2.035 2.550 0.000 4.633 | 0.80 | 6.6 5.9
alt6 0.000 0.311 0.000 2.803 |0.00| 5.9 0.0
alt7 0.145 0.827 0.000 6.143 | 0.18| 6.3 2.6
alt8 0.795 1.571 0.000 6.984 |0.51| 8.0 5.7

Taltl 0.002 0.003 0.000 0.005 |0.80| 7.6 6.8
Talt2 0.001 0.002 0.000 0.010 |0.52| 8.2 5.9
PMS1 0.003 0.005 0.003 0.010 |0.63|26.5| 21.1
PMS2 0.003 0.009 0.005 0.040 |0.31|20.1| 113
PMSRaiz | 0.001 0.001 0.000 0.005 10.60 | 14.8| 11.4

La varianza de la interaccion GxA (genotipo por nivel de sal) fue baja en todos los caracteres,
lo que indica que los genotipos respondieron de forma similar en los niveles de sal, y seria
posible realizar seleccion independientemente del ambiente salino. Los caracteres asociados a
la altura de planta previos al primer corte (alt2, alt3, alt4, alt5S y Taltl), fueron los de mayor
grado de determinacién genética (H%>0.7). Los caracteres PMS1, PMRaiz, Talt2, nmacl,
nmac2, nmac3 y alt8 presentaron un GDG intermedio (H?>= 0.5), y el peso de materia seca aérea

en el segundo corte (PMS2) present6 un valor algo menor (H*= 0.3).
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Las Tablas 14, 15 y 16 muestran los componentes de varianza, grado de determinacion genética
y coeficientes de variacion (fenotipica y genotipica) estimados para cada caracter dentro de

cada ambiente de evaluacion (TSAO, TSA1y TSA2).

Tabla 14: Variancia fenotipica (c%), variancia genética (c%), variancia error (c%), grado de
determinacion genética (H?), coeficiente de variacion fenotipica (CVy), coeficiente de variacion
genética (CV,) para todos los caracteres evaluados en el ambiente control (Sal 0). Numero de
macollos (Nmac), Tasa de macollo (Tmac), Altura (Alt), Tasa de altura (Talt) y Peso de materia
seca aérea (PMS) y de raiz (PMSRaiz).

TRATAMIENTO CONTROL - SAL 0
Varianza Varianza Varianza
. . CV¢ CV;
, Genética Fenotipica ERROR ”
Caracter H

(6%c) (o%r) (o%) % %

nmacl 0.068 0.168 0.300 0.40 14.5 9.2
nmac2 1.006 2.138 3.394 0.47 23.7 16.3
nmac3 1.334 3.872 7.613 0.34 19.4 11.4
nmac4 0.323 0.839 1.548 0.38 7.1 4.4
nmac3s 0.376 0.935 1.676 0.40 7.1 4.5
nmac6 0.000 7.187 21.560 0.00 17.1 0.0
nmac7 0.000 8.243 24.730 0.00 15.1 0.0
nmac8 0.000 11.550 34.650 0.00 13.6 0.0
Tmac 0.000 0.011 0.033 0.00 25.2 0.0
altl 0.000 0.000 0.000 0.00 0.0 0.0
alt2 1.263 2.137 2.621 0.59 7.3 5.6
alt3 1.563 2.454 2.673 0.64 5.8 4.6
alt4 0.964 2.609 4.933 0.37 5.2 3.2
alts 2.201 3.528 3.982 0.62 5.7 4.5
alt6 0.000 1.346 4.038 0.00 6.6 0.0
alt7 0.000 3.190 9.571 0.00 5.9 0.0
alt8 0.000 3.787 11.360 0.00 5.8 0.0
Taltl 0.002 0.003 0.005 0.56 5.6 4.2
Talt2 0.002 0.007 0.014 0.33 5.6 3.2
PMSI1 0.017 0.024 0.022 0.69 29.0 24.2
PMS2 0.024 0.060 0.109 0.39 22.1 13.8
PMSRaiz 0.002 0.006 0.013 0.29 13.8 7.5
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Tabla 15: Variancia fenotipica (%), variancia genética (c%y), variancia error (c%), grado de
determinacion genética (H?), coeficiente de variacién fenotipica (CVy), coeficiente de variacion
genética (CV,) para todos los caracteres evaluados en el ambiente Sal 1. Numero de macollos
(Nmac), Tasa de macollo (Tmac), Altura (Alt), Tasa de altura (Talt) y Peso de materia seca aérea

PMS) y de raiz (PMSRaiz).
TRATAMIENTO SAL 1
Varianza Varianza Varianza
. . CV¢ CVg
: Genética Fenotipica ERROR .
Caracter H
(6%G) (%) (%) % %
nmacl 0.000 0.123 0.370 0.00 12.7 0.0
nmac?2 0.000 1.023 3.069 0.00 19.9 0.0
nmac3 0.000 1.806 5.417 0.00 18.0 0.0
nmac4 0.000 2.282 6.846 0.00 18.5 0.0
nmac5s 0.000 2.340 7.019 0.00 18.6 0.0
nmac6 0.000 1.533 4.599 0.00 17.2 0.0
nmac7 0.000 1.503 4.508 0.00 18.7 0.0
nmac8 0.000 2.448 7.345 0.00 19.9 0.0
Tmac 0.001 0.002 0.005 0.25 62.0 30.8
altl 0.000 0.000 0.000 0.00 0.0 0.0
alt2 0.232 0.851 1.857 0.27 5.0 2.6
alt3 0.714 1.682 2.903 0.42 6.1 4.0
alt4 2.352 4.084 5.196 0.58 9.1 6.9
alts 3.564 5.001 4.312 0.71 9.9 8.4
alt6 0.209 1.417 3.624 0.15 17.3 6.6
alt7 0.000 2.191 6.573 0.00 17.5 0.0
alt8 0.000 3.152 9.456 0.00 19.9 0.0
Taltl 0.003 0.005 0.006 0.64 11.8 9.5
Talt2 0.000 0.004 0.012 0.00 33.1 0.0
PMS1 0.001 0.002 0.004 0.40 24.2 15.3
PMS2 0.000 0.002 0.005 0.00 21.6 0.0
PMSRaiz 0.000 0.001 0.001 0.33 21.2 12.2
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Tabla 16: Variancia fenotipica (%), variancia genética (c%y), variancia error (c%), grado de
determinacion genética (H?), coeficiente de variacién fenotipica (CVy), coeficiente de variacion
genética (CV,) para todos los caracteres evaluados en el ambiente Sal 2. Numero de macollos
(Nmac), Tasa de macollo (Tmac), Altura (Alt), Tasa de altura (Talt) y Peso de materia seca aérea
(PMS) y de raiz (PMSRaiz).

TRATAMIENTO SAL 2
Varianza Varianza Varianza
. . CVi CVg
i Genética Fenotipica ERROR .
Caracter H
(6%G) (o%r) (%) % %
nmacl 0.000 0.235 0.704 0.00 18.7 0.0
nmac2 0.000 0.587 1.760 0.00 18.6 0.0
nmac3 0.000 1.487 4.460 0.00 22.3 0.0
nmac4 0.000 1.692 5.077 0.00 22.6 0.0
nmac5s 0.000 1.421 4.264 0.00 20.2 0.0
nmac6 0.000 1.031 3.093 0.00 21.8 0.0
nmac7 0.629 1.418 2.369 0.44 324 21.6
nmac8 0.000 1.018 3.053 0.00 20.0 0.0
Tmac 0.000 0.000 0.001 0.09 86.9 26.2
altl 0.000 0.000 0.000 0.00 0.0 0.0
alt2 0.000 0.622 1.866 0.00 5.1 0.0
alt3 0.000 3.014 3.014 0.00 10.5 0.0
alt4 0.000 1.258 3.773 0.00 6.7 0.0
alts 0.000 1.322 3.966 0.00 6.8 0.0
alt6 0.000 0.187 0.561 0.00 11.7 0.0
alt7 0.000 0.721 2.164 0.00 20.1 0.0
alt8 0.135 0.809 2.021 0.17 21.7 8.9
Taltl 0.000 0.002 0.005 0.00 9.5 0.0
Talt2 0.000 0.001 0.003 0.20 717.7 34.6
PMS1 0.001 0.001 0.001 0.65 33.7 27.1
PMS2 0.001 0.001 0.001 0.71 32.3 27.3
PMSRaiz 0.000 0.001 0.001 0.67 36.0 29.4

Si observamos los resultados del andlisis dentro de cada ambiente, tablas 14, 15 y 16,
vemos que para la mayoria de los caracteres se estimaron menores grados de determinacioén
genética (H?), incluso en el ambiente control salvo algunas excepciones (nmac4, nmac5 y
PMSI1). En general, también se observa que los niveles de sal creciente disminuyeron la
proporcion de varianza genética respecto al analisis conjunto a través de ambientes, salvo en
Tmac y alt6 (TSA1) y en nmac7, PMS2 y PMSRaiz (TSA2).

Lo que se puede destacar es que, en los tres ambientes (TSAO, TSA1 y TSA2), el H?
presentd valores consistentemente elevados para el caracter PMS. En TSAO se observaron altos

valores en PMS1, PMS2 y PMSRaiz; en TSA1 en PMS1 y PMSRaiz; y en TSA2 en PMSI,
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PMS2 y PMSRaiz, lo que resalta la relevancia de este caracter frente a otros bajo diferentes
condiciones de salinidad.

La Tabla 17 muestra el grado de determinacién genética en el andlisis conjunto (3
ambientes) y en el andlisis por ambiente, donde en negrita se indica para cada caracter donde

se detectd la mayor proporcion de varianza genética (H?).

Tabla 17: Grado de determinacion genética (H?) para genotipos de
raigras anual diploide evaluados en 3 ambientes salinos (Combinado) y
por cada ambiente individual (TSAIO; TSA1; TSA2).

2
Caracter H
Combinado TSA0 TSA1l TSA2
nmacl 0.48 0.40 0.00 0.00
nmac?2 0.52 0.47 0.00 0.00
nmac3 0.48 0.34 0.00 0.00
nmac4 0.31 0.38 0.00 0.00
nmac5 0.26 0.40 0.00 0.00
nmac6 0.26 0.00 0.00 0.00
nmac?7 0.00 0.00 0.00 0.44
nmac8 0.09 0.00 0.00 0.00
Tmac 0.00 0.00 0.25 0.09
altl 0.00 0.00 0.00 0.00
alt2 0.71 0.59 0.27 0.00
alt3 0.77 0.64 0.42 0.00
alt4 0.75 0.37 0.58 0.00
alts 0.80 0.62 0.71 0.00
alt6 0.00 0.00 0.15 0.00
alt7 0.18 0.00 0.00 0.00
alt8 0.51 0.00 0.00 0.17
Taltl 0.80 0.56 0.64 0.00
Talt2 0.52 0.33 0.00 0.20
PMS1 0.63 0.69 0.40 0.65
PMS2 0.31 0.39 0.00 0.71
PMSRaiz 0.60 0.29 0.33 0.67

Se observa (Tabla 17) que para la mayoria de los caracteres el analisis conjunto presentod
las mejores estimaciones de grado de determinacion genética, indicando que se podria
seleccionar independientemente del ambiente de evaluacion. Sin embrazo, que en algunos
caracteres de interés (PMSRaiz y PMS2) tal vez si sea justificable la seleccion dentro de los
ambientes de estrés salino.

La Tabla 18 muestra los coeficientes de correlacion genética entre 10 caracteres
evaluados en genotipos diploides de raigras anual bajo 3 niveles de salinidad. En el caso de los
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caracteres de altura y nimero de macollos, se incluyeron en el analisis solo las fechas previas a
los cortes de produccion de materia seca (alt5, alt8, nmac5 y nmac8). Se detectaron asociaciones
positivas y significativas entre los siguientes caracteres: nmacS5/nmac8, nmac5/alts,
nmac5/Talt2, nmac8/Talt2, alt5/alt8, alt5/Taltl, alt5/Talt2, alt5/PMS2, alt8/Taltl, alt8/Talt2,
Taltl/PMS2, PMS1/PMS2 y PMS2/PMSRaiz. Por otro lado, se detectaron asociaciones
negativas y significativas entre los caracteres: nmac8/PMS2 y entre nmac8/PMSRaiz. El
conocimiento de este tipo de asociaciones es de gran importancia en los programas de
mejoramiento que evaltan varios caracteres en simultdneo, ya que permite definir caracteres

“objetivo” y distintas estrategias de seleccion (directa o indirecta).

Tabla 18: Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) para el analisis
combinado (3 ambientes salinos).

Caracter | nmac5 | nmac8 | Tmac alts alt8 Taltl | Talt2 | PMS1 | PMS2

nmac8 | 1.00%*

Tmac NA NA

alts 0.82%* | -0.06 NA

alt8 0.79 0.12 NA | 0.97**

Talt1 0.59 -0.43 NA | 0.99%* | 0.99%*

Talt2 1.00%* | 1.00** | NA 0.84* | 1.00** | 0.78

PMS1 0.29 0.10 NA 0.41 0.35 0.52 0.07

PMS2 -0.29 |-1.00**| NA | 0.89** | 0.53 | 1.00** | 0.27 | 1.00**

PMSRaiz | -0.69 |-1.00**| NA 0.51 -0.26 0.58 -0.26 0.85 | 1.00**
** n<0.01, * p<0.05, NA= no calculado por el modelo dado h*<0.05

Las Tablas 19, 20 y 21 muestran los coeficientes de correlacion genética entre los
mismos caracteres anteriormente mencionados, pero dentro de cada ambiente de estrés salino.
En este analisis dentro de ambientes de salinidad, si bien se detectaron algunas asociaciones
significativas entre caracteres, fueron menores en proporcion a las estimadas para el analisis
combinado, dado que muchos caracteres presentaron bajas heredabilidades dentro de los

ambientes de salinidad.
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Tabla 19: Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) en el tratamiento

Sal=0.

Caracter | nmacS | nmac8 | Tmac alts alt8 Taltl | Talt2 | PMS1 | PMS2
nmac$8 NA

Tmac NA NA

alt5 NA NA NA

alt8 NA NA NA NA

Taltl NA NA NA | 0.98** | NA

Talt2 NA NA NA | 0.92** | NA 0.79

PMSI1 NA NA NA 0.18 NA 0.17 0.17

PMS2 NA NA NA 0.50 NA 0.50 0.36 | 1.00%*
PMSRaiz| NA NA NA 0.51 NA 0.47 0.22 | 1.00%* | 1.00**

** p<0.01, * p<0.05, NA= no calculado por el modelo dado h*<0.05

Tabla 20: Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) en el tratamiento

Sal=1.

Caracter | nmac5 | nmac8 | Tmac alts alt8 Taltl | Talt2 | PMS1 | PMS2
nmac8 NA

Tmac NA NA

alts NA NA 1.00%*

alt8 NA NA NA NA

Taltl NA NA 1.00** | 1.00%* | NA

Talt2 NA NA NA NA NA NA

PMSI1 NA NA -0.75 0.75 NA 0.74 NA

PMS2 NA NA NA NA NA NA NA NA
PMSRaiz| NA NA | -1.00%*| 0.92** | NA 0.87* NA 0.81% NA

#* n<0.01, * p<0.05, NA=no calculado por el modelo dado h?<0.05

Tabla 21: Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) en el tratamiento

Sal=2.

Caracter | nmacS | nmac8 | Tmac alts alt8 Taltl | Talt2 | PMS1 | PMS2
nmac8 NA

Tmac NA NA

alts NA NA NA

alt8 NA NA 1.00** | NA

Taltl NA NA NA NA NA

Talt2 NA NA 1.00** | NA | 1.00** | NA

PMS1 NA NA 0.69 NA 0.80* NA 0.88*

PMS2 NA NA | 1.00** | NA | 1.00** | NA | 1.00*%* | 1.00**
PMSRaiz| NA NA | 1.00** | NA 0.62 NA 0.74 | 1.00%* | 0.93**

#* p<0.01, * p<0.05, NA= no calculado por el modelo dado h?<0.05
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Componentes principales

Con el objetivo de describir las diferentes poblaciones en funcion de los parametros
agronomicos cuantitativos, se realizé un analisis de Componentes Principales (ACP), en el cual
los componentes 1 (PC1) y 2 (PC2) explicaron el 95.48% de la variabilidad presente.

En el Grafico 20, se observa que el componente principal 1 separa claramente las
poblaciones en dos grupos: expuestas y no expuestas a salinidad, sugiriendo que este estrés fue
determinante en los parametros agrondémicos medidos. En este sentido, en el primer grupo se
encuentran las variables Taltl, Talt2 y Tmac que estdn asociadas positivamente con los
genotipos de Ribeye (OR+ y OR-) y Pipinas (OP+ y OP-) no expuestos a salinidad, lo que indica
que estas poblaciones arrojaron valores elevados de tasa de crecimiento en altura y tasa de
macollaje. Los genotipos Feliciano (OF+ y OF-) no expuestos a salinidad se asociaron
positivamente con las variables de generacion de biomasa, tanto aérea como radicular. Por el
otro lado, en el cuadrante derecho del grafico, se agrupan los genotipos expuestos a salinidad
en diferentes niveles, es decir, los genotipos expuestos a salinidad 1 (150 mM) y los expuestos
a salinidad 2 (250 mM). Todos estos tratamientos mostraron niveles bajos de los parametros
evaluados lo que se puede apreciar por la ubicacion de sus vectores en sentido opuesto a los
vectores de las variables. El componente principal 2, por el contrario, explica muy poca
variabilidad (2.7 %) lo que indica que la mayor diferenciacion se da a lo largo del componente

principal 1.
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Grafico 20. Analisis de Componentes principales de los genotipos estudiados. PC1:
componente principal 1. PC2: componente principal 2. P-: Pipinas sin endéfito. P+: Pipinas
con endofito. R-: Ribeye sin endéfito, R+: Ribeye con endoéfito. F-: Feliciano sin endofito.
F+: Feliciano con endofito. 0: sin tratamiento salino. 1: tratamiento con salinidad 150 mM.
2: tratamiento con salinidad 250 mM. Las elipses verdes: TSAO, elipses celestes: TSA1 y
elipses violetas TSA2. Las elipses indican la agrupacion de los tratamientos en el espacio
multivariado, mientras que las flechas representan las variables evaluadas. Los puntos
individuales corresponden a cada combinacion de tratamiento salino, poblacion y
tratamiento endofito (con +/ sin -).

DISCUSION

Los resultados hasta aqui presentados confirman que la salinidad es un factor
determinante en el desarrollo vegetal, disminuyendo significativamente variables como niimero
de macollos, altura de planta, produccion de biomasa, todos parametros que a medida que
aumentan los niveles de sal (Zelm et al., 2020; Li et al., 2023). Este efecto sobre el macollaje
también ha sido reportado en raigras anual, donde la densidad de macollos totales puede
reducirse hasta en un 50% bajo salinidad (Ceaglio, 2019; Xie et al., 2021), mientras que los
macollos fértiles se ven ain mas comprometidos, reflejando la sensibilidad de este caracter
frente al NaCl (Svecnjak et al., 2022).

El efecto del endofito fue mas evidente en condiciones no salinas (0 mM), donde Ribeye

y Feliciano mostraron un mayor numero de macollos, mientras que los genotipos expuestos a
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condiciones salinas de TSAl (150 mM) presentaron respuestas intermedias,
independientemente de la presencia del endofito. Sin embargo, su influencia se diluy6 bajo
condiciones de salinidad extrema (250 mM), lo que sugiere que la efectividad del endofito es
limitada en ambientes de alto estrés. Esto se alinea con las observaciones de Guo et al. (2023),
quienes plantean que la presencia del endofito puede ser efectiva en condiciones moderadas de
salinidad, pero insuficiente en situaciones extremas de salinidad.

En cuanto a la altura, el comportamiento es consistente con estudios previos que
destacan la relacion inversa entre la salinidad y el crecimiento (Li et al, 2023). Pipinas,
particularmente, mostré una sensibilidad elevada, destacando que ciertos genotipos son mas
vulnerables al estrés salino. La presencia del endofito en este genotipo mitiga parcialmente el
efecto adverso, apoyando la hipdtesis de que Epichloé occultans mejora el balance 16nico y la
tolerancia al estrés salino (Liu et al, 2022). Solo el TSAO (control) mostr6 diferencias
significativas en la altura de las plantas entre las semanas 35 y 49, lo que sugiere un efecto
positivo del rebrote. En los demads tratamientos no se observaron diferencias entre esas semanas,
indicando ausencia de recuperacion tras el corte bajo condiciones salinas, siendo este efecto
mas marcado en el TSA2. En conjunto, estos hallazgos refuerzan la idea de que la salinidad
limita severamente la capacidad de rebrote y crecimiento en altura, y que la asociacién con
endofitos puede atenuar, aunque no revertir por completo, dichos efectos adversos. En linea con
estos resultados, en L. multiflorum, Xie et al. (2021) reportaron reducciones del 47-53% en la
tasa de crecimiento en altura bajo 200 mM NaCl, lo que confirma la alta sensibilidad de este
caracter a la salinidad.

El analisis de la biomasa acumulada en los diferentes cortes refleja la influencia
diferenciada del endofito seglin el genotipo. Mientras que Ribeye mostrd una tendencia positiva
en presencia del endofito, Feliciano y Pipinas tuvieron una disminucién en su biomasa bajo esta
misma condiciéon. Estos resultados destacan la complejidad genotipo-especifica de la
interaccion planta-endofito, sugiriendo que su eficacia depende del contexto genético y
ambiental (Munns y Tester, 2008). De manera consistente, estudios en L. multiflorum
reportaron reducciones de hasta 80% de la biomasa bajo salinidad severa (Ceaglio, 2019); sin
embargo, la inoculacion con endofitos o rizobacterias benéficas, como Serendipita indica,
permitié mitigar estas pérdidas, promoviendo incrementos en biomasa y altura bajo estrés (Liu
etal.,2019; Meng et al., 2023).

En el segundo corte, la drastica reduccion de la biomasa, particularmente bajo

condiciones de 250 mM de salinidad (TSA2), respalda la teoria del impacto acumulativo del
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estrés salino, que dificulta significativamente la capacidad de las plantas para recuperarse
durante el rebrote tras el corte. Esta disminucion del 81% en la biomasa acumulada, junto con
una reduccion del 58% en el indice de tolerancia, evidencia el alto costo fisioldgico asociado al
estrés salino extremo, como también lo sefialan El-Hendawy et al. (2005). De manera
consistente, Palacios (2023) reportd que el estrés salino afecta severamente la produccion de
biomasa en Festuca arundinacea, observando que, en condiciones controladas, los tratamientos
salinos (TSA1 y TSA2) redujeron el peso seco total por planta en un 71,5% y un 83,4%,
respectivamente, en comparacion con el control. De forma similar, en L. multiflorum se ha
observado una marcada depresion del rebrote a 100-200 mM NaCl (Xie et al., 2021). Estos
resultados refuerzan la relacion entre la duracion de la exposicion a altas concentraciones de sal
y el incremento en el impacto negativo sobre la biomasa acumulada.

En cuanto al indice de tolerancia (IT), se observo que la reduccion registrada en el primer
corte (51%) se intensifico en el segundo, lo que sugiere que las plantas experimentaron un
retraso en la recuperacion tras el rebrote. De manera consistente, el IT calculado a partir de la
biomasa acumulada mostré un comportamiento similar, con una disminucion del 56%,
comparable a la observada en el segundo corte. Estos resultados indican que el mayor impacto
del estrés salino se manifiesta luego del rebrote, cuando las plantas deben destinar recursos
adicionales para sostener el crecimiento, lo que se traduce en una disminucion mas marcada del
IT. En concordancia, Richardson ef al. (2023) demostraron que la presencia de Epichloé puede
modificar la produccion de biomasa y la transmision vertical, con efectos directos sobre el
rendimiento y la estabilidad del rasgo en distintas condiciones ambientales. Dichos hallazgos
refuerzan la hipdtesis de que la interaccion entre endofito y huésped no solo afecta la
acumulacion de biomasa total, sino también la capacidad de recuperacion tras el corte, lo que
se refleja en las diferencias observadas en el IT.

La relacion K*/Na* mostré ser un indicador crucial de la tolerancia al estrés salino, con
resultados significativamente afectados bajo niveles extremos de salinidad (Shabala y Cuin,
2008). La capacidad de Ribeye para mantener una relacion K*/Na* mas alta, y un indice de
tolerancia superior, evidencia su potencial adaptativo en condiciones adversas, mientras que
Feliciano y Pipinas presentaron comportamientos menos eficaces. Esto sugiere que una
proporcion 6ptima de K*/Na* es fundamental para la homeostasis idnica y el funcionamiento
enzimatico, esenciales para la supervivencia en ambientes salinos. En linea con estos hallazgos,
Ceaglio (2019) reportd que, en L. multiflorum, los diploides mantuvieron relaciones K*/Na*

significativamente mas altas que los tetraploides bajo 200 mM NaCl, lo que se asocia con mayor
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tolerancia. De manera consistente, estudios clasicos en Lolium spp. mostraron caidas drasticas
de la relacion K*/Na® (<1) a concentraciones de 100-150 mM (Shima et al., 1998). Este
comportamiento podria deberse a que la presencia de sales activa la maquinaria de regulacion
osmotica en las plantas de raigras; sin embargo, al alcanzarse niveles extremos de salinidad,
dicha regulacién se ve atenuada, lo que incrementa la acumulacion interna de Na* y reduce de
manera significativa la relaciéon K*/Na*. En conjunto, estos resultados refuerzan la importancia
de este cociente como un parametro fisioldgico clave para comprender y predecir la respuesta
adaptativa de los genotipos frente al estrés salino.

El analisis genético mostrd que la interaccion genotipo-ambiente es limitada, lo que
indica la posibilidad de seleccionar genotipos en condiciones de control para su uso en
ambientes salinos. La heredabilidad alta en caracteres como altura antes del corte (Alt2, Alt3,
Alt4) sugiere que estos pueden ser seleccionados de manera eficiente en programas de
mejoramiento, mientras que caracteres como PMS2 requieren un enfoque mas especifico dentro
de ambientes salinos. Las asociaciones positivas entre caracteres fenotipicos y genotipicos
destacan el potencial de implementar programas de mejoramiento basados en correlaciones
genéticas, un enfoque fundamental para fortalecer la resiliencia de las plantas frente al estrés
ambiental. Ademas, el grado de determinacion genética, o heredabilidad en sentido amplio,
estimado en este estudio, abarca no solo efectos aditivos, sino también posibles influencias de
la dominancia y la epistasia. Esto lo convierte en un indicador robusto del potencial para llevar
a cabo una seleccion exitosa de genotipos tolerantes a la salinidad en el germoplasma evaluado,
optimizando asi las estrategias de mejoramiento en ambientes adversos. En este sentido, esta
estrategia resulta especialmente viable considerando la alta heredabilidad reportada en
caracteres morfofisioldgicos como altura en L. multiflorum, lo que respalda la factibilidad de
programas de seleccion para tolerancia a salinidad (Ceaglio, 2019; Xie ef al., 2021). La
seleccion de genotipos especificos, junto con la incorporacion de endofitos, representa una
estrategia prometedora para mejorar la tolerancia y la persistencia de raigras. Sin embargo, su
efectividad depende de la compatibilidad entre la cepa de Epichloé, el genotipo huésped y las

condiciones ambientales, por lo que cada caso debe evaluarse cuidadosamente (Eady, 2021).
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CAPITULO 3: SEQUIA

La sequia es uno de los principales factores de estrés abiotico que afecta el crecimiento
y el desarrollo de las plantas (Gupta et al., 2020). La sequia puede inducir una serie de
respuestas fisioldgicas, como senescencia de las hojas (incluso, la muerte), dafo en la
membrana celular, inhibicion de la fotosintesis, aumento de la pérdida oxidativa y acumulacion
de metabolitos secundarios. Todo esto conduce a la disminucidn del rendimiento de las plantas.
Por lo tanto, estas responden al estrés por sequia a través de una serie de cambios morfoldgicos,
fisiologicos, bioquimicos, celulares y moleculares (Cheng et al., 2022).

En este capitulo se relataran los experimentos realizados en condiciones de sequia para

responder a los objetivos especificos 2,4y 5.

MATERIALES Y METODOS

El germoplasma en estudio es el mismo que en el experimento de salinidad detallado

en el capitulo 2.

Tratamiento sequia

Se establecieron tres tratamientos, que a continuacion se describen detalladamente:

e Tratamiento control o tratamiento 0 (TSEQO): 66 % CC (1200 ml)
e Tratamiento 1(TSEQ1): 60 % CC (600 ml)
e Tratamiento 2 (TSEQ2): 57 % CC

Los valores se definieron segin los niveles de humedad del suelo, que se midieron
utilizando una sonda TDR 300. Esta sonda permiti6 lograr tanto la obtencion de datos brutos
como la normalizacion de estos en porcentajes de capacidad de retencion de agua del sustrato.
El valor obtenido con la sonda se registrd en Period, que serd la unidad utilizada para medir el
porcentaje de agua, emitida por la sonda TDR 300.

Para determinar la humedad del suelo y su capacidad de retencidn, se utilizé una muestra de la
mezcla de tierra y arena que se iba a emplear. Esta muestra fue analizada en laboratorio

mediante el método de olla extractora de presion a 030 atm (ISO/FDIS 11274).
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La capacidad de retencion del sustrato, denominada capacidad de campo (CC), se
determind preparando una maceta con una mezcla en proporcion 1:1, saturandola con agua y
dejandola drenar durante 24 horas. El valor promedio de la capacidad de campo obtenido en
este proceso fue de 3240 Period.

Para establecer los niveles de estrés hidrico, se monitore6 una maceta con plantas
durante un periodo previo al inicio del ensayo de sequia. Esto permiti6 identificar en qué valores
de Period las plantas presentaban sintomas notables de estrés hidrico. Asi, se definieron los
valores correspondientes al control (TSEQOQ), al tratamiento 1 (TSEQI1) y al tratamiento 2
(TSEQ?2). La humedad edafica se registro tres veces por semana.

Se establecid que el tratamiento control debia mantener valores de Period en torno a
2400 (equivalente al 66 % de la capacidad de campo), lo cual se logr6 mediante riegos
periodicos de 1200 ml de agua. Para el tratamiento 1, las plantas se regaron con 600 ml de agua
cuando el Period promedio alcanzaba los 2180 (equivalente al 60 % de la capacidad de campo).
Por otro lado, las plantas del tratamiento 2 recibieron riegos de 600 ml de agua cuando el Period
promedio llegaba a 2100 (equivalente al 57 % de la capacidad de campo, este valor fue
suficiente para observar diferencias con el T2). Estos riegos intermitentes no solo permitieron
establecer los tratamientos de sequia para evaluar la resistencia al estrés, sino también evaluar

la capacidad de recuperacion de las plantas.

Disefio experimental y acondicionamiento

Este ensayo se llevo a cabo en maceta, bajo condiciones de sequia, en un disefio en
bloques completamente aleatorizado (DBCA) con arreglo factorial (3x2x3) con tres
repeticiones y diez plantulas en cada maceta. Se trabajo con las tres poblaciones citadas
anteriormente (Pipinas, Feliciano y Ribeye), infectadas con el endofito (E+) y no infectadas, es
decir, sin el endofito (E-).

Las poblaciones se expusieron a los siguientes niveles de estrés: TSEQO o Control:
66 % CC; TSEQ1: 60 % CC; TSEQ2: 57 % CC. La unidad experimental fue la maceta con diez
plantulas (E+ o E-), dos niveles de infeccion x 3 tratamientos x 3 repeticiones.

Previamente, en los meses de julio y agosto de 2021, se prepararon las semillas que
fueron sembradas en speedling con una mezcla de tierra y arena en proporcion 1:1. Ademas, se
realizd un monitoreo semanal de los plantines, con riego y cortes para estimular el crecimiento

y el macollaje, y para darle uniformidad. En esos dos meses se desarrollaron los plantines. En
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la segunda quincena de agosto de 2021 se prepararon los platines para sembrarlos en macetas:
se lavaron las raices y se separaron cuidadosamente por poblacion e infeccion.

En los meses previos, también se calculd la proporcion de tierra y de arena para la
mezcla que se utilizo en el experimento. Tras analizar varias combinaciones en el laboratorio,
se determin6 que una proporcién igual de tierra y arena, denominada franco arenoso, era la mas
adecuada. Esta conclusion se bas6 en pruebas realizadas en invernadero, donde se comprob6
que una relacion de 1:1 proporcionaba un 6ptimo drenaje de agua y permitia cumplir con los
tratamientos en los tiempos establecidos.

En el momento de la siembra, se rellenaron las macetas con la mezcla preparada y se
sembraron cuidadosamente. Luego, se procedid a regar cada una de las macetas hasta alcanzar
la saturacion, utilizando 1200 ml de agua comun. Por ltimo, todas las plantas fueron cortadas

a una altura uniforme de 5 cm para dar inicio al ensayo.

Caracteres evaluados

Nimero de macollos por planta: se realizé el conteo manual semanal durante nueve semanas

(Mac1-Mac9), planta por planta, y por maceta.

Altura por planta (cm): se realizaron mediciones semanales durante ocho semanas (Alt2-

Alt9).

Biomasa de planta: primer corte (g): en la quinta semana, se realizé el primer corte.
Biomasa de planta: segundo corte y biomasa radicular (g): en la novena semana, se realizd
el segundo corte. En ambos cortes se evaluo el peso seco aéreo y, en el segundo corte, se midio
tanto el peso seco aéreo como el radicular (en gramos por planta).

indice de tolerancia: Para distinguir entre plantas tolerantes y plantas susceptibles, se emple6

el indice de tolerancia (IT), el cual se puede calcular a partir de los datos de biomasa seca aérea

y radicular. El IT se determina mediante la siguiente formula:

IT=X1/Xcx 100
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Donde Xi representa el valor de cada plantula en tratamiento salino o de sequia y Xc es
la media del grupo de control.

Se define como "tolerante" aquel material que presenta un IT alto, mientras que se
considera "susceptible" el material con un IT mas bajo (Ashraf et al., 1986; Shannon, 1997; Ali

et al., 2002; Maciel, 2019; Acufa, 2020).

Radiacion: Empleamos el equipo BAR-RAD 50 de la marca Cavadevices para medir la
radiacion incidente en las plantas. Las mediciones se realizaron maceta por maceta, por arriba
y por abajo de las hojas (entre las hojas). La incorporacion de este equipo al experimento tenia
como objetivo introducir una variable adicional para enriquecer el estudio y para ampliar su
alcance, dado que el crecimiento vegetal estd estrechamente vinculado a la energia recibida de
la radiacion solar. Las mediciones se realizaron de forma semanal, abarcando un total de seis

semanas (S1 a S6, donde “S” corresponde a semana) (Imagen X en anexo).

Contenido relativo de agua (CRA): El concepto de "turgencia relativa" (Weatherley 1950) se
empled como una medida del déficit de agua en las hojas. Esta técnica compara el contenido de
agua de una hoja recién cortada con el contenido de agua completamente turgente, y expresa el
resultado en porcentaje. Se aplic6 el método de Barrs y Weatherley (1962) para evaluar el
contenido relativo de agua (CRA) antes de los dos cortes realizados, utilizando muestras de
tejido foliar seleccionado por planta. Se tomaron medidas de peso fresco (en gramos), peso
turgente (tras una inmersion en agua destilada durante 24 horas desde el corte del peso fresco)

y peso seco de cada hoja.

Por lo tanto, segun la férmula de Barrs y Weatherley (1962), el Contenido Relativo de

Agua se estim6 aplicando la siguiente formula:

CRA = (PF — PS) / (PT — PS) x 100

Donde PF, PT y PS son, respectivamente, los valores de peso fresco, peso turgente y

peso seco de las hojas individuales.

Sonda de medicion: Se realizé un seguimiento trisemanal de la disminucion progresiva del
contenido de humedad del suelo, utilizando una sonda TDR 300, y se obtuvieron los valores de

Period y de VWC% en cada ocasion (Imagen XI en anexo).
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Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos, estimaciones de pardmetros y coeficientes de correlacion genética se

llevaron a cabo de la misma manera que en el capitulo 2 sobre salinidad.
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RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en poblaciones diploides de
raigras anual (Lolium multiflorum Lam.), evaluados en asociacion y en ausencia del endofito
Epichloé occultans, creciendo bajo tres condiciones hidricas diferentes: control (TSEQO),
sequia 1 (TSEQ1) y sequia 2 (TSEQ?2). El andlisis incluyé un conjunto de variables como
numero de macollos por planta, altura, biomasa aérea en primer y segundo corte, biomasa
radicular, biomasa acumulada, indices de tolerancia a la sequia, contenido relativo de agua y
radiacion interceptada.

Ademas, se estimaron componentes de varianza y pardmetros genéticos relevantes,
como el grado de determinacion genética y los coeficientes de variacion fenotipica y genotipica,
calculados tanto en el analisis conjunto de los tres ambientes como de manera especifica en
cada condicion de evaluacion.

Finalmente, se presentan los coeficientes de correlacion genética entre los caracteres
analizados y los resultados del analisis de componentes principales, con el fin de integrar y
visualizar de manera global la respuesta de las poblaciones de raigras anual frente a distintos

niveles de sequia.

Namero de macollos por planta

Para el nimero de macollos por planta (Grafico 21) se muestra la evolucion temporal del
numero de macollos en cada una de las poblaciones, si bien el efecto poblaciones no fue
significativo (p=0.07) hubo una tendencia (Tabla XXIL, Anexo). Se observé que, después del
primer corte, hubo una disminucion en el nimero de macollos. Tras el corte, las poblaciones
presentaron un comportamiento similar, aunque Feliciano presentd una tendencia mayor en el

namero de macollos.
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Grafico 21. Diagrama de perfiles multivariados del niimero de macollos de cada
poblacion en funcidn del tiempo (semanas). Linea punteada vertical en rojo indica
el momento del primer corte. Se representa la media + desvio estandar (n=3).

Si bien, no hubo efecto de endofito (p=0.8; Tabla XXIL, Anexo), en el grafico 22 se
observa el perfil multivariados agrupados por endofito. Se observd que, previo al corte los
tratamientos sin endofito mantuvieron mayores numeros de macollos que los tratamientos con
endofito, sin embargo, después del corte se observo que los tratamientos con endofito tendieron

a mantener un nimero mayor de macollos en comparacion con aquellos sin endofito.

Numero de macollos
»
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Gréfico 22. Diagrama de perfiles multivariados del nimero de macollos por
presencia de endofito, en funcion del tiempo (semanas). Linea punteada vertical en
rojo indica el momento del primer corte. Se representa la media + desvio estdndar
(n=3).
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Para la variable nimero de macollos se observaron interacciones significativas (Tabla
XXII, Anexo), sin embargo, destaco la doble interaccion tratamiento sequia x tiempo (Grafico
23). Se observo que los tratamientos con el mayor nimero de macollos correspondieron a los
sometidos al TSEQO a partir del dia 27. Por el contrario, los tratamientos que mostraron el
menor numero de macollos fueron los sometidos al TSEQ2 de sequia los dias 41, 48 y 55 con
valores de 0.015, 0.013 y 0.012 macollos, respectivamente. Por otra parte, se observo que los
tratamientos bajo condiciones de control (TSEQO0) aumentaron el nimero de macollos a lo largo
del tiempo hasta llegar a un maximo al dia 48 y luego decaer suavemente. Sin embargo, en los
tratamientos con sequia impuesta se observo un comportamiento singular, en el que el nimero
de macollos cay6 a partir del dia 34, y mas abruptamente en el tratamiento TSEQ2, el mas

severo de sequia.
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Grafico 23. Numero de macollos por planta en funcion del tiempo (dias) para los tres
tratamientos de sequia. 0: tratamiento control. 1: tratamiento sequia 1. 2: tratamiento sequia
2. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, o= 0.05). Se representa la media + error estandar

(n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Altura de planta

En el Gréfico 24, se represento el crecimiento de la planta en altura a lo largo de los dias
del ensayo. Se observd que las tres poblaciones evaluadas tuvieron comportamientos muy
similares durante todo el periodo. El rango en altura fue desde un minimo de 11.29 cm hasta un
maximo de 31.85 cm. La altura de las plantas aumenté de manera constante hasta el momento
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del primer corte. Luego de este corte, volvid a crecer en altura, pero se observd que este
crecimiento fue menos pronunciado. Esto puede deberse a un retardo en la recuperacion o

rebrote de la planta luego del corte.
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Grafico 24. Diagrama de perfiles multivariados de la altura de plantas de raigras
en funcién del tiempo (semanas), para cada poblacion en estudio. Linea punteada
vertical en rojo indica el momento del primer corte.

En el Grafico 25, se represento la altura de planta en funcion de los dias, para cada
tratamiento de sequia (A) y tratamiento endofito (B). Se observo que, hasta el primer corte, la
altura de planta fue mayor en aquellas no sometidas a sequia, mientras que las plantas bajo
tratamiento de sequia mostraron menores valores de altura. Luego del primer corte, se observo
una buena recuperacion de las plantas no sometidas a sequia, alcanzando alturas similares a las
observadas inmediatamente antes del corte, lo que sugiri6 una buena capacidad de recuperacion
bajo pastoreo. Para los tratamientos con sequia impuesta, se observd que aquellas plantas
sometidas al TSEQI se recuperaron casi en la misma magnitud que aquellas bajo control,
aunque no hubo incrementos posteriores en altura, manteniéndose esta relativamente constante
hasta finalizado el ensayo. Finalmente, las plantas sometidas al TSEQ2 de sequia no mostraron
recuperacion alguna después del corte, quedando practicamente igual que al momento del corte.
Este resultado resaltod el efecto crucial de la falta de agua en la capacidad de recuperacion de la
planta después de un pastoreo, reforzando la importancia de contar con un buen perfil de agua
inmediatamente después del pastoreo. Por otra parte, el Grafico 25 B no mostrd un efecto
notorio de la presencia del endofito en cuanto a altura de planta, considerando la similitud entre

ambas curvas.
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Grafico 25. Diagrama de perfiles multivariados de la altura de plantas de raigras en
funciéon del tiempo (semanas) para cada tratamiento sequia (A) y para cada
tratamiento endofito (B). E+: con endofito. E-: sin endofito. Linea punteada vertical
en rojo indica el momento del primer corte.

Para la variable altura de las plantas bajo condiciones de sequia, se encontrd diferencia
significativa (Tabla XXIII, Anexo), destacandose la interaccion triple tratamiento sequia x
poblacion x dias (Grafico 26). En esta interaccion, se observo que las menores alturas de planta
se registraron en aquellas sometidas al TSEQ2 de sequia, el mas severo, y a partir del primer
corte. Por el contrario, las mayores alturas se observaron en las plantas bajo el TSEQO y el
TSEQI1 hasta el dia 27, previo al corte. Esto denotd el efecto contundente de la sequia,
principalmente luego de un corte por pastoreo, sobre la capacidad de recuperacion de las
plantas. En el Grafico 26 se presenta la significancia estadistica de la combinacion tratamiento

sequia x tiempo, dentro de cada poblacion, a efectos de resumir la informacion.
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Grafico 26. Altura de plantas (cm) de raigras en funcion del tiempo (dias) para cada
poblacién y tratamiento sequia. TSEQO: tratamiento control. TSEQ1: tratamiento
sequia 1. TSEQ2: tratamiento sequia 2. Se representa la media + error estandar
(n=3). La comparacion se hizo dentro de cada poblacidon para la combinacion
tratamiento sequia x tiempo (Fisher, a = 0.05).
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Biomasa de planta: Primer Corte

Al analizar la biomasa en el primer corte, se observo una diferencia significativa en uno
de los factores (Tabla XXIV, Anexo): efecto tratamiento de sequia (Gréfico 27). Se evidencid
que las plantas bajo el TSEQO presentaron los mayores valores de biomasa, mientras que
aquellas bajo el TSEQ2 mostraron los menores valores, con un 30% menor respecto del control.
Mientras que, el TSEQI1 present6d valores intermedios, con un 20% respecto del control y

productivamente mas cercanos al TSEQ?2.
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Grafico 27. Biomasa seca de plantas de raigras en el primer corte sometidas a
diferentes tratamientos de sequia. TSEQO: tratamiento control. TSEQI:
tratamiento sequia 1. TSEQ2: tratamiento sequia 2. Medias ajustadas por
ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error estandar (n=3). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Biomasa de planta: Segundo Corte

Para la variable biomasa seca en el segundo corte, se observaron interacciones
significativas (Tabla XXV, Anexo). En la doble interaccion poblacion x tratamiento endofito
(Grafico 28), se observo que las plantas con mayor biomasa fueron aquellas sometidas al
TSEQO, con reducciones progresivas a medida que aumentaba la intensidad del tratamiento de
sequia. En comparacion con el TSEQO, las plantas bajo TSEQ1 redujeron su biomasa en un
72%, mientras que aquellas bajo TSEQ2 mostraron una reduccion del 89%, ambas respecto del

control.
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Grafico 28. Biomasa seca de plantas de raigras en el segundo corte sometidas a
diferentes tratamientos de sequia. TSEQO: tratamiento control. TSEQI:
tratamiento sequia 1. TSEQ2: tratamiento sequia 2. Medias ajustadas por
ANOVA (Tukey, o =0.05). Se representa la media + error estandar (n=3). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Si comparamos los Graficos 27 y 28, observamos que no hubo diferencias sustanciales
en la biomasa seca del primer y segundo corte para los TSEQO y TSEQI. Sin embargo, se
evidencio una reduccion significativa en el valor nominal de la biomasa seca bajo el TSEQ2
hacia el segundo corte, lo que indica una menor capacidad de recuperacion de la planta bajo
condiciones de sequia y mayor numero de cortes o pastoreos.

En el Grafico 29, se observa que los mayores valores de biomasa seca correspondieron a
las plantas de Feliciano (E+y E-) y Pipinas (E-), mientras que las menores biomasa se midieron
en las plantas de Ribeye (E+ y E-) y Pipinas (E+). En la poblacion de Pipinas, se observd un
efecto de la presencia del endofito, que no favorecid la acumulacion de biomasa, mientras que

en las demas poblaciones este efecto no se evidencio.
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Grafico 29. Biomasa seca de plantas de raigras en el segundo corte sometidas a
diferentes tratamientos de endo6fito. E+: con endofito. E-: sin endofito. Medias
ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error estandar
(n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Biomasa radicular

Para la variable biomasa radicular se observo resultados significativos inicamente para
el factor tratamiento sequia (Tabla XX VI, Anexo), en este sentido, y similar a lo ocurrido para
biomasa aérea, los mayores valores de biomasa radicular se observaron en el TSEQO, mientras
que los tratamientos con sequia mostraron menores valores sin diferenciarse entre si. La
reduccion en biomasa radicular que se observo para el TSEQI1 con respecto al control fue del

70%, mientras que para El TSEQ2 de sequia esta reduccion fue del 83% (Grafico 30).
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Griafico 30. Biomasa seca radicular de plantas de raigras sometidas a diferentes
tratamientos de sequia. TSEQO: tratamiento control. TSEQ1: tratamiento sequia
1. TSEQ2: tratamiento sequia 2. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, o =
0.05). Se representa la media + error estandar (n=3). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.

Biomasa acumulada

Al analizar la biomasa acumulada mostro que el unico factor que presentd efecto
significativo fue el tratamiento sequia (Tabla XXVII, Anexo), destacandose que en el TSEQO
fue el de mayor biomasa seca acumulada, presentando, las plantas bajo el TSEQI, una
reduccion intermedia del 50% y del TSEQ2 una reduccion del 70% respecto al control (Grafico

31).
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Grafico 31. Biomasa seca acumulada de plantas de raigras sometidas a
diferentes tratamientos de sequia. TSEQO: tratamiento control. TSEQI1:
tratamiento sequia 1. TSEQ2: tratamiento sequia 2. Medias ajustadas por
ANOVA (Tukey, o = 0.05). Se representa la media + error estandar (n=3).
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Indice de tolerancia: Primer Corte

Para la variable indice de tolerancia en el primer corte, se observd diferencias
significativas (Tabla XXVIII, Anexo), especificamente para el factor tratamiento sequia
(Gréfico 32). El indice de tolerancia fue mayor en el TSEQI1, mientras que en el TSEQ?2 se

registro una reduccion del 50%.
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Grifico 32. Indice de tolerancia de plantas de raigras sometidas a diferentes
tratamientos de sequia. TSEQ1: tratamiento sequia 1. TSEQ2: tratamiento sequia 2.
Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error
estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Segtn los resultados del tratamiento con endoéfitos (Gréafico 33), el indice de tolerancia

fue mayor en las plantas sin endo6fito en comparacion con las que si presentaban esta asociacion.
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Grifico 33. Indice de tolerancia de plantas de raigris sometidas a diferentes
tratamientos de sequia. 1: tratamiento sequia 1. 2: tratamiento sequia 2. Medias
ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error estandar
(n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.
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Indice de tolerancia: Segundo Corte

Para la variable indice de tolerancia en el segundo corte, se observaron interacciones
significativas (Tabla XXIX, Anexo), destacandose la doble interaccion poblacion x tratamiento
endofito (Grafico 34). En este sentido, se observo que las plantas con el menor IT de biomasa
en el segundo corte fueron las de la poblacién de Feliciano con presencia de endéfito. Por otro
lado, las de mayor IT fueron las de Feliciano sin endéfito y Pipinas con endéfito. Se observa
un efecto diferencial en el IT de biomasa de las poblaciones Feliciano y Pipinas, segun la

presencia o ausencia del endofito.
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Grafico 34. Indice de tolerancia de plantas de raigras en el segundo corte sometidas
a diferentes tratamientos de endéfito. E+: con endofito. E-: sin endéfito. Medias
ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media + error estandar
(n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Indice de tolerancia: Biomasa Acumulada

Al analizar el indice de tolerancia de biomasa acumulada, se observaron interacciones
significativas (Tabla XXX, Anexo). En la doble interaccion tratamiento endofito x poblacion
(Grafico 35), se observo que las plantas de la poblacion Feliciano sin endéfito presentaron un
mayor indice de tolerancia en biomasa acumulada, mientras que los menores valores
correspondieron a la misma poblacidn, pero con presencia de endofito. Las demas poblaciones

mostraron valores intermedios. En la poblacion de Pipinas, no se observo un claro efecto del
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endofito en el indice de tolerancia de la biomasa acumulada. Sin embargo, este efecto si se

observo en las plantas de Feliciano, donde la presencia del endoéfito resultoé contraproducente.

Feliciano Pipinas Ribeye
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Grifico 35. Indice de tolerancia para biomasa acumulada de plantas de raigras en el
segundo corte sometidas a diferentes tratamientos de endofito. E+: con endofito. E-
: sin endofito. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, o = 0.05). Se representa la
media + error estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas.

Contenido relativo de agua
Para la variable CRA se observaron factores significativos individuales (Tabla XXXI,

Anexo) en el tratamiento sequia (Gréfico 36) se observo mayor CRA para el tratamiento control

en comparacion con los TSEQ1 y TSEQ2, sin presentar diferencias entre estos ultimos.
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Grafico 36. Contenido relativo de agua (CRA) de plantas de raigras
sometidas a diferentes tratamientos de sequia. TSEQO: tratamiento
control. TSEQ1: tratamiento sequia 1. TSEQ2: tratamiento sequia 2.
Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, a = 0.05). Se representa la media
+ error estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas.

Respecto de las poblaciones (Grafico 37), Feliciano se destacé con mayor valor de CRA,
mientras que Ribeye mostr6 los menores valores de CRA. En tanto, Pipinas mostré valores
intermedios de CRA.

El efecto del tiempo también resulto estadisticamente significativo (p < 0.05) (Tabla XXXI,
Anexo), indicando que entre los dos momentos de evaluacion (T1 y T2), el tiempo 2 presentod

una mayor capacidad de retencion de agua (CRA).
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Grafico 37. Contenido relativo de agua (CRA) de plantas de raigras en funcion
de la poblacion. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, o= 0.05). Se representa
la media + error estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas.

Radiacion interceptada

Al analizar la radiacion se observo interacciones significativas (Tabla XXXII, Anexo),
para el factor tratamiento sequia (Grafico 38), la intercepcion de la radiacion en el tratamiento

sequia demostrd que el mejor tratamiento fue el TSEQO, seguido de TSEQ1 y TSEQ?2 (Gréafico
38).
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Grafico 38. Intercepcion de radiacion de plantas de raigras sometidas a diferentes
tratamientos de sequia. TSEQO: tratamiento control. TSEQ1: tratamiento sequia
1. TSEQ2: tratamiento sequia 2. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey, o =
0.05). Se representa la media + error estandar (n=3). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.

Cuando se analizd la doble interaccion tiempo x poblacion (Tabla XXXII, Anexo),
considerando las evaluaciones semanales (S1 a S6), se observd que la mayor intercepcion de
radiacion ocurrid en las plantas de Ribeye en S2 y S3, en Pipinas en S1, S3 y S4, y en Feliciano
en S2, S3 y S4. En cambio, los menores valores de intercepcion de radiacion se observaron en
Ribeye en S5, lo que sugiere que esta poblacion fue mas afectada por el corte o pastoreo,

mostrando una menor capacidad de recuperacion que las otras dos poblaciones (Grafico 39).
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Grafico 39. Intercepcion de radiacion de plantas de raigras en diferentes tiempos,
para cada poblacion en estudio. S: semanas. Medias ajustadas por ANOVA (Tukey,
o = 0.05). Se representa la media * error estandar (n=3). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas.
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Estimacion de los componentes de la varianza y parametros genéticos

La Tabla 33 presenta los componentes de varianza, el grado de determinacion genética
y los coeficientes de variacion (fenotipica y genotipica) estimados para cada caracter evaluado
en los diferentes ambientes de sequia. La varianza de la interaccion genotipo por ambiente de
sequia (GxA) fue baja en todos los caracteres, lo que generd buenas estimaciones de H? a través
de ambientes dado los genotipos respondieron de manera similar a los distintos niveles de
sequia.

Los caracteres nmac3, nmac9 y Tmac presentaron un grado de determinacion genética
intermedia (H?> 0.5), mientras que los caracteres relacionados con la altura de la planta después
del primer corte (alt6, alt7, alt8, alt9) y los caracteres nmacl, nmac8 y PMS2 mostraron un

valor algo menor (H? < 0.3).

8l|Pagina



Tabla 33. Variancia genética (c°,), varianza de la interaccién de genotipo*
ambiente (o’y%), variancia error (o%), variancia fenotipica (c%), grado de
determinacion genética (H?), coeficiente de variacién fenotipica (CVy), coeficiente
de variacion genética (CV,) para todos los caracteres evaluados en tres niveles de
sequia. Niimero de macollos (Nmac), Tasa de macollo (Tmac), Altura (Alt), Tasa
de altura (Talt) y Peso de materia seca aérea (PMS) y de raiz (PMSRaiz).

ANALISIS A TRAVES DE AMBIENTES DE SEQUIA

Varianza Varianza
Varianza (z*A Varianza
Genética | (076" ERROR | Fenotipica CVr |CVg
Caricter |  (6%c) (c’) (c’p) H? % %
NMAC1 0.01 0.00 0.50 0.07 0.17 | 7.29 | 2.99
NMAC2 0.11 0.00 1.01 0.22 0.49 | 9.06 | 6.33
NMAC3 0.16 0.01 1.19 0.29 0.54 | 9.08 | 6.65
NMAC4 0.00 0.16 0.97 0.16 0.00 | 6.13 | 0.00
NMACS 0.00 0.53 1.56 0.35 0.00 | 8.09 | 0.00
NMAC6 0.09 0.29 1.23 0.32 0.27 | 7.43 | 3.86
NMAC7 0.24 0.62 1.21 0.58 0.41 | 13.53 | 8.68
NMACS 0.14 0.56 1.61 0.50 0.28 | 12.01 | 6.32
NMAC9 0.15 0.34 1.10 0.39 0.39 | 10.85 | 6.79
TMAC 0.00 0.00 0.00 0.00 0.66 | 51.13 | 41.43
ALT1
ALT2 0.00 0.05 1.31 0.16 0.00 | 1.83 | 0.00
ALT3 0.00 0.91 4.60 0.81 0.00 | 3.24 | 0.00
ALT4 0.00 0.70 5.54 0.85 0.00 | 3.11 | 0.00
ALTS5 0.00 0.72 5.75 0.88 0.00 | 3.13 | 0.00
TALT1 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 | 4.67 | 0.00
ALT6 0.10 0.08 2.25 0.38 0.28 | 4.76 | 2.50
ALT7 0.40 0.00 13.24 1.87 0.21 | 8.69 | 4.00
ALTS 0.22 0.47 4.36 0.86 0.25 | 5.37 | 2.70
ALT9 0.25 0.54 4.88 0.97 0.26 | 542 | 2.75
TALT2 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 | 12.54 | 0.00
PMS1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 | 5.26 | 0.00
PMS2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.28 | 7.18 | 3.82
PMSRaiz | 0.00 0.00 5.49 0.61 0.00 | 315.44 | 0.00

Las Tablas 34, 35 y 36 muestran los componentes de varianza, grado de determinacion
genética y coeficientes de variacion (fenotipica y genotipica) estimados para cada caracter
dentro de cada ambiente de evaluacion (TSEQO, TSEQ1 y TSEQ?2).

Si observamos los resultados del anélisis dentro de cada ambiente, Tablas 34, 35 y 36,
vemos que para la mayoria de los caracteres se estimaron menores grados de determinacion
genética (H?), incluso en el ambiente control salvo algunas excepciones (nmac4, nmac5, nmac6,

nmac7, nmac8, nmac9, Tmac, alt3, PMS2). En general, también se puede observar que los
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niveles de sequia creciente disminuyeron la proporcion de varianza genética respecto al analisis
conjunto a través de ambientes, salvo en alt7, alt8, alt9, Talt2 (TSEQI) y en nmac7 y Taltl
(TSEQ?2).

Tabla 34. Variancia genética (c7), variancia error (6°.), variancia fenotipica (%),
grado de determinacion genética (H?), coeficiente de variacion fenotipica (CVy),
coeficiente de variacion genética (CV,) para todos los caracteres evaluados en el
ambiente control (TSEQO). Namero de macollos (Nmac), Tasa de macollo
(Tmac), Altura (Alt), Tasa de altura (Talt) y Peso de materia seca aérea (PMS) y

de raiz (PMSRaiz).
TSEQO (Control)
Varianza | Varianza Varianza
Genética ERROR Fenotipica
Caracter (%) (c’E) (o’ H? CVr CVg
NMACI1 0.12 0.39 0.25 0.49 14.06 9.81
NMAC2 0.27 0.75 0.52 0.52 13.90 10.03
NMAC3 1.02 0.91 1.32 0.77 16.13 14.16
NMAC4 0.81 0.97 1.14 0.72 12.91 10.93
NMAC5 2.07 2.03 2.75 0.75 17.56 15.24
NMAC6 1.34 1.41 1.81 0.74 13.67 11.76
NMAC7 2.93 1.65 3.48 0.84 18.91 17.35
NMACS 2.69 2.12 3.40 0.79 17.21 15.31
NMAC9 1.91 1.10 2.28 0.84 14.82 13.57
TMAC 0.00 0.00 0.00 0.67 23.04 18.83
ALT1 0.00 0.01 0.00 0.00 1.36 0.01
ALT2 0.21 0.98 0.54 0.39 3.34 2.09
ALT3 1.84 3.71 3.08 0.60 5.74 4.44
ALT4 2.71 5.63 4.59 0.59 6.48 4.98
ALTS 2.80 7.50 5.30 0.53 6.79 4.93
TALTI1 0.00 0.01 0.01 0.55 9.32 6.89
ALT6 0.40 1.79 1.00 0.40 6.28 3.98
ALT7 0.57 29.11 10.27 0.06 13.54 3.18
ALTS 1.05 7.14 3.43 0.31 6.53 3.61
ALT9 1.36 8.63 4.24 0.32 6.63 3.76
TALT2 0.00 0.01 0.01 0.42 12.51 8.15
PMS1 0.00 0.00 0.00 0.31 8.28 4.60
PMS2 0.00 0.00 0.00 0.64 8.55 6.84
PMSRaiz 0.00 0.15 0.05 0.00 21.20 0.00
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Tabla 35. Variancia genética (6°), variancia error (c%), variancia fenotipica (%), grado
de determinacion genética (H?), coeficiente de variacion fenotipica (CVy), coeficiente de
variacion genética (CV,) para todos los caracteres evaluados en el ambiente sequia 1.
Numero de macollos (Nmac), Tasa de macollo (Tmac), Altura (Alt), Tasa de altura (Talt)

y Peso de materia seca aérea (PMS) y de raiz (PMSRaiz).

TSEQI1 (Tratamiento 1)
Varianza Varianza Varianza
Genética ERROR Fenotipica
Caracter (c’q) (c’) (c°p) H? CVr CVg
NMACI1 0.00 0.68 0.23 0.00 12.68 0.00
NMAC2 0.05 1.33 0.49 0.09 13.05 4.00
NMAC3 0.00 1.24 0.41 0.00 11.98 0.00
NMAC4 0.00 1.27 0.42 0.00 10.77 0.00
NMAC5 0.00 1.88 0.63 0.00 11.05 0.00
NMAC6 0.00 1.59 0.53 0.00 9.55 0.00
NMAC7 0.00 1.27 0.42 0.00 9.54 0.00
NMACS 0.00 1.27 0.42 0.00 9.54 0.00
NMAC9 0.00 1.27 0.42 0.00 9.54 0.00
TMAC 0.00 0.00 0.00 0.00 28.06 0.00
ALT1 0.00 0.00
ALT2 0.00 1.16 0.39 0.00 2.82 0.00
ALT3 0.67 4.93 2.31 0.29 5.72 3.08
ALT4 0.00 5.33 1.78 0.00 4.57 0.00
ALTS 0.00 4.78 1.59 0.00 4.28 0.00
TALTI1 0.00 0.01 0.00 0.00 5.96 0.00
ALT6 0.40 2.65 1.28 0.31 6.31 3.51
ALT7 1.49 2.40 2.29 0.65 8.32 6.71
ALTS 1.50 2.40 2.30 0.65 8.33 6.72
ALT9 1.50 2.40 2.30 0.65 8.33 6.72
TALT2 0.00 0.00 0.00 0.65 198.11 159.68
PMS1 0.00 0.00 0.00 0.00 7.64 0.00
PMS2 0.00 0.00 0.00 0.21 9.66 4.47
PMSRaiz 0.00 0.01 0.00 0.00 18.63 0.00
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Tabla 36. Variancia genética (6°,), variancia error (c%), variancia fenotipica (%), grado
de determinacion genética (H?), coeficiente de variacion fenotipica (CVy), coeficiente de
variacion genética (CV,) para todos los caracteres evaluados en el ambiente sequia 2.
Numero de macollos (Nmac), Tasa de macollo (Tmac), Altura (Alt), Tasa de altura (Talt)
y Peso de materia seca aérea (PMS) y de raiz (PMSRaiz).

TSEQ2 (Tratamiento 2)
Varianza Varianza Varianza
Genética ERROR Fenotipica
Caricter (6%c) (c’r) (c’r) H? CVr CVg
NMAC1 0.00 0.31 0.10 0.00 9.50 0.00
NMAC2 0.00 0.89 0.30 0.00 11.04 0.00
NMAC3 0.00 1.00 0.33 0.00 10.38 0.00
NMAC4 0.00 1.00 0.33 0.00 6.82 0.00
NMAC5 0.00 1.00 0.33 0.00 6.82 0.00
NMAC6 0.00 1.00 0.33 0.00 6.82 0.00
NMAC7 0.02 0.14 0.07 0.33 112.12 64.68
NMACS 0.00 0.15 0.05 0.00 107.28 0.15
NMAC9 0.00 0.15 0.05 0.00 110.23 0.13
TMAC 0.00 1.00 0.33 0.00 -11.53 0.00
ALTI1 0.00 1.00 0.33 0.00 0.00 0.00
ALT2 0.00 1.00 0.33 0.00 3.26 0.00
ALT3 0.65 3.90 1.95 0.33 5.27 3.04
ALT4 0.36 4.15 1.74 0.21 4.99 2.27
ALTS 0.36 4.14 1.74 0.21 4.99 2.27
TALT1 0.00 0.01 0.00 0.35 8.61 5.06
ALT6 0.00 1.00 0.33 0.00 14.85 0.00
ALT7 0.00 1.00 0.33 0.00 16.29 0.00
ALTS 0.00 1.00 0.33 0.00 16.29 0.00
ALT9 0.00 1.00 0.33 0.00 16.29 0.00
TALT2 0.00 0.00 0.00 0.22 86.62 40.83
PMSI1 0.00 1.00 0.33 0.00 7.62 0.00
PMS2 0.00 1.00 0.33 0.00 16.19 0.00
PMSRaiz 0.07 16.10 5.43 0.01 1282.42 141.68

La Tabla 37 presenta los grados de determinacion genética tanto en el andlisis conjunto
(3 ambientes) como en el andlisis por ambiente. En negrita se resalta, para cada caracter, el
ambiente en el que se detectd la mayor proporcion de varianza genética (H?).

En la mayoria de los caracteres, el ambiente control muestra los valores mas altos de
varianza genética. Sin embargo, es importante destacar que, en algunos caracteres de interés,
como alt3, alt7, alt9 y Talt2, el ambiente de sequia 1 sobresale con mayores valores de varianza
genética. Esto sugiere que, cuando el objetivo es la seleccion para altura de planta, seria

justificable realizar la seleccion especificamente en el ambiente de sequia 1.
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Tabla 37. Grado de determinacién genética (H?) para
genotipos de raigras anual diploide evaluados en 3 ambientes
de sequia y por cada ambiente individual.

HZ
Caracter
Combinado |TSEQO|TSEQ1 | TSEQ2
NMAC1 0.17 0.48 0.00 0.00
NMAC2 0.49 052 | 0.09 0.00
NMAC3 0.54 0.77 | 0.00 0.00
NMAC4 0.00 0.72 | 0.00 0.00
NMACS 0.00 0.75 | 0.00 0.00
NMAC6 0.27 0.74 | 0.00 0.00
NMAC7 0.41 0.84 | 0.00 0.33
NMACS 0.28 0.79 | 0.00 0.00
NMAC9 0.39 0.84 | 0.00 0.00
TMAC 0.66 0.67 | 0.00 0.00
ALT1 0.00 0.00 | 0.00 0.00
ALT2 0.00 039 | 0.00 0.00
ALT3 0.00 0.60 | 0.29 0.33
ALT4 0.00 0.59 | 0.00 0.21
ALT5 0.00 0.53 0.00 0.21
TALT1 0.00 0.55 | 0.00 0.35
ALT6 0.28 0.40 | 031 0.00
ALT7 0.21 0.06 | 0.65 0.00
ALTS 0.25 0.31 0.65 0.00
ALT9 0.26 032 | 0.65 0.00
TALT2 0.00 0.42 | 0.65 0.22
PMS1 0.00 0.31 0.00 0.00
PMS2 0.28 0.64 | 021 0.00
PMSRaiz 0.00 o] 0.00 0.01

La Tabla 38 presenta los coeficientes de correlacion genética entre 10 caracteres
evaluados en genotipos diploides de raigrés anual bajo tres niveles de sequia. Para los caracteres
de altura y nimero de macollos, se incluyeron en el analisis inicamente las mediciones previas
a los cortes de produccion de materia seca (ALTS5, ALT9, NMACS y NMAC9).

Se observaron asociaciones positivas y significativas entre los siguientes caracteres:
Tmac/nmac9, PMS2/nmac9, PMS2/Tmac y PMS2/alt9. En contraste, se detectaron
asociaciones negativas y significativas entre los caracteres alt9/nmac9 y alt9/Tmac. El
conocimiento de estas asociaciones es esencial en los programas de
mejoramiento que analizan multiples caracteres de forma simultanea, ya que permite identificar
caracteres "objetivo" y desarrollar estrategias de seleccion mas eficientes, tanto de manera

directa como indirecta.
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Tabla 38. Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) para el analisis
combinado (3 ambientes de sequia).

Caracter | NMACS5 | NMACY | TMAC | ALTS | TALT1 | ALTY9 | TALT2 | PMS1 | PMS2
NMAC9 NA

TMAC NA 0.927

ALTS NA NA NA

TALT1 NA NA NA NA

ALT9 NA -1.000 -0.667 NA NA

TALT2 NA NA NA NA NA NA

PMS1 NA NA NA NA NA NA NA

PMS2 NA 0.258 0.709 NA NA 0.602 NA NA
PMSRaiz NA NA NA NA NA NA NA NA NA

** p<0.01, * p<0.05, NA= no calculado por el modelo dado h*<0.05

Las Tablas 39, 40 y 41 presentan los coeficientes de correlacion genética entre los

mismos caracteres mencionados previamente, pero desglosados por cada ambiente de estrés por

sequia. En este analisis dentro de los diferentes niveles de sequia, se identificaron algunas

asociaciones significativas entre los caracteres, las cuales fueron més frecuentes y fuertes en

comparacion con las observadas en el analisis combinado. En particular, sobresalen las

asociaciones en el TSEQO, lo que refleja los altos valores de heredabilidad registrados en este

ambiente.

Tabla 39. Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) en TSEQO.

Caracter | NMAC5 | NMACY9 | TMAC |ALTS |TALT1 |ALT9 TALT2 |PMS1 | PMS2
NMAC9 0.972

TMAC 0.980 0.913

ALTS -0.802 -0.697 -0.157

TALT1 -0.813 -0.722 -0.200 | 1.000

ALT9 -0.704 -0.452 0.425 0.877 0.822

TALT2 0.419 0.434 1.000 0.291 0.217 0.913

PMSI1 0.633 0.308 0.571 0.416 0.340 -1.000 -0.869

PMS2 0.903 0.725 1.000 | -0.454 | -0.506 -0.126 0.793 0.519
PMSRaiz NA NA NA NA NA NA NA NA NA

#* p<0.01, * p<0.05, NA= no calculado por el modelo dado h?<0.05
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Tabla 40. Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) en TSEQ].

Cariacter | NMACS | NMAC9 |TMAC |ALTS |TALT1 |ALTY9 |TALT2 |PMS1 | PMS2
NMAC9 NA

TMAC NA NA

ALTS NA NA NA

TALT1 NA NA NA NA

ALT9 NA NA NA NA NA

TALT2 NA NA NA NA NA 0.9999

PMSI1 NA NA NA NA NA NA NA

PMS2 NA NA NA NA NA 0.6778 -0.54 NA
PMSRaiz NA NA NA NA NA NA NA NA NA

** p<0.01, * p<0.05, NA= no calculado por el modelo dado h*<0.05

Tabla 41. Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) en TSEQ2.

Caracter | NMACS | NMACY9 | TMAC |ALTS |TALT1 |ALTY9 |TALT2 |PMS1 | PMS2
NMAC9 NA

TMAC NA NA

ALTS NA NA NA

TALT1 NA NA NA 0.9999

ALT9 NA NA NA NA NA

TALT2 NA NA NA 0.9999 1 NA

PMSI1 NA NA NA NA NA NA NA

PMS2 NA NA NA NA NA NA NA NA
PMSRaiz NA NA NA NA NA NA NA NA NA

** n<0.01, * p<0.05, NA= no calculado por el modelo dado h*<0.05

Componentes principales

Con el objetivo de describir las diferentes poblaciones en funcion de los parametros
agronomicos cuantificados, se realizé un andlisis de componentes principales (ACP) para captar
el mayor porcentaje de variabilidad posible. Los primeros dos componentes, PC1 y PC2,
explican la mayor parte de la variabilidad en los datos, alcanzando un 78.97%.

En el Gréfico 40, se observaron tres grupos claramente diferenciados y separados seglin
el PCl1.

A la izquierda del PC2 se ubicaron las muestras pertenecientes a los TSEQO, mientras
que a la derecha se localizaron las muestras pertenecientes a los tratamientos bajo sequia. Los
TSEQO se asociaron de manera positiva con las variables medidas Tmac, Taltl, Talt2, PMSI1,
PMS2 y PMSacum, lo que sugiere que estos tratamientos presentaron valores elevados en
dichas variables. Sin embargo, la variable PMSraiz, no se asoci6 a ninguno de los tratamientos
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evaluados, indicando que no fue una variable de peso en la determinacién de los grupos de

sequia. Por el contrario, los grupos de tratamientos de sequia, ubicados a la derecha del PC1 no

se encuentran asociados de manera positiva con ninguna de las variables medidas, aunque si lo

hacen de manera negativa al tener un vector inverso. La variable de biomasa de raiz se asocid

con el tratamiento de la poblacion de Ribeye con presencia de endofito y nivel de salinidad 2.

Por ultimo, se aprecid la escasa variabilidad en los datos obtenidos de los tratamientos bajo

sequia en comparacion con los obtenidos bajo condicidén control, lo que sugiere que el estrés

por sequia condicion6 en gran medida los valores correspondientes.
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Grafico 40. Biplot del andlisis
correspondientes a los diferentes tratamientos y las variables medidas. PC1: componente
principal 1. PC2: componente principal 2. F: Feliciano. P: Pipinas. R: Ribeye. E+: con

endofito. E-: sin endofito. 0: tratamiento control. 1: tratamiento sequia 1. 2: tratamiento
sequia 2. Las elipses verdes: TSEQO, elipses celestes: TSEQ1 y elipses violetas TSEQ2.

Las elipses indican la agrupacion de los tratamientos en el espacio multivariado, mientras
que las flechas representan las variables evaluadas. Los puntos individuales corresponden

a cada combinacion de tratamiento sequia, poblacion y tratamiento endofito (con +/ sin -).
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DISCUSION

Los resultados presentados confirman que la sequia es un factor clave que influye en el
desarrollo vegetal, y que la capacidad de las plantas para adaptarse a este estrés, asi como a la
defoliacién, depende de una interaccion compleja entre factores fisiologicos y morfologicos
que determinan su resiliencia y productividad. Como sefalan Chaves et al. (2003), las
respuestas de las plantas a la sequia abarcan desde ajustes genéticos hasta cambios
significativos en su fisiologia, permitiendo a las plantas enfrentar condiciones adversas. De
manera similar, estudios recientes sobre Lolium multiflorum también destacan la importancia
de la regulacion genética en la tolerancia al estrés hidrico, lo que contribuye a la adaptacion
morfologica y fisiologica de la planta bajo condiciones de sequia (Liu et al., 2022).

El nimero de macollos disminuy0 tras el primer corte, especialmente en los tratamientos
sometidos a sequia (TSEQ1 y TSEQ2), lo que evidencid un efecto combinado de defoliacion y
estrés hidrico (Busso et al., 1995). Antes del corte, los tratamientos sin endofito presentaron un
mayor numero de macollos. No obstante, tras el corte, las plantas con endofito tuvieron una
tendencia de conservar o incluso aumentar el nimero de macollos en comparacion con las
plantas sin endofito, lo que indica un posible rol protector del endofito bajo condiciones de
estrés post-defoliacion. Los TSEQO lograron el mayor nimero de macollos hacia el dia 27,
mientras que las plantas bajo el TSEQ2 mostraron una disminucion notable en los dias 41, 48
y 55. Este comportamiento es consistente con la capacidad de las plantas para reducir la
superficie foliar activa y preservar agua durante periodos de estrés hidrico (Pinheiro y Chaves,
2011), y concuerda con lo observado previamente en gramineas forrajeras, donde la sequia
limita tanto la capacidad de macollar como el vigor del rebrote pos-defoliacion (Guenni et al.,
2002; Tozer et al., 2017).

La sequia afecto significativamente la altura de las plantas, probablemente reduciendo
su tasa de crecimiento para conservar agua. Antes del primer corte, las plantas sin estrés hidrico
alcanzaron mayores alturas, mientras que aquellas bajo sequia mostraron una reduccion notable.
Después del corte, las plantas en TSEQO y TSEQ1 evidenciaron una buena recuperacion, lo que
sugirid una capacidad de resiliencia bajo pastoreo. En cambio, las plantas sometidas al TSEQ?2
no lograron recuperarse, evidenciando la severidad del estrés hidrico. La presencia del endofito
no influy6 de manera significativa en la altura de las plantas, lo que sugiere que este factor no
fue determinante para la recuperacion frente a la sequia severa. Este hallazgo es coherente con
estudios previos que subrayan la influencia de factores ambientales en la expresion de los
beneficios simbidticos. Como se observo, el retraso en la manifestacion de los efectos del estrés
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permitié evaluar el impacto acumulativo del déficit hidrico, siendo mas evidente en términos
de altura y nimero de macollos a lo largo del tiempo, especialmente bajo el TSEQ2 (Séanchez,
2023).

En términos de biomasa, las plantas bajo TSEQO presentaron los mayores valores tanto
en el primer como en el segundo corte, mientras que las sometidas al TSEQ2 registraron las
menores producciones, con reducciones del 89%. La presencia del enddfito evidencio
respuestas contrastantes: en Pipinas no favorecié la acumulacion de biomasa, mientras que en
Feliciano mostré un efecto positivo al igual que en Ribeye. Este resultado sugiere que la
influencia del endofito podria depender de la poblacion y de las condiciones particulares de
estrés. Decunta ef al. (2021) demostraron que la presencia del endéfito Epichloé occultans en
Lolium multiflorum no necesariamente incrementa la acumulacioén de biomasa, ya que su efecto
resulta altamente dependiente del contexto. En algunos casos, el endofito mejora ciertos rasgos
fisiologicos, como la conductividad radical bajo estrés hidrico, aunque estas mejoras
fisioldgicas no siempre se traducen en mayores rendimientos de biomasa o semilla. Ademas, se
ha observado que la influencia del endofito varia segiin las caracteristicas del suelo, lo cual
refuerza la idea de que esta relacion simbiotica no ofrece un beneficio universal, sino que su
impacto esta condicionado por factores ambientales y genéticos (Gundel et al., 2020; Torri,
2018). Un estudio muestra que la biomasa es uno de los parametros mas sensibles a la sequia
en gramineas (Zhang et al., 2019), lo cual coincide con la marcada reduccion observada bajo el
TSEQ?2.

El indice de tolerancia fue mayor en TSEQ1 en comparacion con TSEQ2, donde se
registrd una reduccion del 50%. Este comportamiento en las poblaciones solo se observd en
Feliciano, especificamente en los materiales IT PMS2 e IT PMSA. En cambio, en Pipinas y
Ribeye no se detectaron diferencias asociadas a la presencia del endofito. Asimismo, no pudo
sostenerse que los materiales sin endofito presentaran un desempefo superior; por el contrario,
en IT PMSA se observo una leve tendencia a mejores resultados en presencia del endofito. La
evaluacion de este indice resultdé fundamental para la seleccion de poblaciones adaptadas a
condiciones de sequia, ya que permitio identificar aquellas con alto rendimiento tanto en
ambientes Optimos como bajo estrés hidrico (Farshadfar et al., 2012).

El CRA fue mayor en los TSEQO, destacandose la poblacion Feliciano y Pipinas. La
intercepcion de radiacion también fue superior en los tratamientos menos severos, lo que sugirid
que la disponibilidad de agua influy¢ en la eficiencia fotosintética. En este sentido, el CRA es

un rasgo fisiologico estrechamente asociado a la eficiencia en el uso del agua y a la tolerancia

91|Pagina



a la sequia (Blum, 2011), lo que refuerza su relevancia en la interpretacion de los resultados
obtenidos. Las poblaciones como Ribeye, que presentaron menor intercepcion de radiacion,
también evidenciaron menor recuperacion posterior al corte, lo que confirmo la importancia de
la radiacion en la tolerancia al estrés (Zhou y Wang, 2018).

La combinacion de defoliacion y sequia afectd severamente el crecimiento y la
capacidad de recuperacion de las plantas. Si bien los endofitos conferieron ventajas bajo ciertas
situaciones, la magnitud de su impacto fue variable segtn la poblacion y el grado de estrés. La
aplicacion de indices como el indice de tolerancia y el CRA fue esencial para la seleccion de
poblaciones resistentes. En particular, el CRA se consolida como un criterio relevante en la
seleccion de poblaciones tolerantes, dado que integra aspectos fisioldgicos y de rendimiento
bajo sequia (Reynolds et al., 2006; Blum, 2010), lo que resulta vital en programas de
mejoramiento para zonas propensas a sequias.

A partir del anélisis de la varianza y de los parametros genéticos, se evidenci6 que la
seleccion de poblaciones podria realizarse de manera independiente del ambiente de sequia,
con respuestas favorables a la seleccion. Asimismo, la baja interaccion GxA respalda la
posibilidad de efectuar la seleccion en condiciones controladas, ya que las poblaciones
identificadas en estos ambientes también mostrarian un buen desempefio bajo sequia. Esto
refuerza la factibilidad de aplicar parametros genéticos en la selecciéon de poblaciones,

fortaleciendo la eficacia de los programas de mejoramiento de las poblaciones evaluadas.
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CAPITULO 4: CAMPO

Uno de los factores que afecta la produccion de materia seca en el raigras es la variedad
empleada. Cada cultivar posee un potencial productivo que puede variar segin las condiciones
del suelo y del clima. Conocer el comportamiento de las diferentes variedades de raigras en las
condiciones ambientales especificas de una region es fundamental para seleccionar los
materiales mas adecuados. Por lo tanto, esta informacion es valiosa al momento de tomar
decisiones sobre qué cultivares utilizar para maximizar la produccion en un entorno particular
(Corbetta et al., 2021; Méndez et al., 2021).

En este capitulo se presentan los experimentos realizados en condiciones de campo,
tanto en plantas individuales como en stand denso, llevados a cabo en las localidades de

Pergamino y Concepcion del Uruguay, que responderan a los objetivos especificos 3,4 y S.

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental

El experimento a campo fue llevado a cabo en dos localidades: EEA INTA Pergamino,
en suelo Argiudol tipico (37°40°28.56” S; 58°26°44.95” O), y en el campo experimental de la
EEA Concepcion del Uruguay, en suelo Pelluderts tipico, serie Clara (32°30°45.61°" S;
58°22722.21"" O) (Imagen 2 y 3).

Se realizaron dos evaluaciones, una en planta individual que busc6 expresar el maximo
potencial de las poblaciones, ya que el distanciamiento entre plantas permitié eliminar la
competencia entre las mismas (Turesson, 1922) y otra en stand denso representando un esquema
de produccion semejante al utilizado por los productores ganaderos. En todos los casos se
trabajo con las tres poblaciones de Lolium multiflorum previamente citadas (Pipinas, Feliciano

y Ribeye), tanto infectadas con el enddfito Epichloé occultans (E+) como no infectadas (E—-).
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Imagen 2. Mapa de la provincia de Buenos Aires y localizacion de la cuidad de Pergamino, donde esta

ubicada la EEA INTA, institucion en la que se llevaron a cabo los experimentos a campo de planta
individual y stand denso.
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Imagen 3. Mapa de la provincia de Entre Rios y localizacion de la cuidad de Concepcion del Uruguay,

donde estd ubicada la EEA INTA, institucion en la que se llevaron a cabo los experimentos a campo de
planta individual y stand denso.
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Disefio experimental: Planta individual

El disefo experimental de planta individual se organiz6 en bloques completos al azar,
con un arreglo factorial de los tratamientos (germoplasma por infeccion), en tres repeticiones.
Cada combinacion poblacién*infeccion estuvo representada por diez plantas en cada bloque,
donde cinco plantas fueron utilizadas para evaluaciones de estado vegetativo y cinco plantas
para evaluaciones de estado reproductivo.

Sobre las plantas asignadas a evaluacion de los caracteres vegetativos, que es el periodo
desde el trasplante hasta el inicio de elongacion del tallo (pasaje al estado reproductivo), se

evaluaron los siguientes aspectos:

- Color: 1 (Verde claro), 2 (verde oscuro) (Imagen 4)

- Habito de crecimiento: 1 (Rastrero), 2 (semi-rastrero), 3 (Erecto) (Imagen 5)

- Numero de macollos: Conteo manual de numero de macollos por planta.

- Altura de planta: sobre cada planta individual con una regla graduada (cm/planta).

- Produccion de Materia Seca: En este periodo se realizaron dos cortes en Pergamino

(10/09/22 y 8/10/22) y dos cortes en C. del Uruguay (16/08/22 y 27/09/22). En cada

fecha de corte, cada planta fue cortada a la altura del pufio y fue introducida en un sobre
de papel. Los sobres se llevaron a estufa (60 °C) hasta peso constante, obteniéndose el

peso de materia seca por planta por corte y acumulado.

Imagen 4. Clasificacion de color por planta individual. Se clasifica visualmente las plantas como: 1

(verde claro) y 2 (verde oscuro).
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Imagen 5. Clasificacion del habito de crecimiento por planta individual. Se clasifica visualmente las
plantas como: 1 (rastrero), 2 (mediano) y 3 (erecto)

Sobre las plantas asignadas a la evaluacion de caracteres reproductivos, periodo que va
desde que comienza la elongacion del tallo hasta la cosecha de semillas, se registro la fecha de
inicio de emergencia de las espigas (Imagen 6), estimandose la variable “dias a floracion” como

los dias transcurridos entre el trasplante y la emergencia de la primera espiga.

Imagen 6. Clasificacion de la floracion por planta individual. Se clasifica visualmente por planta la
fecha de emergencia de las primeras espigas

Luego, cuando las plantas llegaron a madurez fisiologica, fueron cosechadas de manera
individual y se guardaron en sobres de papel. En laboratorio se evaluaron los siguientes

caracteres:

e Numero de espigas: Las espigas de cada planta individual fueron contadas,

obteniéndose el numero de espigas por planta.

9 |Pagina



e [Espiguillas por espiga: Se tomaron tres espigas por planta al azar y se determind

el promedio de espiguillas por espiga n cada planta.

e Largo de espigas: Se midieron tres espigas elegidas al azar con regla milimétrica.

Los tres valores obtenidos fueron promediados para obtener el dato largo de
espiga por planta.

e Peso de semillas: las plantas fueron trilladas para obtener el rendimiento de

semilla de cada planta, en gramos por planta.

e Peso de mil semillas: Se tomd una muestra de 100 semillas puras y se las peso,

el valor obtenido se multiplico por 10 para obtener el peso de 1000 semillas en

gramos.

Disefio experimental: Stand Denso

El disefo experimental de stand denso se organizd en bloques completos al azar, con
arreglo factorial de los tratamientos (germoplasma por infeccion), y tres repeticiones. Cada

unidad experimental fue de 5 m?, con una densidad de siembra de 500 semillas viables por m?.

En esta epata se evaluaron las siguientes caracteristicas:

- Numero de macollos: conteo de numero de macollos logrados en 0,36 m? y extrapoladas
a macollos/m? con dos conteos por parcela.

- Altura del dosel: con regla graduada se realizaron cinco mediciones al azar por parcela.

- Peso seco: Cortes periodicos de la totalidad de las parcelas con segadora experimental
a 5 cm de altura, tomando como criterio para el primer corte la altura de planta (30cm)
y para los siguientes cortes el tiempo térmico (TT=500°.dia, T° base=0°). Las parcelas
fueron pesadas en verde en el campo y una muestra fue llevada a estufa hasta peso

constante para ajustar a kgMS/ha.

Analisis estadistico

Los datos de ambos experimentos (planta individual y stand denso) se evaluaron
considerando a los genotipos (P+, P-, F+, F-, R+y R-), como la combinacién de la poblacién
por el nivel de infeccion. En primer lugar, se corrio el siguiente modelo, considerando los

ambientes (Pergamino y C. del Uruguay):
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Yijk= n + Gi + Aj+ By + (GxA); + €ijk

Donde:

Yijx = respuesta observada en el i-ésimo genotipo evaluado en el j-ésimo ambiente en la k-ésima
repeticion.

p = media general.

Gi = componente de la variancia debido al genotipo (Poblacion*Infecion).

Aj = componente de la variancia debido al ambiente.

Bi(j) = componente de la variancia debido a las repeticiones dentro del ambiente j.

(GxA); = efecto de la interaccion entre el i-€simo genotipo y el j-ésimo ambiente.

gijk = componente de la variancia debido al error experimental.

Como segunda etapa, en los caracteres donde la interacciéon GxA fue significativa, se corri6 el

modelo para cada ambiente:

Yi= p + Gi + Bj + gj;

Doénde:

Yijx = respuesta observada en el i-€simo genotipo evaluado en el la j-ésima repeticion.
u = media general.

Gi = componente de la variancia debido al genotipo (Poblacion*Infecion).

Bj = componente de la variancia debido a las repeticiones.

&ij = componente de la variancia debido al error experimental.

Ambos modelos fueron corridos con Infostat. En primer lugar, los efectos (genotipos,
ambientes, genotipo*ambiente) se consideraron fijos, realizdndose la prueba LSD para
diferenciar las medias. En segundo lugar, se corrié un modelo de efectos aleatorios (MLGM)

estimandose los componentes de varianza para estimar los parametros genéticos.

Estimacion del grado de determinacion genética (GDG)

Con la informacién obtenida (componentes de varianza) se estimaron las

heredabilidades en sentido amplio a través de ambientes como:
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H? = 6%6 / (6%G + 6°G*a/ a + 0% / r*a)

Donde, a=numero de ambientes, r= nimero de repeticiones

y dentro de cada ambiente:
H? = 6%/ (6’6 + 6% /1)

Donde, r= nlimero repeticiones

Correlaciones fenotipicas y genotipicas

Para la estimacién de correlaciones genotipicas y fenotipicas entre caracteres se

utilizaron las siguientes formulas de célculo:

I'G = COVG XY

OGcx.0GyY

Se utilizo el programa MetaR para estimar estas correlaciones (Alvarado ef al., 2015).
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RESULTADOS

Comparacion climatica: Pergamino y Concepcion del Uruguay (2021-2022)

Para el analisis climatico y meteorologico de la region se seleccionaron dos estaciones
de referencia del Servicio Meteorologico Nacional (SMN, 2025): Junin Aero y Gualeguaychu
Aero. La estacion Junin Aero fue elegida por ser la mas cercana a la ciudad de Pergamino,
ubicada en la misma zona del noroeste bonaerense y con condiciones atmosféricas muy
similares en cuanto a temperatura, régimen de lluvias y comportamiento de los vientos.

Del mismo modo, la estacion Gualeguaychi Aero se considera representativa de la
ciudad de Concepcion del Uruguay, ya que ambas se encuentran en el centro-este de Entre Rios,
con caracteristicas climaticas comparables y una distancia geografica reducida.Estas estaciones
cuentan con series de datos continuas y confiables, lo que permite analizar con precision las
precipitaciones extremas y las temperaturas maximas y minimas absolutas registradas entre
1961 y 2024, asi como los valores observados en afos recientes (2021 y 2022) para
contextualizar las variaciones mas recientes del clima regional.

Cuanto las precipitaciones de lluvia, entre 1961 y 2024, las precipitaciones extremas
muestran claras diferencias entre Gualeguaychu Aero y Junin Aero. Gualeguaychu presenta
valores maximos mensuales notablemente superiores, alcanzando entre 600 y 700 mm en
febrero y marzo, casi el doble que Junin, cuyos méaximos rondan los 350—400 mm hacia marzo-
abril. En cuanto a las lluvias diarias, Junin registra picos mas intensos (hasta 220 mm), mientras
que Gualeguaychu muestra valores ligeramente menores (180-200 mm) pero mas regulares a
lo largo del afio. En términos estacionales, Junin evidencia una fuerte concentracion de lluvias
entre enero y abril y una marcada sequia invernal, mientras que Gualeguaychi mantiene un
régimen mas humedo y constante durante todo el afio. En conjunto, Gualeguaychu se
caracteriza por ser mas lluviosa y persistente, mientras que Junin concentra sus eventos
extremos en periodos mas acotados (Servicio Meteorologico Nacional [SMN], 2025).

De acuerdo con el Servicio Meteorologico Nacional (SMN, 2025), entre 2021 y 2022,
Junin registro precipitaciones muy por debajo del promedio historico de 1 007 mm anuales. En
2021, el total fue de unos 665 mm (aproximadamente el 66% del promedio), mientras que en
2022 descendi6 aun mads, a cerca de 580 mm (58% del promedio). Esta reduccion de unos 85
mm refleja un agravamiento de las condiciones hidricas, en linea con la caracterizacion de 2022
como uno de los afos mas secos a nivel nacional desde 1961. Ese afio, Junin incluso registrd
valores minimos récord, como 0 mm en junio, lo que evidencia una sequia extrema. En
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conjunto, ambos afios se ubican en el extremo seco de la serie historica, mostrando una
tendencia hacia condiciones mas aridas y un aumento del estrés hidrico con impacto en la
disponibilidad de agua y la actividad agricola regional. El Grafico 41 se puede obeservar la
comparacion de las precipitaciones de lluvia entre las dos localidades, resaltando las diferencias
en los valores de precipitacion maxima mensual y precipitacion maxima diaria, lo que permite

identificar los periodos y eventos mas intensos en cada zona.

Junin Aero Gualeguaychii Aero

Precipitaciones extremas 1961-2024 Precipitaciones extremas 1961-2024
500 mm 800 mm

400 mm

600 mm

on

300 mm

400 mm

Precipitaci
Precipitacién

200 mm

100 mm

@ Precipitacién maxima n | @ Precipitacion maxima diaria @ Precipitacién maxima i | @ Precipitacion maxima diaria

Grafico 41. Diferencia de precipitaciones entre Junin Aero y Gualeguaychu Aero. (Fuente: Servicio

Meteoroldgico Nacional (SMN, 2025)).

Los graficos de temperatura extrema muestran la comparacion entre las dos localidades
analizadas, destacando los valores de temperaturas méximas y minimas absolutas a lo largo del
afio. Esto permite observar las diferencias en los rangos térmicos y en la amplitud de las

temperaturas entre Junin Aero y Gualeguaychu Aero (Grafico 42).
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Grafico 42. Temperatura extrema: comparacion de temperaturas maximas y minimas absolutas entre

Junin Aero y Gualeguaychu Aero. (Fuente: Servicio Meteorologico Nacional (SMN, 2025)).

Entre 1961 y 2024, las temperaturas extremas en Gualeguaychu Aero y Junin Aero
muestran comportamientos similares, aunque con algunas diferencias notables. Junin registra
el maximo absoluto mas alto (42,1 °C frente a 41,9 °C en Gualeguaychu) y también el minimo
mas bajo (—9,2 °C frente a —7,6 °C), lo que indica inviernos mas frios y una amplitud térmica
algo mayor. En verano, ambas localidades superan los 40 °C, mientras que Gualeguaycht
tiende a mantener noches ligeramente mas calidas y maximas un poco superiores en primavera

y otoflo.

En cuanto a los afios recientes, 2021 fue catalogado como un afio “extremadamente
calido” a nivel nacional, por lo que Junin probablemente experimentd temperaturas maximas
superiores al promedio y minimas menos frias. En 2022, aunque el verano fue muy caluroso
con olas de calor sin precedentes, el otofio e invierno resultaron mas frios de lo habitual. Ese
afio, Junin igualo su récord de temperatura maxima media primaveral (26,0 °C), mostrando la
coexistencia de eventos célidos intensos con periodos frios marcados. En sintesis, Junin
presenta un clima de contrastes: veranos muy calidos e inviernos mas severos, mientras que

Gualeguaychu mantiene un comportamiento térmico mas templado y estable a lo largo del afio.
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Planta Individual

Genotipos y ambientes

Los resultados del analisis se presentan en las Tablas XLII a XLVI del Anexo, donde se
detalla la significancia de los efectos de los genotipos, las localidades y sus interacciones, asi
como las medias de cada variable y genotipo segiin el ambiente, las medias promediadas entre
ambientes, las medias segun el nivel de endofito y las correspondientes a cada localidad. Se
incluyen tanto los analisis de la fase reproductiva, centrados en plantas individuales, como los
parametros evaluados: numero de espigas por planta, largo de espiga, espiguillas por espiga,
peso de semillas y materia seca total.

Ademas, se estimaron parametros genéticos, incluyendo los componentes de varianza y
el grado de determinacion genética (H?) para cada caracter a través de las localidades de
evaluacion: Concepcion del Uruguay (CDU) y Pergamino (PER). Se presentan también
correlaciones genéticas y fenotipicas, expresadas como coeficientes de correlacion entre nueve
caracteres evaluados en genotipos diploides de raigrds anual bajo ambos ambientes (CDU y
PER). Los graficos muestran unicamente los resultados que fueron estadisticamente
significativos, los cuales corresponden a la fase reproductiva, dado que en la fase vegetativa no

se observaron diferencias significativas.

En el andlisis de la parte reproductiva, nimero de espigas de la planta individual
(Grafico 43), se evidencidé una interaccion estadisticamente significativa entre genotipo y
localidad (p<0.05). Los genotipos mostraron respuestas diferenciadas segun el ambiente.
Especificamente, en la localidad de CDU se observaron diferencias mas marcadas donde las
versiones infectadas (E+) presentaron mayor niimero de espigas que las versiones libres de
endofito (E-) del mismo genotipo (F+ > F-; P+ > P-; R+ > R-), mientras que en PER las

variaciones entre genotipos fueron menos pronunciadas.
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Grafico 43. Numero de espigas de plantas de raigrds de los diferentes
genotipos en funcidn de la interaccion Genotipo x Localidad. F-: Feliciano sin
endofito, F+: Feliciano con endofito, P-: Pipinas sin endofito, P+: Pipinas con
endoéfito, R-:Ribeye sin endéfito, R+: Ribeye con endofito. CDU: Concepcion
del Uruguay. PER: Pergamino.

Para la variable largo de espiga, se detectd una interaccion genotipo por localidad
estadisticamente significativa (p<0.05). El grafico 44 evidencia esta interaccion mediante las
medias de los genotipos en cada localidad, mostrando una variabilidad diferencial. En CDU, se
observo mayor variabilidad, destacandose los genotipos P+ y R+, mientras que en PER las
diferencias entre genotipos fueron menos pronunciadas, siendo F+ el mas sobresaliente. La
diferente respuesta de los genotipos entre localidades explica la interaccion significativa, lo que
sugiere que el comportamiento de cada genotipo estd fuertemente influenciado por el ambiente

especifico.
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Grafico 44. Largo de espigas de plantas de raigras de los diferentes genotipos en
funcidon de la interaccion Genotipo x Localidad. F-: Feliciano sin endofito, F+:
Feliciano con endofito, P-: Pipinas sin endéfito, P+: Pipinas con endoéfito, R-:
Ribeye sin endofito, R+: Ribeye con endofito. CDU: Concepcion del Uruguay.
PER: Pergamino.

En el analisis de espiguillas por espiga, se detecté una interaccion genotipo x localidad
estadisticamente significativa (p<0.05). La variabilidad entre genotipos mostrd patrones
distintos segun la localidad: en CDU se destacaron los genotipos F- y P+, mientras que en PER

el genotipo F+ presento las caracteristicas mas relevantes (Grafico 45).
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Grafico 45. Espiguilla por espigas de plantas de raigras de los diferentes genotipos
en funcidn de la interaccion Genotipo x Localidad. F-: Feliciano sin endéfito, F+:
Feliciano con endofito, P-: Pipinas sin endéfito, P+: Pipinas con endoéfito, R-:
Ribeye sin endoéfito, R+: Ribeye con endofito. CDU: Concepcion del Uruguay.
PER: Pergamino.

En el analisis del peso de semillas, se detectd una interaccion genotipo por localidad
estadisticamente significativa (p<0.05). Se observaron resultados significativos en ambas
localidades. En CDU, los genotipos F+ y P+ mostraron los valores mas destacados, mientras
que en PER si bien se identificaron también como sobresalientes los mismos genotipos F+ y
P+, la magnitud de estas respuestas fue diferente, lo que explica la interaccion significativa

(Grafico 46).
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Grafico 46. Peso de semillas de plantas de raigras de los diferentes genotipos en
funcidon de la interaccion Genotipo x Localidad. F-: Feliciano sin endofito, F+:
Feliciano con endofito, P-: Pipinas sin endéfito, P+: Pipinas con endoéfito, R-:
Ribeye sin endofito, R+: Ribeye con endéfito. CDU: Concepcion del Uruguay. P:
Pergamino.

En el analisis de materia seca total, si bien hubo interaccion significativa (p<0.05), la
misma solo se debi6 al mal desempefio del genotipo R- en CDU. El resto de los genotipos no
se diferencio significativamente dentro de los ambientes, detectandose si una importante
diferencia significativa entre localidades (Grafico 47). En CDU se registraron los valores mas
altos de materia seca total, con una notable diferencia al compararse con Pergamino. Esta
marcada disparidad sugiere un probable efecto de sequia en la localidad de Pergamino durante
el afio del estudio, impactando significativamente la produccién de materia seca total de los

genotipos evaluados.
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Grafico 47. Biomasa total de plantas de raigras en funcion de diferentes localidades.
CDU: Concepcion del Uruguay. PER: Pergamino.

Parametros genéticos

La Tabla 52 presenta los componentes de varianzay el grado de determinacion genética
(H?) estimados para cada caracter a través de las localidades de evaluacion (Concepcion del

Uruguay y Pergamino).

Tabla 52 - Variancia fenotipica (c’renor), Variancia genética (c°g), varianza de la interaccion de
genotipo* ambiente (c%G+r), variancia error (6°grror), grado de determinacion genética (H?), para todos
los caracteres evaluados en los dos ambientes de CDU (Concepcion del Uruguay) y PER (Pergamino).
Numero de macollos (Mac), Altura (Alt), PS1 (Peso de materia seca 1), PS2 (Peso de materia seca 2),
PS_TOT (Peso de materia seca total), NESP (Numero de espigas), LESP (Largo de espiga), ESP/ESP
(Espiga por espiguillas), PESO SEM (Peso de semilla) y P1000 (Peso de semilla por 1000).

Mac Alt PS1 PS2 PS_TOT NESP LESP ESP/ESP PESO P1000

SEM
o’c 9.17 0.00 0.14 0.60 1.05 11.09  0.00 0.00 3.69 0.00
e 0.00 0.00 1.55 173 15.35 10435 5.45 2.76 9.67 0.04
o’error  26.60 4.18 8.50 20.60 23.01 250.07 4.22 3.21 5.88 0.14
o’revor  13.60 0.70 234 490 12.56 104.94 3.43 1.92 9.51 0.04
H? 0.67 0.00 0.06 0.12 0.08 0.11 0.00 0.00 0.39 0.00

En los caracteres ALT, LESP, ESP/ESP y P1000 no se detect6 varianza genética (¢’
=0), lo que implicé un H? igual a cero, indicando la imposibilidad de seleccionar por estos

caracteres para ambos ambientes.
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En los caracteres PS1, PS2, PS TOT y Peso de semillas, si bien se detectd varianza
genética, esta fue baja en proporcion al resto de los componentes de varianza, lo que redundo
en H? bajas (< 0.3), lo que indicaria la posibilidad de realizar seleccién, pero con bajas
estimaciones de ganancia genética por ciclo de seleccion.

En el caracter nimero de macollos (Mac) el grado de determinacion genética fue el mas elevado
(H? = 0.67), indicando en este caso la posibilidad de mejorar el caracter mediante la seleccion
independientemente del ambiente.

Las Tablas 53 y 54 muestran los componentes de varianza y grado de determinacion
Genética estimados para cada caracter dentro de cada ambiente de evaluacion (Concepcion del

Uruguay y Pergamino).

Tabla 53 - Localidad de Concepcion del Uruguay (CDU). Variancia fenotipica (c°renor),
variancia genética (o°G), variancia error (6grror), grado de determinacion genética (H?), Namero
de macollos (Mac), Altura (Alt), PS1 (Peso de materia seca 1), PS2 (Peso de materia seca 2),
PS TOT (Peso de materia seca total), NESP (Numero de espigas), LESP (Largo de espiga),
ESP/ESP (Espiga por espiguillas), PESO SEM (Peso de semilla) y P1000 (Peso de semilla por

1000).
CDU
Mac Alt PS1 PS2 PS TOT NESP LESP ESP/ESP PESO P1000
SEM
6’ 8.04 0.51 3.48 5.92 33.10 109.23 1.84 1.61 23.80 0.002
o’grroR 1192 447 16.70 36.50 43.80 104.36 1.49 1.14 8.50 0.09
G FENOT 12.01 2.00 9.05 18.09 47.70 144.02 2.34 1.99 26.63 0.03
H? 0.67 0.25 0.38 0.33 0.69 0.76 0.79 0.81 0.89 0.08

Tabla 54 - Localidad de Pergamino (PER). Variancia fenotipica (c’renor), variancia genética
(0%g), variancia error (c’error), grado de determinacion genética (H?), Numero de macollos
(Mac), Altura (Alt), PS1 (Peso de materia seca 1), PS2 (Peso de materia seca 2), PS_ TOT (Peso
de materia seca total), NESP (Numero de espiga), LESP (Largo de espiga), ESP/ESP (Espiga por
espiguillas), PESO SEM (Peso de semilla) y P1000 (Peso de semilla por 1000).

PER

Mac  Alt PS1 PS2 PS TOT NESP LESP ESP/ESP PESO P1000

SEM
o’c 2.18 0.00 0.00 0.00 0.00 151.90 9.04 4.10 3.05 0.07
o’error  47.50 3.40 023 1.03 189 304.90 7.03 4.74 2.72 0.20
o’revor  18.01 1.13  0.08 034  0.63 253.53 1138 5.68 3.96 0.14
H? 012 0.00 0.00 0.00 0.00 0.60 0.79 0.72 0.77 0.50

Al observar los resultados del analisis dentro de cada ambiente (Tablas 53 y 54), se
encontro que en el ambiente de CDU (Tabla 53) discrimind de manera mas eficiente los
genotipos (mayor proporcion de varianza genotipica), presentando todos los caracteres grados

de determinacion genética (H?) de entre 0.2 y 0.8. En cambio, en la localidad de Pergamino
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(Tabla 54), hubo una baja proporciéon de variabilidad genética en la mayoria de los caracteres,

estimandose valores de H?> mas bajos para la mayoria de los caracteres.
Correlaciones Genéticas

La Tabla 55 presenta los coeficientes de correlacion genética entre nueve caracteres
evaluados en genotipos diploides de raigras anual bajo dos condiciones ambientales (CDU y
PER). Se encontraron asociaciones positivas y significativas entre PS2 y PS TOT, asi como
entre PS2 y NESP.

Por otro lado, se identificaron asociaciones negativas y significativas entre PS1 y NESP, asi
como entre PS TOT y NESP. Comprender este tipo de asociaciones es fundamental en los
programas de mejoramiento que evaluan multiples caracteres en simultaneo, ya que facilita la
definicidn de caracteres “objetivo” y el disefio de estrategias de seleccion, tanto directa como

indirecta.

Tabla 55 - Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) para el analisis
combinado de los ambientes.

PESO
Caracter Mac3 Alt2 | PS1 PS2 PS_TOT | NESP | LESP ESP_ESP | SEM
Alt2 NA
PS1 0.11 NA
PS2 0.29 NA 0.54
PS_TOT 0.42 NA 0.77 0.95
NESP -0.14 NA -0.99 0.99 | -0.99
LESP NA NA NA NA NA NA
ESP_ESP NA NA NA NA NA NA NA
PESOSEM 0.73 NA -0.05 0.09 | 0.05 0.23 NA NA
P1000 NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Las Tablas 56 y 57 presentan los coeficientes de correlacion genética entre los mismos
caracteres mencionados anteriormente, analizados dentro de cada ambiente por separado (CDU
y PER). Este andlisis especifico dentro de cada ambiente mostré una mayor proporcion de
asociaciones significativas entre caracteres en comparacion con el analisis combinado de ambos
ambientes.

En la Tabla 56, correspondiente a CDU, se destacan asociaciones con valores de hasta
0.99 en varios casos. En cambio, en Pergamino (PER) (Tabla 57), aunque también se
observaron valores significativos, las asociaciones entre caracteres fueron menos numerosas

que en CDU.
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Tabla 56 - Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) en el ambiente
Concepcion del Uruguay.

PESO
Caricter Mac3 Alt2 PS1 PS2 PS TOT | NESP | LESP | ESP ESP | SEM
Alt2 0.5647
PS1 -0.0657 | 0.9999
PS2 0.2644 0.9999 | 0.9999
PS_TOT 0.0784 0.9999 | 0.9999 | 0.9999
NESP 0.4241 0.7308 | 0.8984 | 0.9999 | 0.8097
LESP -0.0365 | 0.9999 | 0.8031 | 0.9999 | 0.7935 0.9999
ESP_ESP 0.4287 -0.2089 | -0.0556 | 0.9999 | 0.6519 0.9496 | 0.4904
PESOSEM | 0.3183 0.9999 | 0.9999 | 0.9999 | 0.9999 0.8414 | 0.6374 | 0.5912
P1000 NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Tabla 57 - Coeficientes de correlacion genética entre caracteres (rg) en el ambiente
Pergamino.

PESO
Cariacter Mac3 Alt2 | PS1 PS2 | PS TOT | NESP LESP ESP_ESP | SEM
Alt2 NA
PS1 NA NA
PS2 NA NA NA
PS_TOT NA NA NA NA
NESP 0.5919 | NA NA NA NA
LESP 0.9999 | NA NA NA NA 0.5982
ESP_ESP 0.8408 NA NA NA NA 0.7938 0.9999
PESOSEM | 0.9999 | NA NA NA NA 0.6126 0.9962 0.9999
P1000 0.9999 | NA NA NA NA 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999

Correlaciones Fenotipicas

La Tabla 58 muestra los coeficientes de correlacion fenotipica entre nueve caracteres
evaluados en genotipos diploides de raigras anual bajo dos condiciones ambientales (CDU y
PER), como se mencion6 anteriormente. Se identificaron asociaciones positivas y significativas
entre los siguientes pares de caracteres: Alt2/PS1, Alt2/PS2, Alt2/PS TOT, PS1/PS2,
PS1/PS_TOT, PS2/PS_TOT, LESP/ESP_ESP y LESP/PESOSEM.

Tabla 58 - Coeficientes de correlacion fenotipicas entre caracteres (rr) en ambos los ambientes.

PE
Caricter Mac3 Alt2 PS1 PS2 PS TOT | NESP | LESP | ESP ESP SES’[O
Alt2 -0.197
PS1 0.080 0.940
PS2 -0.199 0.900 0.821
PS_TOT -0.086 0.959 0.938 0.968
NESP -0.033 0.060 -0.035 | 0.478 | 0.275
LESP 0.532 0.176 0.168 0.342 | 0.282 0.579
ESP_ESP 0.519 -0.148 | -0.154 | 0.115 | 0.002 0.691 0.933
PESOSEM 0.409 0.652 0.705 0.790 | 0.790 0.546 0.768 0.577
P1000 0.020 0.428 0.251 0.361 | 0.330 0.167 0.703 0.509 0.467
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Las Tablas 59 y 60 muestran los coeficientes de correlacion fenotipica entre los mismos
caracteres mencionados anteriormente, analizados por separado en cada ambiente (CDU y
PER). Este andlisis especifico en cada ambiente reveld una proporcion de asociaciones
significativas entre caracteres similar a la observada en el andlisis combinado de ambos
ambientes, indicando que algunos ambientes especificos contribuyeron a estos valores
fenotipicos.

En la Tabla 59, correspondiente a CDU, se observdo un mayor numero de asociaciones

significativas en comparacion con la localidad de Pergamino (Tabla 60).

Tabla 59 - Coeficientes de correlacion fenotipicas entre caracteres (rr) en el ambiente de
Concepcion del Uruguay.

PESO
Caracter Mac3 Alt2 PS1 PS2 PS TOT | NESP | LESP | ESP ESP | SEM
Alt2 0.150
PS1 0.118 0.973
PS2 -0.244 | 0.732 | 0.853
PS_TOT -0.094 | 0.866 | 0.950 | 0.973
NESP 0.360 0.285 | 0.464 | 0.552 | 0.534
LESP -0.043 | 0.423 | 0.537 | 0.581 | 0.583 0.755
ESP_ESP -0.023 | 0.026 | 0.253 | 0.587 | 0.462 0.876 0.613
PESOSEM | 0.241 0.717 1 0.845 | 0.871 | 0.892 0.755 0.505 0.652
P1000 -0.492 | 0.648 | 0.564 | 0.449 | 0.517 -0.230 | 0.361 -0.303 0.087

Tabla 60 - Coeficientes de correlacion fenotipicas entre caracteres (rr) en el ambiente
Pergamino.

PESO
Caricter Mac3 | Al2 | PS1 PS2 PS TOT | NESP | LESP | ESP ESP | SEM
AlR2 -0.349

PS1 -0.673 | 0.665

PS2 -0.609 | 0.555 | 0.734

PS TOT -0.640 | 0.592 | 0.800 | 0.995

NESP -0.070 | 0.834 [ 0214 [0449 [ 0.430

LESP 0.725 | 0.141 | -0.546 | -0.622 | -0.631 0.382

ESP ESP | 0.770 | 0.094 | -0.632 | -0.516 | -0.551 0.454 | 0.964

PESOSEM | 0.595 | 0.522 | -0.130 | -0.033 | -0.048 0.730 | 0.779 | 0.823

P1000 0.621 | 0.328 | -0.364 | -0.510 | -0.505 0490 |0.979 | 0.918 0.827
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Stand denso

Genotipos y ambientes

Los resultados de los analisis correspondientes al experimento de stand denso se
presentan en las Tablas XLVII a LI del Anexo. En ellas se detalla la significancia de los efectos
de los genotipos, las localidades y sus interacciones, junto con las medias de cada variable por
genotipo, las medias promediadas entre ambientes, las asociadas al nivel de endofito y la
comparacion de las localidades en relacion con las variables evaluadas.

El analisis incluy¢ la altura de las plantas y el peso de materia seca total, asi como la
estimacion de parametros genéticos, entre ellos los componentes de varianza, la varianza
genética (0°G), la interaccién genotipo X ambiente (6°GxE) y el grado de determinacion
genética (H?). Ademas, se calcularon correlaciones genéticas y fenotipicas entre los caracteres
evaluados en las localidades de Concepcion del Uruguay y Pergamino. Los graficos
acompanantes resaltan Unicamente aquellos resultados que mostraron diferencias

estadisticamente significativas.

En la Tabla XLVII (anexo) se observa la significancia de la interaccion y los efectos
principales (localidad y genotipos), donde se observa que para ninguna de las variables
estudiades se detectd interaccion localidad por genotipo significativa (p>0.05), ni efecto
significativo del tratamiento (genotipo), detectandose solo diferencias significativas en el efecto
localidad (p<0.05) en mac, altl, alt2, PMS2 y PMStot.

En cuanto a la altura de planta (alt2) (Grafico 48), se observaron diferencias significativas,

donde la localidad de Concepcidn del Uruguay presentd mayores alturas que Pergamino.

113|Pagina



40-

w
o
1

Altura de planta (cm)
[\+]
o

=y
o
|

CDU PER
Localidad

Grafico 48. Altura de plantas de raigras en funcion de diferentes localidades. CDU:
Concepcion del Uruguay. PER: Pergamino.

En cuanto al peso de materia seca total de los dos cortes (PS_TOT), los mayores valores se
dieron en Concepcion del Uruguay (3.680 kgMS/ha) respecto a Pergamino (2.200 kgMS/ha)
(Grafico 49).
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Gréfico 49. Biomasa total de plantas de raigras en funcion de diferentes localidades.
CDU: Concepcion del Uruguay. PER: Pergamino.
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Parametros genéticos

La Tabla 61 presenta los componentes de varianza y el grado de determinacidén genética
(H?) estimados para cada caricter evaluado en un experimento de stand denso, realizado en
distintos ambientes en las localidades de Concepcion del Uruguay y Pergamino.

La varianza de la interaccion genotipo por ambiente (6%c+E) y la varianza genética (6°G)
fueron bajas para todos los caracteres, mientras que la varianza ambiental (error experimental)
y la varianza fenotipica presentaron valores altos. Ninguno de los caracteres mostr6 un valor de
heredabilidad (H?) superior a 0.7; de hecho, todos presentaron H? = 0, lo que indicaria la
imposibilidad de seleccionar genotipos adaptados a ambos ambientes a partir de los resultados

de este experimento (debido al alto error experimental).

Tabla 61 - Variancia fenotipica (c’renor), variancia genética (c°G), varianza de la
interaccion de genotipo* ambiente (o’gs), variancia error (c’error), grado de
determinacion genética (H?), para todos los caracteres evaluados en los dos ambientes de
CDU (Concepcion del Uruguay) y PER (Pergamino). Numero de macollos (Mac), Altura
(Alt), PMS1 (Peso de materia seca 1), PMS2 (Peso de materia seca 2), PMStot (Peso de
materia seca total).

Mac Altl Alt2 PMS1 PMS2 PMStot
6’c 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
6’GE 1460.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
G’ERROR 8537.00 10.10 15.10 190215.00  118000.00  538000.00
G’FENOT 2152.83 1.68 2.52 31702.50 19666.67 89666.67
H? 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Las Tablas 62 y 63 muestran los componentes de varianza y el grado de determinacion
genética (H?) estimados para cada caracter en los diferentes ambientes de evaluacion (CDU y
PER).

Al analizar los resultados por ambiente, se observo que en Concepcion del Uruguay
(Tabla 62), los caracteres Altl y PMSI presentaron un grado de determinacion genética (H?)
entre 0.39 y 0.53. En contraste, en la localidad de Pergamino (Tabla 63), el tinico caracter con

valor de H? distinto de cero fue Alt2, con un valor de 0.52.
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Tabla 62 — Localidad de Concepcion del Uruguay. Variancia fenotipica (c’renot),
variancia genética (c%g), variancia error (c°grror), grado de determinacion genética (H?),
Numero de macollos (Mac), Altura (Alt), PMS1 (Peso de materia seca 1), PMS2 (Peso de
materia seca 2), PMStot (Peso de materia seca total).

CDU

Mac Altl Alt2 PMSI1 PMS2 PMStot
o’c 3201.00 0.88 0.00 44281.00 0.00 0.00
G ERROR 16194.00 4.18 13.30 118648.00  138000.00  294000.00
6 FENOT 8599.00 2.27 4.43 83830.33 46000.00 98000.00
H? 0.37 0.39 0.00 0.53 0.00 0.00

Tabla 63 — Localidad de Pergamino. Variancia fenotipica (6’renot), Variancia genética
(6%6), variancia error (6°grror), grado de determinacion genética (H?), Numero de macollos
(Mac), Altura (Alt), PMS1 (Peso de materia seca 1), PMS2 (Peso de materia seca 2),
PMStot (Peso de materia seca total).

PER

Mac Altl Alt2 PMSI PMS2 PMStot
o’c 0.00 0.00 2.28 0.00 0.00 0.01
G ERROR 65.10 6.90 6.22 250000.00  86708.00 545421.00
6 FENOT 21.70 2.30 4.35 83333.33 28902.67 181807.01
H? 0.00 0.00 0.52 0.00 0.00 0.00

Correlaciones genéticas

La Tabla 64 presenta los coeficientes de correlacion genética entre cinco caracteres
evaluados en genotipos diploides de raigrds anual bajo ambos ambientes. No se observaron
asociaciones positivas, lo cual indica que, en este analisis combinado de ambientes, el modelo

no calculo correlaciones debido a que los valores de H? fueron inferiores a 0.05.

Tabla 64 — Coeficientes de correlacion genética entre caracteres
(rc) para el andlisis combinado de los ambientes.

Caracter Mac | Altl | Alt2 | PMS1 | PMS2
Altl NA

Alt2 NA NA

PMS1 NA NA | NA

PMS2 NA NA | NA | NA

PMStot NA NA | NA | NA NA

Las Tablas 65 y 66 muestran los coeficientes de correlacion genética entre los caracteres

Mac, Altl, Alt2, PMS1, PMS2, analizados por separado en cada ambiente (CDU y PER).

En la localidad de Concepcion del Uruguay (Tabla 65), se destaca la asociacion negativa
entre Mac y Altl. En cambio, en las correlaciones para Pergamino (Tabla 66), no se calcularon

correlaciones debido a que los valores de H? fueron inferiores a 0.05.
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Tabla 65 — Coeficientes de correlacion genética entre caracteres

1) en el ambiente Concepcion del Uruguay.

Caracter Mac Altl Alt2 | PMS1 | PMS2
Altl -0.9999

Alt2 NA NA

PMSI1 0.4294 0.4085 | NA

PMS2 NA NA NA NA

PMStot NA NA NA NA NA

Tabla 66 — Coeficientes de correlacion genética entre caracteres

(r6) en el ambiente Pergamino.

Caracter | Mac | Altl | Alt2 | PMS1 | PMS2
Altl NA

Alt2 NA NA

PMS1 NA NA NA

PMS2 NA NA NA NA

PMStot NA NA NA NA NA

Correlacion Fenotipica

En las correlaciones fenotipicas presentadas en la Tabla 67, analizadas en ambos
ambientes, se destacan las asociaciones entre los siguientes pares de caracteres: Mac/Alt2,

Mac/PMS1, Mac/PMStot, Alt1/PMS2, Alt2/PMS1, Alt2/PMStot y PMS1/PMStot.

Tabla 67 — Coeficientes de correlacion fenotipicas entre caracteres

(rr) en ambos los ambientes.

Caracter | Mac Altl Alt2 PMS1 | PMS2
Altl -0.255

Alt2 0.837 0.192

PMS1 0.796 0.367 0.961

PMS2 0.580 -0.799 | 0.363 | 0.124

PMStot 0.932 -0.159 ] 0.938 | 0.837 0.647

Las Tablas 68 y 69 muestran los coeficientes de correlacion fenotipica entre los
caracteres Mac, Altl, Alt2, PMSI1 y PMS2, analizados por separado en cada ambiente (CDU y
PER).

En la localidad de Concepcion del Uruguay (Tabla 68), se destaca la asociacion entre
Alt2 y PMSI1. En cambio, en las correlaciones para Pergamino (Tabla 69), se observan
asociaciones significativas entre los siguientes pares de caracteres: Mac/PMStot, Alt2/PMS2,
PMS1/PMStot y PMS2/PMStot. Esto sugiere que, para la seleccion, los valores observados en
Pergamino son mas representativos y relevantes.
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Tabla 68 — Coeficientes de correlacion fenotipicas entre caracteres

(rr) en el ambiente de Concepcion del Uruguay.

Caracter | Mac Altl Alt2 PMS1 | PMS2
Altl -0.047

Alt2 0.607 0.739

PMSI1 0.572 0.491 0.875

PMS2 0.201 -0.604 | -0.358 | -0.287

PMStot 0.685 0.084 0.616 0.783 0.372

Tabla 69 — Coeficientes de correlacion fenotipicas entre caracteres
(rr) en el ambiente Pergamino.

Caracter | Mac Altl Alt2 PMS1 | PMS2
Altl -0.350

Alt2 0.489 0.085

PMS1 0.687 -0.190 | 0.320

PMS2 0.770 -0.170 ] 0.925 | 0.550
PMStot 0.821 -0.205 | 0.668 | 0.907 0.851

DISCUSION

La interaccion genotipo (poblacion*infeccion) x ambiente (GXE) observada en raigrés
anual diploide demuestra coémo las caracteristicas genotipicas responden de manera
diferenciada segun el ambiente especifico, especialmente en stands densos. Este estudio resalta
que, en Concepcion del Uruguay, las condiciones favorecieron un mayor rendimiento
reproductivo y de biomasa, mientras que en Pergamino el estrés hidrico limito
significativamente estos resultados. Estudios recientes han mostrado que la interaccion entre
factores ambientales y caracteristicas genéticas y simbidticas, como la presencia de endofitos
Epichloé, influye significativamente en la produccion de forraje, el rendimiento de semillas y
la calidad en Lolium. Los genotipos P+ y F+ sobresalieron en varios pardmetros reproductivos
(numero y peso de semillas), aunque la magnitud de su respuesta varié segun el ambiente, lo
que evidencia la fuerte influencia ambiental (Torkian et al., 2019).

Estos resultados pueden reflejar el efecto beneficioso de la infeccion endofitica en el desempefio
reproductivo de las plantas. Dado que la transmision del endéfito ocurre principalmente a través
de las semillas, la mayor cantidad de espigas, espiguillas y el incremento en el peso de semillas
observados en las versiones infectadas (E+) sugieren una relacion simbidtica estable y efectiva.
En particular, en la localidad de Concepcion del Uruguay, donde las diferencias fueron mas

marcadas, la presencia del endéfito parece haber favorecido una mayor capacidad reproductiva,
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potenciando la produccion de estructuras florales y de semilla, lo que podria contribuir a una
mejor persistencia y propagacion del endofito en las generaciones siguientes.

Los valores de heredabilidad (H?) de caracteres clave fueron generalmente bajos (< 0.3),
lo que limita la eficacia de la seleccion directa, excepto para la materia seca total, con H? de
hasta 0.67 en Concepcion del Uruguay. Esto sugiere que la seleccion puede ser viable, pero
requiere enfoques especificos para cada ambiente. La baja heredabilidad en Pergamino podria
deberse a la mayor proporcion de error ambiental, mientras que, en Concepcion del Uruguay,
los valores mas altos reflejan una mayor expresion del potencial genético bajo condiciones mas
favorables.

Las correlaciones genéticas y fenotipicas entre caracteres, como espiguillas por espiga
(NESP) y peso total de semillas (PS_TOT), permiten identificar asociaciones utiles para la
seleccion indirecta. En Concepcion del Uruguay, las correlaciones fueron mas numerosas y
fuertes, lo que refleja una mayor discriminacion genotipica en este ambiente, mientras que en
Pergamino las asociaciones fueron menos pronunciadas, posiblemente por el impacto negativo
de la sequia.

La interaccion significativa GXE subraya la importancia de estrategias de mejoramiento
que evaluen la estabilidad y plasticidad de los genotipos en multiples ambientes. Identificar
cultivares adaptados a condiciones especificas, como el estrés hidrico en Pergamino o el
potencial productivo en Concepcion del Uruguay, resulta esencial para garantizar la
sostenibilidad y productividad forrajera en contextos agroecoldgicos diversos (Egea-Gilabert et
al.,2021; Begna, 2020). En esta linea, estudios recientes confirman que la GXE ejerce un efecto
determinante sobre la expresion del rendimiento y la estabilidad de los cultivares de raigras en
distintos ambientes. Zhu (2023) evidencioé que la productividad de materia seca de Lolium spp.
varia significativamente entre sitios y afios, lo que refuerza la necesidad de evaluar genotipos
en condiciones multiples antes de recomendar su cultivo. De manera complementaria, Fois et
al. (2021) demostraron que tanto la resistencia a enfermedades como la adaptacion de los
cultivares dependen fuertemente de la interaccion con el entorno, sugiriendo que la seleccion
indirecta mediante caracteres correlacionados puede ser mas efectiva cuando se consideran
estas variaciones ambientales.

Asimismo, se ha demostrado que la produccion de biomasa y la calidad del forraje de
raigras anual diploide pueden variar significativamente entre ambientes, lo que resalta la
necesidad de seleccionar genotipos adaptados a condiciones locales para optimizar la

productividad y la sostenibilidad de los sistemas forrajeros (Carrasco-Chilon et al., 2024).
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Torkian et al. (2019) observaron que la interaccion entre el endoéfito Epichloé y los genotipos
de Lolium perenne influye en la produccion de biomasa y semilla. Los genotipos E+ presentaron
mayor biomasa y rendimiento de semilla que los E—, aunque la magnitud de la respuesta
dependi6 del ambiente, lo que indica que la seleccion de genotipos debe considerar la
variabilidad ambiental. De manera complementaria, Johansen et al. (2025) sefialan que la
variabilidad ambiental influye directamente en la expresion fenotipica de los rasgos
agrondémicos, reforzando el valor de los ensayos multiambientales como herramienta para
identificar genotipos estables y resilientes.

En conjunto, estos hallazgos confirman que la interaccion significativa GXE debe
considerarse como un eje central en los programas de mejoramiento orientados a la estabilidad
y la plasticidad genética. La identificacion de cultivares adaptados a escenarios contrastantes
—como el estrés hidrico en Pergamino o el mayor potencial productivo en Concepcion del
Uruguay— constituye una estrategia clave para potenciar la productividad. En particular, el
aprovechamiento de la variabilidad genética disponible, junto con la asociacion con endofito,
ofrece una oportunidad prometedora para seleccionar forrajes mas resilientes y eficientes frente

a condiciones ambientales desafiantes.
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CAPITULO 5: ANALISIS INTEGRADO

DISCUSION GENERAL

En sintesis, tanto la salinidad como la sequia son factores criticos que limitan el
desarrollo y rendimiento de las plantas. La integracion de estrategias de mejoramiento genético
y manejo, incluyendo la infeccion del endoéfitos y seleccion de genotipos adaptados, resulta
esencial para optimizar la productividad en condiciones adversas.

La salinidad y la sequia son factores ambientales determinantes que afectan el desarrollo
de las plantas de manera significativa, impactando parametros como el nimero de macollos, la
altura, la produccion de biomasa y la capacidad de adaptacion de las plantas. La salinidad, por
ejemplo, limita severamente el crecimiento vegetal, reduciendo biomasa, altura y numero de
macollos, especialmente en ambientes con alta concentracion de sales (Volkov, 2014; Furtado
et al., 2025). A medida que los niveles de sal aumentan, hay una reduccion considerable en la
biomasa, la altura de las plantas y el numero de macollos, como evidencian estudios de Zelm
et al. (2020) y Li et al. (2023). El efecto de los endofitos, presentes en algunas poblaciones de
plantas, es mas evidente en condiciones de baja salinidad, donde poblaciones como Ribeye y
Feliciano presentaron un mayor numero de macollos. Sin embargo, este efecto se diluye en
ambientes de alta salinidad, lo que sugiere que la presencia de endofitos puede ser beneficiosa
en estreses moderados, pero no es suficiente para mitigar los efectos de una salinidad extrema,
como observan Guo et al. (2023).

Ademas, el efecto de la salinidad sobre la altura de las plantas sigue una tendencia
inversa con el crecimiento. Genotipos como Pipinas mostraron alta sensibilidad a la salinidad,
lo que resalta la vulnerabilidad de ciertas plantas al estrés salino. No obstante, la presencia del
endofito ayudo a mitigar parcialmente este efecto, indicando que el endofito, como Epichloé
occultans, puede mejorar la tolerancia de las plantas al estrés salino al favorecer el equilibrio
i6nico, tal como sugieren Liu ef al. (2022) y Furtado et al. (2025), quienes sefialan que la
presencia de endofitos ayuda a mitigar parcialmente el estrés salino, favoreciendo el equilibrio
i6nico y la tolerancia de las plantas. La biomasa acumulada también varid segln la interaccion
genotipo-endofito, con Ribeye mostrando una tendencia positiva en presencia del endofito,
mientras que Feliciano y Pipinas experimentaron una reduccion.

Los efectos acumulativos de la salinidad también fueron evidentes, especialmente
después del segundo corte, con una disminucidn drastica de la biomasa. La reduccion del 81%
en la biomasa acumulada bajo condiciones de salinidad extrema (250 mM) y la caida del 58%
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en el indice de tolerancia de las plantas reflejan el alto costo fisioldgico del estrés salino
extremo. La relacion entre los iones K'/Na" fue un indicador importante de la tolerancia al
estrés salino. Poblaciones como Ribeye, que lograron mantener una relacion mas alta de
K+/Na+, mostraron un mayor indice de tolerancia, lo que refuerza la idea de que el equilibrio
ionico es fundamental para la supervivencia en ambientes salinos.

La interaccion genotipo por ambiente (GXE) mostr6 que la efectividad de los endofitos
y de las plantas variaba segtn el ambiente y el nivel de salinidad, sugiriendo que los programas
de mejoramiento genético pueden realizarse para seleccionar genotipos mas adaptados al estrés
salino, especialmente en condiciones controladas. Ademas, el analisis genético reveld que
caracteristicas como la altura de las plantas antes del corte tienen alta heredabilidad, lo que
facilita su seleccion en programas de mejoramiento, mientras que otras caracteristicas requieren
un enfoque mas especifico. En este contexto, la interaccion significativa GxE subraya la
importancia de estrategias de mejoramiento que evaliien la estabilidad y plasticidad de los
genotipos en multiples ambientes; identificar cultivares adaptados a condiciones especificas es
esencial para garantizar la sostenibilidad y productividad forrajera (Richardson et al., 2023).

En cuanto a la sequia, la combinaciéon de estrés hidrico y defoliacién impacta
severamente el crecimiento y la recuperacion de las plantas. El nimero de macollos disminuy¢
significativamente después del primer corte, especialmente en las plantas sometidas a sequia, y
la altura de las plantas también se vio afectada, mostrando una reduccion marcada en su
crecimiento bajo estrés hidrico. Antes del corte, las plantas sin endéfitos presentaron un mayor
numero de macollos, pero después del corte, aquellas con endo6fitos mantuvieron o incluso
superaron el nimero de macollos en comparacion con las sin endoéfitos, lo que sugiere que los
endofitos pueden ofrecer un efecto protector en condiciones de estrés post-defoliacion. La
sequia también afectd negativamente la altura de las plantas, con una reduccion significativa en
el crecimiento de las plantas bajo estrés hidrico, que fue menor en las plantas con endofitos bajo
condiciones menos severas de sequia. La recuperacion de las plantas después del corte fue mas
dificil bajo sequia extrema, lo que evidencid que la severidad del estrés hidrico puede superar
los beneficios de los endofitos. Estos resultados concuerdan con lo reportado en estudios
previos, donde se evidencia que la combinacion de estrés hidrico y defoliacion reduce
severamente el crecimiento y la recuperacion de las plantas, aunque la presencia de endofitos
puede mitigar parcialmente estos efectos, dependiendo del genotipo y de la intensidad del estrés

(Dastogeer et al., 2018; Vanani et al., 2025; Kane, 2011).
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La produccion de biomasa fue severamente afectada por la sequia, con una reduccioén
de hasta el 89% en las plantas sometidas a sequia extrema, y la presencia de endofitos mostro
efectos variados. En genotipos como Pipinas, los endofitos no favorecieron la acumulacion de
biomasa, y en Feliciano, el efecto fue hasta contraproducente, lo que sugiere que el impacto de
los endoéfitos depende del genotipo y las condiciones ambientales de estrés. Ademas, el indice
de tolerancia a la sequia fue superior en el tratamiento de sequia moderada, en comparaciéon con
el tratamiento de sequia severa, donde hubo una reduccion del 50%, lo que indica que los
endofitos no siempre son beneficiosos en condiciones de estrés severo. La evaluacion del indice
de tolerancia fue esencial para la seleccion de genotipos mas adaptados a la sequia, facilitando
la identificacion de aquellos con alto rendimiento en ambientes con estrés hidrico.

El estudio también observo la interaccion G (poblacion*infeccion) XE en ambientes con
diferentes condiciones de estrés, como en Concepcion del Uruguay y Pergamino. Genotipos
como P+ y F+ se destacaron en multiples pardmetros de produccion, aunque la magnitud de la
respuesta varid segin el ambiente, lo que resalta la importancia de estrategias de mejoramiento
que consideren la plasticidad de los genotipos en diferentes condiciones. El analisis genético
indicé que la seleccion de genotipos adaptados a la sequia puede realizarse con base en las
correlaciones genéticas y fenotipicas entre caracteristicas, contribuyendo a mejorar la
resiliencia de las plantas en contextos agroecologicos variados. En este sentido, la efectividad
de los endofitos y de los genotipos varia segun el ambiente, lo que sugiere que los programas
de mejoramiento pueden orientar la seleccion hacia genotipos mas adaptados al estrés
(Richardson et al., 2023; Carrasco-Chilon et al., 2024).

En resumen, tanto la salinidad como la sequia son factores criticos que afectan el
crecimiento y la productividad de las plantas. La interaccidon entre genotipo, endofitos y
ambiente juega un papel crucial en la adaptacion de las plantas al estrés, y el uso de endofitos
y la seleccion de genotipos especificos son estrategias prometedoras para mejorar la resistencia
de las plantas en condiciones adversas. La comprension de las interacciones GXE y el uso de
indices de tolerancia, como el K'/Na" y la biomasa acumulada, son fundamentales para
optimizar los programas de mejoramiento genético, garantizando la sostenibilidad y la

productividad agricola en ambientes estresantes.
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CONCLUSION GENERAL

Los resultados obtenidos confirman que la asociacion con Epichloé occultans genera
respuestas diferenciales en poblaciones diploides de Lolium multiflorum frente a estreses
abioticos como salinidad y sequia. El efecto benéfico del endofito se manifestd principalmente
bajo condiciones de estrés moderado, favoreciendo la persistencia de macollos, la acumulacion
de biomasa y la recuperacion posterior a la defoliacion. No obstante, bajo condiciones extremas
de estrés, tanto salino como hidrico, la influencia positiva del endofito se redujo
considerablemente. En conjunto, los resultados evidencian que la magnitud y direccion de la
respuesta dependen fuertemente del genotipo, de modo que la presencia o ausencia de Epichloé
occultans puede modificar de manera significativa la tolerancia al estrés segin el genotipo
considerado.

La marcada interaccion genotipo x ambiente (GXE) observada — donde el ambiente
estuvo definido por los tres tipos de condiciones evaluadas (salinidad, sequia e invernaculo o
campo) y por los diferentes niveles de estrés aplicados — demuestra que la respuesta de la
simbiosis no es uniforme. La variabilidad en parametros fisiologicos, como la relacion K*/Na*,
el contenido relativo de agua y el indice de tolerancia al estrés, refuerza que la efectividad del
endofito depende de la compatibilidad especifica entre cada poblacion de L. multiflorum y las
condiciones ambientales. En algunos genotipos, la presencia de E. occultans potencid
significativamente los mecanismos de ajuste osmotico y la estabilidad de membranas, mientras
que en otros su efecto fue neutro o incluso marginal bajo estrés severo.

En sintesis, la hipotesis planteada se sostiene: la simbiosis con Epichloé occultans
contribuye a la adaptacion de Lolium multiflorum bajo estrés, aunque de manera diferencial y
condicionada. Esta evidencia sugiere que la simbiosis L. multiflorum — E. occultans constituye
un mecanismo relevante de adaptacion temprana, aunque su efectividad esta regulada por la

interaccion especifica entre genotipo, endoéfito y ambiente.
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Salinidad

ANEXO

Tabla II. ANOVA del nimero de macollos para las diferentes variables y sus

Chi-cuadrado Pr > (Chi-cuadrado)

interacciones dobles y triples.

ORIGEN
TE

TS
POB
DIAS
BLOQ
TE x TS
TE x POB

TS x POB

TE x DIAS

TS x DIAS
POB x DIAS
TE x TS x POB

TE x TS x DIAS

TE x POB x DIAS

TS x POB x DIAS
TE x TS x POB x DIAS

N B NN NS N —

s = =
NN

—
[\

[ NS
&~

24
8% 50,001

0,0168
844,920
35,5333
271,8529
104,6349
4,9365
4,0180

9,2148
0,6389
424,3930
9,6005
31,2513

1,9996

4,4639

7,5820
9,7149

0,89693
<2,2e-16 ***
1,923¢-08 ***
<2,2e-16 ***
<2,2e-16 ***
0,08473
0,13413
0,05595
0,99572
<2,2e-16 ***
0,65096
2,721e-06 ***

0,99941

0,97354

0,99942
0,99563
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Tabla III. ANOVA de altura para las diferentes variables y sus interacciones
orcen o Vi

TE 1 2,108 0,1466
TS 2 531,824 <0,0001
POB 2 0,879 0,4154
DIAS 6 1223,365  <0,0001
BLOQ 2 1,549 0,2125
TE x TS 2 1,280 0,2781
TE x POB 2 4,524 0,0109
TS x POB 4 0,629 0,6422
TE x DIAS 6 1,624 0,1363
TS x DIAS 12 190,103 <0,0001
POB x DIAS 12 0,815 0,6354
TE x TS x POB 4 2,399 0,0480
TE x TS x DIAS 12 0,263 0,9943
TE x POB x DIAS 12 1,119 0,3392
TS x POB x DIAS 24 0,209 1,0000
TE x TS x POB x DIAS 24 0,759 0,7921

Tabla IV. ANOVA del peso de materia seca del corte 1 (PMS1), para las diferentes
variables y sus interacciones

ORIGEN . DV Resid. DF Resid. - Dev Pr > (Chi-cuadrado)

27,5233 7,613 <2,e-16 ***
TE 1 0,0216 50 7,592 0,62958

POB 2 2,9245 48 4,667 11,236e-05 ***
BLOQ 2 0,4660 46 4,201 0,09236

TEx TS 2 0,0047 44 4,196 0,97462

TS x POB 4 0,2503 40 3,946 0,60614
TExPOB 2 0,1565 38 3,790 0,43266

TS x TE x 4 0,3026 34 3,487 0,51534

POB

5% p<(),001; ** p<0,01
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Tabla V. ANOVA de peso de materia seca del corte 2 (PMS?2), para las diferentes variables

y sus interacciones

ORIGEN - Chi-cuadrado | Pr > (Chi-cuadrado)

TE
POB

BLOQ
TS x TE

TS x POB

TE x POB

TS x TE x POB

1

2
2
2
4
2
4

946,2676

0,2246

14,6971

1,9379
3,4772
3,1974
8,980

5,1365

*** p<0,001; * p<0,05

<2,2e-16
0,6355300
0,0006435 ***

0,3794784
0,1757686
0,5253431
0,0274396 *
0,2735714

Tabla VI. ANOVA de peso de materia seca raiz (PMSRaiz), para las diferentes variables

y sus interacciones

ORIGEN . DV Resid. | DF Resid. - Dev Pr > (Chi-cuadrado)

248,888

TE
POB

BLOQ

TS x TE

TS x POB

TE x POB

TS x TE x POB

1

2
2
2
4
2
4

0,724
9,398
2,905
2,830
0,894
0,575
0,970

5% p<(,001; * p<0,05

334
332
330
328
324
322
318

152,00
151,28
141,88
138,97
136,14
135,25
134,68
133,71

<2,2e-16 ***

0,17189

5,455e-06 ***

0,02360 *
0,02602 *
0,67990
0,47617
0,64437

Tabla VII. ANOVA del peso acumulado (PMSAcumulado), para las diferentes variables

sus interaccione
- -

<2,2e-16 ***

TE

POB
BLOQ
TS x TE

TS x POB
TE x POB
TS x TE x POB

% 520,001

—

N B NN

4

270,3067
0,2748

12,8750
0,2772
0,0864

0,5772
0,2086
0,6252

0,6035

6,877e-05 **

0,7596
0,9174

0,6811
0,8127
0,6478
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Tabla VIII. ANOVA de la relacion entre potasio y sodio (K/Na) para las diferentes
variables y sus interacciones

11,7497  0,0001321 ***

TE 1 0,4189  0,5218436
POB 2 0,2489  0,7810862
BLOQ 2 10,9297  0,0002160 ***
TS x TE 2 0,2073  0,8137960
TS x POB 4 1,2967  0,2908543
TE x POB 2 0,0250  0,9752875
TS x TE x POB 4 0,6402  0,6374388
5% p<(),001

Tabla IX. ANOVA del indice de tolerancia de peso de materia seca al primer corte (IT

PMS1), para las diferentes variables y sus interacciones
-

TS 42,66577 4,43-06 ***
TE 1 0,0000 0,99757
POB 2 0,2976 0,74552
BLOQ 2 0,9496 0,40220
TS x TE 1 0,0637 0,80306
TS x POB 2 0,5639 0,57701
TE x POB 2 3,5862 0,04487 *
TS x TE x POB 2 0,6291 0,54238

5% p<(),001; * p<0,05
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Tabla X. ANOVA del indice de tolerancia de peso de materia seca al segundo corte (IT

PMS?2), para las diferentes variables y sus interacciones
-

1 36,7109  4,248e-06 ***

1 1,0987 0,3059
POB 2 0,2079 0,8138
BLOQ 2 0,4308 0,6553
TS x TE 1 0,1267 0,7252
TS x POB 2 1,2289 0,3119
TE x POB 2 1,3266 0,2858
TS x TE x POB 2 0,2824 0,7567

5% 50,001

Tabla XI. ANOVA del indice de tolerancia de peso de materia seca al acumulado (IT

PMSAcumulado), para las diferentes variables y sus interacciones
- “

TS 51,8651  3,229e-07 ***

TE 1 0,2733 0,60637
POB 2 0,1258 0,88245
BLOQ 2 0,0625 0,93962
TS x TE 1 0,0050 0,94400
TS x POB 2 0,7494 0,48435
TE x POB 2 2,6737 0,09132
TS x TE x POB 2 0,4826 0,62355

*4% 520,001

Tabla XII. ANOVA del indice indice de tolerancia de la relacion K/Na para las diferentes

variables y sus interacciones
w Chi-cuadrado | Pr > (Chi-cuadrado)

TS 1 30,0981 4,107e-08 ***
TE 1 09374 0,33295
POB 2 255410 2,843e-06 ***
BLOQ 13,6050 0,05761
TS x TE 1 00101 0,92002
TS x POB 20,5826 0,74731
TE x POB 22,7720 0,25007
TSxTExPOB 2 24824 0,28903
*x% 50,001
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Protocolos Salinidad

Solucion nutritiva de Hoagland

La solucion de Hoagland es utilizada en sistemas hidroponicos con el fin de
proporcionar todos los nutrientes esenciales para que las plantas puedan desarrollarse en ese
sustrato liquido. Por cada litro de agua comun se requieren 50 ml de solucidén de Hoagland. El
volumen de solucion para cada maceta seria de 6 litros, por lo que, para cada maceta se
necesitaron 300 ml de solucién de Hoagland concentrada. Esta solucion se compone de
macronutrientes y micronutrientes. A continuacion, se explican las concentraciones utilizadas
en la preparacion. Por cada litro de agua destilada se usaron los siguientes macronutrientes:
12 g de nitrato de calcio; 5.037 g de nitrato de potasio; 2,4 g de sulfato de magnesio; 1.36 g de
fosfato diacido de potasio; 0.44 g de EDTA. Estas drogas se pesan y se agregan en un vaso de
precipitado con agua destilada, una a una, mientras que la preparacion se va mezclando en
agitador comun. Luego, se agrega 1 ml de cada solucion de micronutriente por cada litro de
solucion de Hoagland concentrado. Para preparar 100 ml de cada solucion de micronutrientes
se requiere: 2904 g de solucion de acido borico; 1.78 g de solucion de cloruro de magnesio;
0.080 g de solucion de sulfato de zinc; 0.220 g de solucioén de sulfato cuprico, y 0.124 g de
solucion de molibdato de amonio. Cada solucion de micronutrientes se debe mantener en un
envase por separado y refrigerado. Sé6lo se mezclan cuando se agregan al Hoagland
concentrado.

Finalmente, los bidones con la solucion de Hoagland lista para usar se conservaron en

correctas condiciones de frio y oscuridad, en la cdmara del laboratorio.

Analisis foliar de iones

Para realizar este analisis se necesitan los siguientes materiales:

- Manitol o sorbitol para la soluciéon isosmotica de lavado de raices (no sé cuantas
macetas tenés pero con 1kg deberia alcanzar)

- Agua destilada

- Acido nitrico: se usan 10 ml 0.5 M por muestra

- Tubos Falcon de 15 ml: uno por muestra

- Tubos de al menos 4 o 5 ml para las diluciones que se pasan por el fotometro.

Puede ser cualquier tubo, yo compré en Polistor.
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Preparacién de la muestra

La extraccion de acido diluido puede variar en funcion de la cantidad de tejido y de su
textura, si este es delgado o suave serd facilmente penetrado por el acido, y, si es voluminoso o
fibroso, debe ser molido primero.

A- Hojas

La superficie de las hojas debe ser lavada con agua destilada, si existe la preocupacion
de que la superficie pueda estar contaminada por manipulacion o por salpicaduras de solucion
salina. Deben ser colocadas en sobres y secadas a una temperatura entre 60 °C y 70 °C, durante
dos dias (hasta peso constante).

B- Raices

La superficie de las raices debe ser inmediatamente enjuagada en solucion, para evitar
el réapido eflujo de iones sodio de las células epidérmicas y apoplasto. Se recomiendan dos
inmersiones de diez segundos en CaNO3 10 mmol. Si las raices han estado en altas
concentraciones de sal (mas de 150 mmol de cloruro de sodio), se recomienda enjuagarlas en
"soluciones isoosmdticas", para evitar la pérdida de turgencia debido al choque osmotico. Se
pueden usar agentes organicos como sorbitol, manitol, o PEG de alto peso molecular, para hacer
soluciones isoosmoticas afiadidas al nitrato de calcio. Luego, las raices se colocan en sobres y

se secan entre 60 °C y 70 °C, durante 2 dias.

Extracto

A- Preparar un litro de acido nitrico 0.5 M con acido nitrico y agua destilada o
desionizada (por ejemplo Milli-Q). Siempre afiadir el 4cido al agua, ya que la reaccion es
exotérmica.

B- Pesar aproximadamente 100 mg de tejido seco, en un tubo de plastico, y registrar
el peso exacto. Anadir 10 ml de 4cido nitrico 0.5 M. Para muestras mas pequefias de tejido de
la planta, los volimenes de extraccion deben reducirse de la siguiente forma: para 20-50 mg,
utilizar 5 ml y para <20 mg, utilizar 2,5 ml. Para las muestras de mas de 100 mg, usar tubos de
50 ml y aumentar el volumen de 4cido diluido, es decir, para 200 mg, utilizar 20 ml, etc.

C- Incluir "blancos" que constan de acido diluido solamente.

D- Cerrar firmemente las tapas de todas las muestras y agitar bien para la suspension
de todos los materiales en el acido diluido. Colocar todos los frascos herméticamente cerrados
en un agitador, durante dos dias, a temperatura ambiente. Alternativamente colocar a 80 °C
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durante 1 h. Mezclar por inversion el tubo, una vez, durante ese lapso y, una vez mas, después
del enfriamiento.

E- Después de la extraccion, permitir que el material s6lido se deposite en el fondo
del frasco. Para diluir, pipetear de la mitad del extracto, teniendo cuidado de no tomar material
s6lido o en suspension. Las muestras deben ser filtradas o centrifugadas, si es necesario.

F- Diluir los extractos utilizando sélo agua destilada o agua Milli-Q.

Fotémetro de llama

A- Estandares para sodio y potasio

Hacer un stock de 50 ug/ml de potasio (por ejemplo, utilizar cloruro de potasio) y sodio
(por ejemplo, usar cloruro de sodio) y diluir para generar estandares de 0; 0.5; 1; 2.5; 5; 10; 15;
20 y 25 ug/ml. Asegurese de que las sales utilizadas estén secas (secar a 60 °C).

B- Diluciones

La dilucion necesaria para los extractos puede variar, dependiendo de la concentracion
de sal del medio de crecimiento, del tejido que se analiza y de la especie en estudio. Las
diluciones se requieren para proporcionar muestras con potasio y sodio en el rango de la curva
estandar. Recomendamos siempre hacer diluciones "de prueba" para cada tratamiento, tejido y
especie antes de diluir todos los extractos. La siguiente es una guia aproximada para el tejido
foliar de una especie no-halofila crecida en cloruro de sodio 100 mmol.

Potasio: diluir controles 1:100 en un total de 10 mL, por ejemplo 100 uL de extracto
mas 9900 puL de agua Milli-Q. Diluir muestras 1:50.

Sodio: a menudo, los controles no necesitaran ser diluidos, pero luego se deben correr
con soluciones estandares en la misma matriz (es decir, acido nitrico 0.5 mol). Las diluciones
de 1:5, tipicamente, permiten utilizar estdndares en agua. Diluir las muestras de solucion salina
1:10 a 1:50, dependiendo del tejido (por ejemplo, el sodio es mas alto en las hojas mas viejas),
en un volumen total de al menos 2 ml.

C- Operacion

1. Asegurarse de que el tubo en U esté lleno de agua (verificar dando un apreton) y de
que el tubo de nebulizacion se encuentre en un vaso lleno de agua desionizada (DI).

2. Encender el aire, el gas y el interruptor de encendido. Mantener pulsado el interruptor

de encendido hasta que la llama sea fuerte.
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3. Setear a Na o K.

4. Dejar 30 minutos para que la méaquina se caliente y estabilice.

5. Aspirar el estandar més concentrado en primer lugar (10 ug/ml de potasio, 25 ug/ml
de sodio) y ajustar el grueso los diales de ajuste fino y grueso para mostrar ~150 para sodio y
~100 para potasio.

6. Aspirar el estindar de Oug/ml y utilizar el dial blanco para ajustar a 0. Aspirar todos
los estandares y obtener una curva estandar lineal.

7. Aspirar las muestras hasta obtener una lectura constante. Cada diez muestras,
aproximadamente, repetir uno de los estandares, con el fin de comprobar que la maquina no se
haya desviado. Rehacer la curva estandar cuando esto ocurra (o cada hora).

8. Cuando haya terminado, dejar el tubo en agua desionizada durante aproximadamente
diez minutos. A continuacion, apagar el interruptor, el gas, luego el aire y, por tltimo, la energia.

D- Calcular concentraciones

1. Convertir las lecturas del fotometro de llama a microgramos por mililitro, usando la
curva estandar.

2. Convertir microgramos por mililitro en micromoles por gramo de peso seco =
(concentracion en microgramos por mililitro % factor de dilucion, por ejemplo 100 para 1:100
x volumen de extracto acido diluido, por ejemplo, 10 ml) / (peso seco de tejido utilizado en el

extracto x MW de iones, 39.098 para potasio y 22.99 para sodio).

Para el analisis estadistico, los valores de iones sodio y de iones potasio tuvieron que
pasar por varios calculos, ya que el valor puro medido en el fotdbmetro no se pudo utilizar para
el andlisis. Asi, se necesitaron calcular los siguientes valores:

1. Peso extracto (g), es el valor de cada muestra foliar pesada previamente en una
balanza de precision. Este es el primer paso, en el que la hoja esté seca.

2. Dilucion Na'/ K7, la dilucion fue de 50 ppm Na“ y K*.

3.Valor de Na'/ K* en el fotdbmetro, pasado por varios procesos, es el valor de la
medicion del turbo que contiene la extraccion de la hoja por el equipo fotdmetro.

4. Curvas de Na'/ K", la curva ya es pre estabilizada en el trabajo del laboratorio;

5. Na'/ K" (ug/ml), luego se genera el valor en ug/ml:

Na*/ K" (ug/ml) = 0.9642* Na"o K" fotometro + 0.0292

6. Na'/ K" (uM/g peso seco), se calcula de la siguiente manera:

== Para IT Na*:
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Na" (uM/g peso seco) = (Na (ug/ml) * Dilucién Na*10) / (peso extracto Na*22.99)

= Para IT K":

K'(uM/g peso seco) = (K (ug/ml) * Dilucién K*10) / (peso extracto K*39,098)

Se procedio a calcular los valores de IT Na™ y IT K, para discriminar entre plantas
tolerantes y plantas susceptibles. E1 IT Na" y IT K se calcula de la siguiente manera:

=— Para IT Na” K*:

ITNa"oK"'=XTCNa"oK"

ITNa*oK"'=Na"oK/XTCNa"o K"

Donde: X TC Na'o K" = promedio de TC de Na® o K*

valor Na" 0 K*/ promedio TC de Na"=T1y T2

147 |Pagina



Sequia

Tabla XXII. ANOVA del nimero de macollos para las diferentes variables y sus interacciones

ORIGEN - Chi-cuadrado | Pr > (Chi-cuadrado)

TSEQ
POB

DIAS

BLOQ

TE x TSEQ

TE x POB

TSEQ x POB

TE x DIAS

TSEQ x DIAS
POB x DIAS

TE x TSEQ x POB

TE x TSEQ x DIAS

TE x POB x DIAS
TSEQ x POB x DIAS

TE x TSEQ x POB x DIAS 28

0,0521
1325,0982
5,2381
1835,0453
6,2241
0,9733
0,3027
7,2170
10,2498
14 4462,4873
14 6,2058
4 0,9458

14 5,5381
14 8,9195

28 16,6566
12,1736

*#%* p<0,001; * p<0,05

= B NN NN -

0,81950
< 2e-16 ***
0,07287

< 2e-16 ***
0,04451 *
0,61467
0,85954
0,12485
0,17485

< 2e-16 ***
0,96103
0,91790

0,97683

0,83617

0,95507
0,99590

Tabla XXIII. ANOVA de la altura de las plantas para las diferentes variables y sus

interacciones

ORIGEN - Chi-cuadrado | Pr > (Chi-cuadrado)

TSEQ
POB
DIAS
BLOQ

TE x TSEQ
TE x POB

TSEQ x POB

TE x DIAS

TSEQ x DIAS
POB x DIAS

TE x TSEQ x POB

TE x TSEQ x DIAS
TE x POB x DIAS
TSEQ x POB x DIAS

TE x TSEQ x POB x DIAS 28

1,2627
2158,1531
11,7560
11963,1493
5,5807
3,8589
4,8130

22,0742
9,4778
14 3080,252
14 15,3040
4 24159

14 62771
14 13,9655

28 72,2425
32,9213

N & NN N QNN =

**% p<0,001; ** p<0,01

0,2809086
< 2e-16 ***
0.0028004 **
< 2e-16 ***
0,0614005
0,1452274
0,0901291

0,0001937 ***
0,2201466

< 2e-16 ***
0,3576972
0,6597622

0,9590177
0,4522832

8,991e-06 ***
0,2386542
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Tabla XXIV. ANOVA del peso seco en el primer corte para las diferentes variables y sus

interacciones

TSEQ
TE
POB
BLOQ

TSEQ x TE
TSEQ x POB
TE x POB

TSEQ x TE x POB

N BN NN~ N

4

*** p<0,001; * p<0,05

308,4003
0,4124
0,5311
5,7558

2,7934
0,5261
1,3805

1,9888

<2,2e-16 *¥*
0,521034
0,588263
0,003369 **

0,062134
0,716622
0,252372

0,094920

Tabla XXV. ANOVA del peso seco en el segundo corte, por variable y sus interacciones

ORIGEN Chi-cuadrado | Pr > (Chi-cuadrado)

<2e-16 ***
0,36864
0,04394 *
0,04214 *

0,43507

TSEQ
TE
POB
BLOQ

TSEQ x TE

TSEQ x POB
TE x POB

TSEQx TExPOB 4

N AN NN~ N

*#% p<0,001;

Tabla XXVI. ANOVA del peso seco de raiz por variable y sus interacciones

1956,7643
0,8082
6,2501
6,3335

1,6645
0,33984
6,3416
6,7226
* p<0,05

0,98261
0,04197 *

0,15130

1,702e-09 ***

TSEQ 2
TE 1
POB 2
BLOQ 2
TSEQ x TE 2
TSEQ x POB 4
TE x POB 2
TSEQx TExPOB 4

##% n<0,001

44,0216
0
0,7483
2,2259

0,1513

0,5243
0,3791

0,1186

0,9970
0,4821
0,1264

0,8603

0,7187
0,6878

0,9748
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Tabla XXVII. ANOVA del peso de materia seca acumulada por variable y sus

interacciones

378,0439 <2e-16 ***

TSEQ
TE
POB
BLOQ

TSEQ x TE

TSEQ x POB
TE x POB

TSEQ x TE x POB

Tabla XXVIII. ANOVA del indice de tolerancia en PMSI,

interacciones

o - -

TSEQ
TE
POB

BLOQ

TSEQ x TE

TSEQ x POB

TE x POB

TSEQ x TE x

POB

5% p<(),001; * p<0,05

NN D =N

[NOJERN SN

4
% p<0,001

2

2

3,6690
0,8294
0,9922

1,4704

0,3163
1,8587

1,1693

0,05598
0,43689
1,00000

0,23080

0,86707
0,15691

0,32339

104.4924
4.7390
2.9148
3.1879
0.1416
1.0448
2.4031

0.3025

8.081e-10

0.04050

0.07535

0.06085

0.71035

0.36754

0.11378

0.74201

por variables y sus

Tabla XXIX. ANOVA del indice de tolerancia en PMS2, por variable y sus interacciones

ORIGEN Chi-cuadrado | Pr > (Chi-cuadrado)

324,2234

TSEQ
TE
POB
BLOQ

TSEQ x TE

TSEQ x POB

N N =

—_

0,5769
1,9763
2,9059

1,8746
0,2084

<2,2e-16 ***
0,447526
0,372274
0,233882

0,170954

0,901050
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TE x POB 2 10,3163

TSEQxTExPOB 2 0,7495

*** p<0,001; ** p<0,01

0,005752 **
0,687461

Tabla XXX. ANOVA del indice de tolerancia en PMSAcumulado, por variable y sus

interacciones

ORIGEN - Chi-cuadrado | Pr > (Chi-cuadrado)

TSEQ
TE 1
POB 2
BLOQ 2
TSEQ x TE 1
TSEQ x POB 2
TE x POB 2
TSEQ x TE x POB 2

*** p<0,001; * p<0,05

617,7821
5,3153
8,8107
6,4459
0,0375
0,0312
18,7519
2,7882

<2,2e-16 ***
0,02114 *
0,01221 *
0,03984 *
0,84639
0,98452
8,474e-05 ***
0,24806

Tabla XXXI. ANOVA del contenido relativo de agua (CRA), por variable y sus

interacciones
ORIGEN DF
TSEQ 2
TE 1
POB 2
TIEMPO 1
BLOQ 2
TSEQ x TE 2
TSEQ x POB
TE x POB 2
TSEQ x TE x POB 4

Chi-cuadrado

44,8919
0,6936
8,9944
8,2155
1,9418

1,1573

2,3887
0,8546

1,0363

5% p<(),001; ** p<0,01

Pr > (Chi-cuadrado)

1,786e-10 *%**
0,404938
0,011140 *
0,004153 **
0,378737

0,560659

0,664677
0,652258

0,904244
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Tabla XXXII. ANOVA de radiacion, por variable y sus interacciones

ORIGEN DF Chi-cuadrado
TSEQ 2 89,4718
TE 1 0,0986
TIEMPO 5 62,6376
POB 2 1,1967
BLOQ 2 4,4588
TSEQ x TE 2 2,1562
TSEQ x TIEMPO 10 12,3824
TE x TIEMPO 5 4,6735
TSEQ x POB 4 0,5540
TE x POB 2,4830
TIEMPO x POB 10 25,6204
TSEQ x TE x TIEMPO 10 6,3372
TSEQ x TE x POB 4 6,2603
TSEQ x TIEMPO X POB 20 15,5927
TE x TIEMPO x POB 10 17,6775
TSEQ x TE x TIEMPO x POB 20 15,8969

*#%* p<0,001; ** p<0,01

Protocolos Sequia

Contenido relativo de agua (CRA)

Pr > (Chi-cuadrado)

<2,2e-16 ***
0,753497
3,46e-12 **%*
0,549713
0,107594
0,340248
0,260277
0,457012
0,968036

0,288957
0,004286 **

0,786184
0,180531

0,741552
0,060653
0,722999

Para obtener el CRA, se tomaron muestras de tres plantas por maceta, cortando la

segunda hoja expandida. Las hojas individuales fueron guardadas en bolsas de nylon,

correctamente rotuladas y en agua fresca, para evitar la pérdida de turgencia. Inmediatamente

después del corte, se pesod cada hoja (Imagen VII), para obtener el valor de peso fresco. Las

muestras se colocaron una por una en bandejas con agua destilada rotuladas (Imagen VIII) y se

cerraron en bolsas durante 24 horas. Al dia siguiente, se midio el peso turgente de las hojas y

se llevaron a estufa durante 48 horas (Imagen IX), para obtener finalmente el peso seco.

152|Pagina



A

Imagen VII. Determinacion del peso fresco mediante el pesaje individual de cada
hoja.

Imagen VIII. Inmersion de las hojas en bandejas con agua destilada durante 24 horas para
determinar el peso turgente.
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Imagen IX. Secado de las hojas en estufa para determinar el peso seco.
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Imagen X. Medicion de la radiacion con el equipo BAR-RAD 50 de la marca Cavadevices.
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Sonda TDR 300

Campo

Planta Individual

Tabla XLII. Significancia de los efectos genotipos, localidad y su interaccion en planta individual.

p-value

LOC
TRAT
LOC*TRAT

Mac

0.05
0.05
ns

Alt

ns
ns
ns

PS1

0.01
ns
ns

PS2

0.05
ns
ns

PS_TOT

0.05
0.05
0.05

NESP

0.01
0.05
0.05

LESP

0.01
0.05
0.01

ESP/ESP

0.01
0.05
0.05

PESO SEM P1000

0.01 ns
0.01 ns
0.01 ns
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Tabla XLIII. Medias de genotipos para cada variable y genotipo segun el ambiente en planta

individual.
LOC | GENOTIPO | Mac3 | Alt3 | PS1 | PS2 P10000
CDU | FEL- 22.80 100.13 | 27.60 22.65

25.20 20.44 | 36.97 ) 57.41a | abe a 31.69a | b 1.879
CDU | FEL+ 112.80 | 27.16 29.91

24.40 | 23.47 | 22.41 | 36.09] 58.51a | a ab 30.69 abc | a 1.864
CDU | PIP- 91.93 | 27.52 24.95

17.07 | 24.47 | 23.67 | 3821 | 61.87a | be a 29.12¢d | ab 2.320
CDU | PIP+ 111.60 | 29.19 22.95

17.93 | 21.60 | 18.97 | 35.13 ] 54.10a | a a 31.37ab | b 1.998
CDU | RIB- 82.60 | 25.15 13.99

20.93 | 20.87 | 15.54 | 26.36 | 41.90b | ¢ b 28.13d |c¢ 1.933
CDU | RIB+ 107.87 | 29.33 23.66

23.80 | 24.07 | 22.67 | 33.23 ] 55.89a | ab a 29.32bed | b 2.162
PER | FEL- 65.02 | 12.67

34.65 | 21.52 [ 1.70 | 2.56 J4.26a ab c 17.79bc | 2.62b | 1.762
PER | FEL+ 67.27 | 21.13

34.69 | 2037 [ 135 | 1.87 |3.22a ab a 2344a | 7.81a ] 2.636
PER | PIP- 67.04 | 16.49 5.15

25.07 | 21.20 | 1.55 | 244 |3.99a ab abc 19.01 bc | ab 2.249
PER | PIP+ 90.68 | 15.32

2632 | 21.44 | 153 |3.50 |5.03a a be 19.88 abc | 6.84a | 2.082
PER | RIB- 68.00 | 18.00 5.10

28.05 | 20.09 | 1.31 |2.06 |3.36a ab ab 21.47ab | ab 2.243
PER | RIB+ 40.47 | 12.16

27.28 | 19.63 | 1.45 |2.61 f4.05a b c 17.03¢ | 3.29b | 1.613

Tabla XLIV. Media de genotipos a través de los ambientes en planta individual.

GENOTIPO| Mac3 | w2 [ pst | ps2 [pstor| Nesp | LESP |ESP/ESP|PESOSEM | P1000
FEL- 2993 a |22.16 a|11.07 ab|19.77 a | 30.84 a | 82.58 b [20.13 b [24.74 bc 12.63 b |1.821 a
FEL+ 29.54 a |21.92 a|11.88 ab|18.98 ab| 30.86 a | 90.03 ab|24.15 a [27.07 a 18.86 a |2.250 a
PIP- 21.07 b |22.83 a|12.61 a |20.32 a |3293 a| 79.49 b [22.00 ab|24.06 bc 15.05 b |2.284 a
PIP+ 22.13 b |21.52 a|10.25 ab|19.31 ab| 29.56 a |101.14 a |[22.25 ab|25.63 ab 1490 b |2.040 a
RIB- 24.49 ab|20.48 a| 842 b |1421 b | 22.63 b | 7530 b [21.57 b [24.80 bc 9.54 ¢ |2.088 a
RIB+ 25.54 ab|21.85 a|12.06 a [17.92 ab|29.97 a | 7417 b |20.74 b |23.18 ¢ 1348 b |1.887 a

Tabla XLV. Medias segtin nivel de infeccion endofitica en planta individual.
INF | Mac3 Alt2 PS1 PS2 P1000
E+ | 2574 a| 21.76 a| 11.40 a| 18.74 a| 30.13 a | 88.45 a| 2238 a| 2529 a 1575 a | 2.06 a
E- | 25.16 a| 21.82 a| 10.70 a| 18.10 a| 2880 a | 79.12 a| 2124 a| 2454 a 1241 a | 2.06 a

157|Pagina



Tabla XLVI. Medias de los ambientes en Concepcion del Uruguay (CDU) y Pergamino
(PER) en planta individual.

LOC Mac3 Alt2 PS1 PS2 P1000
CDU | 21.56 a| 2288 a| 20.62 a| 3433 a| 5495 a| 101.16 a| 27.66 a| 30.05 a| 23.02 a| 2026 a
PER | 2934 a| 20.71 a| 148 b| 251 b| 398 b| 6641 Db| 1596 b| 19.77 b| 5.13 b | 2.097
Stand Denso
Tabla XLVIL. Significancia de los efectos genotipos, localidad y su interaccion en stand denso.
p-value Mac Altl Alt2 PMS1 PMS2 PMStot
LOC 0.05 0.05 0.05 ns 0.05 0.05
TRAT ns ns ns ns ns ns
LOC*TRAT ns ns ns ns ns ns
Tabla XLVIII. Medias de genotipos para cada variable y genotipo segun el ambiente en stand denso.
FEL- 911.8 a 209 a 339 a 1319.4 ab 2373.7 a 3693.2 ab
FEL+ 843.1 ab 212 a 339 a 1308.3 ab 25769 a 3885.2 ab
PIP- 647.1 ¢ 230 a 328 a 1008.3 b 2418.6 a 3426.9 abc
PIP+ 803.9 abc 242 a 36.1 a 1297.2 ab 21993 a 3496.6 ab
RIB- 725.5 ab 23.1 a 344 a 1411.1 ab 2008.1 a 3419.2 abc
RIB+ 813.7 ab 246 a 37.7 a 18944 a 22700 a 4164.5 a
FEL- 36.1 d 154 b 239 b 1620.4 ab 11389 b 2759.3 bed
FEL+ 43.1 d 13.7 b 236 b 11944 ab 1092.6 b 2287.0 cd
PIP- 39.8 d 13.8 b 188 b 898.1 b 8148 b 1713.0 ¢
PIP+ 454 d 130 b 20.1 b 1268.5 ab 990.7 b 2259.3 «cd
RIB- 42.1 d 159 b 212 b 1120.4 9444 b 2064.8 ¢
RIB+ 449 d 140 b 232 b 1027.8 1092.6 b 21204 ¢

FEL-
FEL+
PIP-
PIP+
RIB-
RIB+

473.9
443.1
343.4
424.6
383.8
429.3

a
ab
b

ab
ab
ab

18.1
17.4
18.4
18.6
19.5
19.3

[ I

289 ab
28.7 ab
258 b
28.1 ab
27.8 ab
30.5 a

1469.9
1251.4

953.2
1282.9
1265.7
1461.1

[ SR -

1756.3
1834.7
1616.7
1595.0
1476.3
1681.3

[ SR -

Tabla XLIX. Media de ienotiios a través de los ambientes en stand denso.

3226.2
3086.1
2570.0
2877.9
2742.0
31424

I
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Tabla L. Medias segun nivel de infeccion endofitica en stand denso.

E+ 4324 a 184 a 29.1 a 1331.8 a 1703.7 a 3035.5

o

E- 4004 a 18.7 a 275 a 1229.6 a 16164 a 2846.1 a

Tabla LI. Medias de los ambientes en Concepcion del Uruguay (CDU) y Pergamino (PER)
en stand denso.

CDU 790.8 a 228 a 348 a 1373.1 a 2307.8 a 3680.9

o

PER 419 b 143 b 218 b 1188.3 a 10123 b 2200.6

=
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