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RESUMEN

Taninos condensados en leguminosas del géndrotus: Estudio de sus funciones
biolégicas y evaluacion de su utilidad en el mejoraiento de la calidad forrajera de

especies de importancia agronémica

Algunas especies del géndrotus son utilizadas como forrajeras en ambientes deomen
aptitud agricola, las cuales presentan conteniddables de taninos condensados (TC). La
optimizacion del contenido de TC constituye un tije tecnoldgico de mejora en la
calidad forrajera de las leguminoséas.tenuises considerada relativamente tolerante a
diferentes estreses ambientales, pero no exispemtes relacionados a la optimizacién de
sus niveles de TC. Debido a ello y utilizando @tpcolo DMACA-HCI, se cuantificaron
los niveles de TC en numerosas poblacionds. denuis observandose niveles inferiores a
los recomendados para leguminosas forrajeras yagdeden evidencia simultaneamente,
gue no es posible su optimizacion por selecciomrrente. Ello motivo el interés en
evaluar la hibridizacion interespecifica entretenuisy una poblacion seleccionada lde
corniculatuscomo alternativa tecnoldgica de mejora. De estaenag se obtuvo un material
con mejores caracteristicas forrajeras y mayordot@a al estrés salino. A su vez, estos
materiales resultaron de interés para el estudla degulacion transcripcional de los genes
relacionados a la biosintesis de TC, observandasenq dependen Unicamente de los
factores de transcripcion y genes que presentapapel central en otras especies. Por
altimo, en ensayos de inoculacion con rizobiosdstrminé que los niveles de TC en

raices dd.otus no se encuentran relacionados a la especificigalh dimbiosis y que la
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formacion de noédulos inefectivos determina un imameto en los niveles de estos

metabolitos secundarios.

Palabras clavd:otus taninos condensados, hibridizacion interespegifistrés salind;T2

rizobios
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ABSTRACT

Condensed tannins in legumes of theotus genus: Study of their biological functions

and their utility for increasing forage quality of species used for agronomical purposes.

Somelotusspecies are used as forage in environments withafronomical aptitude, and
show variable condensed tannin (CT) levels. Tha@ropation of CT levels is an important
technological aim for legume breeding.tenuisshows a good level of tolerance to several
environmental stresses, as compared to other speti¢his genus, but no attempts to
optimize CT contents in this species have been dorfar. Keeping this in mind, CT levels
were quantified inL. tenuispopulations using the DMACA-HCI protocol, and tlesels
found were lower than those recommended for fotagemes. In turn, the low degree of
variability in CT contents among different indiviala did not allow increasing CT levels to
adequate values by using recurrent selection s1gpecies. This led our interest to assess
the potential of the interspecific hybridizationtweenL. tenuisand a selected population
of L. corniculatusas an alternative approach. In this way, hybridnplmaterial with
improved forage quality and higher saline stres¢sramce was obtained. In addition, this
material was used to gain insight on the trandoriad regulation of genes involved in CT
biosynthesis. Thus CT levels were found to depestdonly on transcriptional factors and
genes that play a central role in other plant gsdiut also to be regulated by additional
mechanisms. Finally, the study of the role of CTtha symbiosis betwedrotus spp and

rhizobia demonstrated that root CT levels are alaited to the specificity of the symbiosis.
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However, CT levels were increased in ineffectivelules, thus suggesting a role for these

metabolites in plant defense against non-benefigiatoorganisms.

Palabras clavelotus condensed tannins, interspecific hibridizatioaline stress,TT2

rhizobium



1. Capitulo 1. Introduccién general.

1.1. El géneroLotusy sus especies.
1.1.1. Taxonomia y distribucion geografica.

Las especies del génekotus pertenecen a la tribu Loteae DC., familia Faba¢Saatos
2007). Dicha tribu es un grupo monofilético (AlkaPorter 2000, Arambarri 2000, Allaat

al. 2003) compuesto por cuatro géneros (Clifford ynB®93). Las plantas pertenecientes
a esta tribu producen flores caracterizadas por gavaa o0 quilla con los margenes
endurecidos y plegados hacia dentro, estambreglftiady un estilo endurecido desde la
base (Kirkbride 1999, Arambarri 2000). El nombra gescripcion del génetatusfueron
introducidos por Linnaeus en 1753 y desde entolacdslimitacion de especies dentro del
mismo ha sufrido cambios en numerosas ocasioné&m($lPorter 2000, Arambarri 2000).
La delimitacion del génerbotuses considerada una de las mas problematicas dinteo
taxonomia de la triblioteae(Clifford y Grant 1993, Allaret al. 2003). Ello se debe en
parte a la limitacion del uso de caracteres mogiolis para diferenciarlas (Arambarri
1999). Afortunadamente, las técnicas molecularesemtemente desarrolladas han
contribuido significativamente a una mejor difefiac®n entre las diferentes especies
incluidas en el género (Campes al. 1994, Gauthiert al. 1997, Allan y Porter 2000,
Fjellstromet al. 2001, Allanet al. 2003, Garcia De Los Santos y Steiner 2003, Adliaal.
2004, Degtjarevaet al. 2006, Degtjarevat al. 2008, Pina y Valdés 2009, Sandedlal.
2010). En particular aquella que se basa en losmpdismos de las secuencias
nucleotidicas de las regiones espaciadoras intéraascriptas del ARN ribosomal (nrITS
del inglés “Nuclear Ribosomal Internal Transcrib&pacer”’) a permitido que se
reconozcan hoy en dia entre 100 y 130 especiasdasl dentro del génetmtus.

La mayoria de las especies Hetus son nativas de Europa, Asia, Africa, Australia y
algunas islas del océano Atlantico y Pacifico (Kitte 1999, Degtjarevat al. 2008).
Pocas especies fueron descriptas como nativas deld\N Mundo, pero mas tarde
segregaron en cuatro géneros distintbstas(Arambarriet al. 2005, Sokoloffet al. 2007,
Sokoloff y Lock 2005) o segun Brouillet (Brouill@008) en dos. No obstante esto, las
especies déotus presentan una distribucion mundial, excepto emoneg muy frias y
ciertas areas tropicales del sudeste de Asia y isen@entral (Kirkbride 1999, Degtjareva
et al. 2008). Esta amplia distribucién geografica, engyare debe a la introduccion de estas
especies por parte de las actividades humanasuyaaaptabilidad a diferentes estreses
ambientales (Belesky 1999, Blumenthal y McGraw 1998 que conduce a una
naturalizacion eficiente.

El principal centro de diversidad del généausse encuentra en la region Mediterranea
(Kirkbride 1999, Diazet al. 2005, Degtjarevaet al. 2008). En particular, Macaronesia
presenta el mayor nimero de endemismos (aproximamtam 7 especies), principalmente
distribuidas a lo largo de las islas Canarias. Seisestos endemismos actualmente se
encuentran en la categoria de peligro critico elisia roja de la flora vascular espafiola
(Acebes Ginovés y Oliva Tejera 2007, Allagt al. 2004, Hind 2008, Kirkbride 1999,
Moreno 2008, Oliva-Tejerat al.2005).



1.1.2. Importancia cientifica de ciertas especiegldgéneroLotus.

Las especiek. japonicus(Regel) Larsenl.. filicaulis Durieu yL. burtii Borsos han sido
seleccionadas como modelos de estudio, y los nggredicos de las mismas se encuentran
en proceso de obtencién (Cyranoski 2001, Kawagathal. 2005). L. japonicus es
considerada especie modelo de las leguminosasdigac@n del tipo determinada. Su uso
como modelo se debe a ciertas caracteristicasagiligain su estudio, como por ejemplo su
genoma pequefio (470 Mb), un tiempo de generaciéo ¢de 2 a 3 meses), su caracter
autégamo, un reducido tamafio de planta, una abtendantidad de flores, facilidad para
su polinizacién manual, elevada capacidad de regeida a partir de cultivos de tejidos y
la posibilidad de su transformacion genética Agmobacterium entre otras (Handberg y
Stougaard 1992, Pajuelo y Stougaard 2005, SzczggiopwStougaard 2008). A su vez, se
cuenta con lineas recombinantes entre dos ecdfip@20 y Gifu) deL. japonicusy entre

L. burtii y L. filicaulis (Kawaguchiet al. 2001). Sumado a ello, recientemente se ha
desarrollado un banco de mutantes mediante lzadiin del ChromovirusORE1 (Fukai

et al. 2010), las cuales constituyen importantes hernatasepara los analisis genéticos. Por
ultimo, y a diferencia dé\rabidopsis thaliana proveen informacién relacionada a los
procesos de la planta que gobiernan las interagsisimbioticas durante la nodulacion y la
fijacion de nitrdgeno, y la simbiosis con micoraz@liang y Gresshoff 1997, Marquez
2005). Por otra parte, ya se ha completado la se@aon del genoma para el ecotipo
MG20 del. japonicus(Satoet al. 2008) y la informacion se encuentra disponible en
Legume Baséhttp://www.kazusa.or.jp/lotus/). Esta informacidisponible acerca de.
japonicuspuede ser utilizada para estudios sobre otrasciespdel mismo género que
cuentan con valor agronémico, e incluso para géagros de leguminosas.

1.1.3. Importancia agronémica

Las leguminosas muestran una enorme diversidaddioal , incluyendo aproximadamente
720 géneros y mas de 18.000 especies distribuidsd® el mundo (Mabberley 1997,
Wojciechowski 2003). La mayoria de las leguminosdsgual que casi el 90 % de la
totalidad de las plantas vasculares, son capacesatgarse simbidticamente con hongos
micorricicos (Siddiquet al.2008, Smith y Read 2008). Ademas, las plantastefamilia

se caracterizan por su habilidad para estable¢eraotiones simbioticas con bacterias
fijadoras de nitrogeno (Mabberley 1997, Albretattal. 1999, Gregersoret al. 1999,
Hirschet al.2001, Doyle y Luckow 2003, Wojciechowski 2003, Udp y Stougaard 2005,
Pajueloet al.2007). Esta asociacion las vuelve mas competitvasuelos con deficiencias
de nutrientes y es por ello que usualmente sestasoce como “plantas pioneras”. Estas
ventajas de las leguminosas estimularon su adogeidos origenes de la agricultura y se
han vuelto una parte importante de los sistemdsags sustentables (Singhal.2007).

En el caso particular de las especies del géhetos su adaptabilidad y tolerancia a
diversos estreses ambientales le otorgan una eepaténcialidad de utilizacién en la
restauracion de ambientes degradados y/o contacsr(&scarayet al. 2012). En relacion

a ello, en la Figura 1.1 podemos observar difesemigpecies déotus creciendo en
ambientes donde la implantacion de otras legummssave significativamente restringida.
A su vez, una de las especies del género que mpegtieular atencion en cuanto a su
adaptacion a ambientes de menor aptitud agricaaltael. tenuis para la misma se
presentara mas adelante un apartado con mayoledste¢specto.



Figura 1.1. Especies déotuscreciendo en diversos ambient@sL. creticusen el primer
cordon dunar de la costa mediterranea (Valencigaitzy.B. L. tenuisen bajos inundados
de la Pampa deprimida (Buenos Aires, Argentind). L. uliginosus en ambientes
contaminados con metales pesados (Estarreja, BrtDg L. corniculatusen ambientes
salino-alcalinos (Valencia, Espafa).

Por otro lado, en los sistemas de produccion gaadds efectos benéficos derivados de la
incorporacién de especies leguminosas como fosafereconocidos desde hace tiempo
(Graham y Vance 2003). Las pasturas que contiezgunriinosas forrajeras, comparadas
con pasturas basadas exclusivamente en gramineasn tuna mayor digestibilidad y
cantidad de proteina cruda, menor porcentaje da fietergente neutro y presentan una
produccion de materia seca mas homogénea a tralégial (Buxton 1996, Sleugit al.
2000, Weret al.2002, Zemenchikt al.2002).

La principal importancia agronémica del génerotus esta representada pos algunas
especies utilizadas en sistemas pastoriles comajdoss de alta produccion, incluyendo
aquellos que se encuentran sujetos a condiciondsenatales y edaficas extremas
(Blumenthal y McGraw 1999, Diaa al.2005).

Desde un punto de vista agronémitocorniculatusL., L. uliginosusSchkuhr.,L. tenuis
Waldst et Kit. (£. glaberMill.) y L. subbiflorusLagasca son las especies mas importantes
del género (Blumenthal y McGraw 1999, D&tzl.2005).

Las especies déotus son utilizadas con propdsitos agrondémicos pringipate en
Sudamérica, Norteamérica y Europa, con 1,85; 1,39,38 millones de hectareas
sembradas respectivamente (D&zal. 2005). El 90% del area sembrada danius se



encuentra concentrada en solo 10 paises, dancianiculatusocupa el 90% de la misma
(Diaz et al. 2005). Por su parté,. uliginosuses sembrada en aproximadamente 100.000
hectareas en Nueva Zelanda y las costas del sutkegtastralia (Blumenthal y McGraw
1999, Ayreset al. 2008), mientras qué.. subbiflorus (la Unica especie anual con
importancia agricola) es principalmente sembradaUemguay, donde se cultiva en
alrededor de 50.000 ha (Asuaga 1994, Blumenthat@mdw 1999, Digzet al.2005a). Por
ultimo el area total sembrada detenuissupera las 160.000 hectareas. Sin embargo, su uso
e importancia para la produccion de forraje en sareampladas o subtempladas de
Argentina, Chile, Uruguay, EEUU (principalmente lea estados del Oeste y del Este) y
Australia ha ido en incremento en los Ultimos affpisighes 1981, Montes 1988,
Blumenthal y McGraw 1999). En la Figura 1.2 se muelservar a un lote de tenuisbajo
pastoreo en la Estacion Experimental Integrada coinass.
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Figura 1.2. L. tenuisbajo pastoreo directo.
Integrada Chascomus.

L. corniculatuses considerada una de las leguminosas forrajeétasmportante luego de la
alfalfa (Medicago sativp y el trébol blanco Trifolium repen$. Los rendimientos
reportados para esta especie cultivada en sueldsolag se encuentran en valores
comprendidos entre 8.000-10.000 kg de materia @é8% ha' afio' (Acufia 1998, Cassida
et al. 2000, Sleugtet al. 2000, Sartoet al. 2010), lo que representa alrededor del 50-80%
de la produccién alcanzada por la alfalfa bajo @odes similares (Blumenthal y
McGraw 1999). A modo de ejemplo de las especiesjfmas del género se puede
mencionar que en suelos agricolas de lowa (EEWS)monocultivos dé. corniculatus
rindieron 10.000 kg MS Raafio!, comparado con los 13.000 y 8.000 kg MS' ladio®
obtenidos con alfalfa yTrifolium ambiguum Bieb respectivamente, bajo similares
condiciones (Sleuglet al. 2000). Por otra parte, en suelos cultivables delde Parana
(Sartoret al. 2010) se reportaron rendimientos de 6.000 y sopgia 10.000 kg MS Ha
afio’ paraL. subbiflorusy L. corniculatusrespectivamente, mientras que resultaron iguales
a 8.000 y 3.500 kg MS Haafic* para trébol rojo y blanco. Similarmente, en suelos
agricolas de Michigan (EEUU), fue informado un iiemdnto de 6.500, 7.500 y 8.500 kg
MS ha' afio paraL. corniculatus alfalfa y trébol rojo, respectivamente (Cassidaal.



2000). En otro trabajo realizado en suelos chilawsaptitud arrocera, fueron reportados
rindes de 9.000-11.000 kg MS “hafic' para diferentes cultivares de corniculatus
(Acuiia 1998). En este ultimo estudio, el autor t@mbeporto rindes de 6.000-10.000 kg
MS ha' afié" para dos cultivares de uliginosusy de 7.500-10.000 kg MS Hafié" para
dos cultivares dée. tenuis Por ultimo, en suelos vertisoles argentinogenuisprodujo un
rinde de 8.000 kg MS Haafié* (Mifion et al. 1990).

El inconveniente que presentan las especidstiesy en particulal. corniculatus es su
baja persistencia cuando son cultivadas en pagtolidigicas. La persistencia dstusspp.
depende de las especies involucradas y su resierabnal (Blumenthal y McGraw 1999).
Ello se debe a que presentan bajo vigor de plantulesultan malas competidoras con
respecto a las especies mas agresivas (Hughes@&xt al.2005, Chapmaet al. 2008,
Ixtaina y Mujica 2010).

Una de las estrategias utilizadas por los mejoemdpara incrementar la persistencia en
leguminosas es la utilizacion de cultivares rizamas (Sulagt al. 2000). Por lo general,
solamente las plantas de uliginosus presentan la capacidad de producir rizomas
(Wedderburn y Gwynne 1981, Blumenthal 1998). Sirba&mo, también se han descrito
ciertas poblaciones de. corniculatusprovenientes de Turquia que resultan rizomatosas
(Beuselinck y Steiner 1996). Actualmente, la obi@mcle cultivares rizomatosos detus
spp. es uno de los mayores objetivos de los meajoeacpara incrementar la rentabilidad y
productividad que se obtiene del cultivo de estpe@es (Papadopoulos y Kelman 1999,
Beuselinck 2004, Beuselinek al.2005).

1.1.4.L. tenuis, especie clave en ambientes con problemas de inanghn y salinidad.

La Pampa Deprimida del Salado (Argentina) abar@extensa region de la Provincia de
Buenos Aires de gran importancia economica debildopaoduccidon pecuaria desarrollada
en la misma. Sin embargo, alrededor del 60 % dé&.k80.000 ha de esta region se ve
afectado por condiciones de anegamiento y suelogpmblemas de salinidad, alcalinidad
y/o deficiencia de nutrientes (Soriano 1991, Maeilal.2003, Lavado 2007).

Las condiciones limitantes para la agricultura gdoli a la mayoria de los productores a
dedicarse a la ganaderia de cria y recria, copdsiszales naturales como principal recurso
forrajero (Montes 1988, Soriano 1991). Los pastizahaturales de esta region se
caracterizan por una dominancia de gramineas yadardeficiencia de leguminosas
nativas. Su maxima produccion de forraje ocurreawigr la primavera y principio del
verano disminuyendo bruscamente durante el otafivierno (Soriano 1991, Ghersa al.
2007). Los intentos de implantacion de legumindsasjeras tradicionales, tales como
alfalfa y tréboles, generalmente no resultan e@gqsorque su persistencia y rendimiento
se ven fuertemente disminuidos como consecuenciasdeondiciones desfavorables de
algunos suelos de la region (Leénal.2007, Mazzantét al. 1988, Montes 1988).

Una de las estrategias tendientes a solucionarradlgma productivo de la Pampa
Deprimida del Salado consiste en la introducciotedaminosas forrajeras tolerantes a las
condiciones adversas, no solo con el objetivo denarela produccién y el valor forrajero
de los pastizales, sino también como una herramipata mejorar la condicion edéfica
gracias a la simbiosis mutualista con bacteriasidifas de nitrégeno.

Muy pocas especies de relevancia agricola son espde crecer bajo condiciones que
combinan inundacién y salinidad (Barrett-Lennard020 Rengasamyet al. 2003,



Rengasamy 2006, Bennedt al. 2009). En este sentido, se ha destacado en nuyseros
trabajos la elevada sobrevivencialdeéenuisbajo condiciones de inundacion prolongada y
condiciones edaficas salinas, la cual es mayor lgqude otras leguminosas forrajeras
(Vignolio et al. 1994, Belesky 1999, Reat al. 2008, Teakleet al. 2010a, Teakle y
Tyerman 2010), incluyendo la corniculatus especidambién considerada tolerante a la
salinidad(Teakleet al.2010a, Teakle y Tyerman 2010). La toleranci& deenuisal estrés
salino fue atribuida a una baja acumulacién deuots en su parte aérea, la formacién de
aerénquimas y una baja pérdida radial de®raices (Vignoliet al. 1994, Belesky 1999,
Vignolio et al. 1999, Strikeret al. 2005b, Teakleet al. 2006, Vignolio y Fernandez 2006,
Real et al. 2008, Cluaet al. 2009, Teakleet al. 2010a). Ademas, se ha descrito que las
plantas dd.. tenuisse adaptan bien a suelos con valores de pH gelecsentran entre 6 y

9 (Stoffellaet al. 1998, Correaet al. 2001), y que realizan una eficiente utilizacién de
fosforo (Mendoza 2001, Kadst al. 2003, Sannazzaret al.2004). Establecen asociaciones
simbidticas con rizobios y micorrizas, aln bajodioiones de inundacién (Mendoeaal.
2005) y mantienen buena calidad nutricional inclbs§o estrés salino (Robinsat al.
2004).

Existe incertidumbre sobre la fecha y forma enlguenuisfue introducida en esta region.
El primer reporte de su siembra data del afio 193@igié (Buenos Aires) (Vignolio y
Fernandez 2006). A partir de entonces, esta espacstdo utilizada como una manera de
incrementar la sustentabilidad econdmica de lavideti ganadera y al mismo tiempo
realizar una recuperacion de los suelos con mepiituc agricola (Deaet al. 2003, Teakle

et al. 2010a, Vignolio y Fernandez 2006). Actualmelntéenuisse encuentra naturalizado
y es considerada una especie clave en los pastidaléa Pampa Deprimida del Salado,
debido a su contribucién como forraje y su influarspbre el crecimiento de las especies
asociadas, a través del mejoramiento progresivdéasiecondiciones edaficas donde se
implanta (Quinoset al. 1998, Kadeet al. 2003, Cauhépé 2004, Insausti 2004, Vignolio y
Ferndndez 2006, Fernandszal. 2007, Ledret al.2007, Pieckenstaiet al.2007).

La siembra de cobertura can tenuises una estrategia recomendada para mejorar suelos
con problemas de drenaje y salinizacion (Cisnetad. 2007). Es por ello que actualmente
su utilizacién no es recomendada Unicamente paParapa Deprimida del Salado, siendo
oportuno destacar que algunos autores sugieresoetiel. tenuiscomo una opcion para
mejorar y rehabilitar ciertas regiones del sur destfalia, donde existen problemas de
salinidad e inundacion (Deat al.2003, Teakleet al.2010a, Teaklet al.2010b).

1.1.5. Valor nutricional.

Generalmente, el valor nutricional de las espdoiajeras dé.otuses considerado similar
o superior al de otras leguminosas forrajeras. igastibilidad de la MS para las especies
de Lotus fluctia entre el 72 y 78%, mientras que el pogente proteina cruda se
encuentra dentro del 20 y 24% de la MS y el pogjerde la fibra detergente neutro varia
entre el 24 y 30% de la MS (Montes 1988, Acuiia 1¥8menthal y McGraw 1999,
Cassidaet al. 2000). Una ventaja de las especied.diis es que pueden ser utilizadas,
manteniendo su valor nutricional, tanto como ferap pie para el pastoreo directo como
en forma de silo o heno, en contraste con otrasmewsas que no ofrecen todas estas
posibilidades (Hughes 1981, Blumenthal y McGraw2)99

Sin embargo la caracteristica nutricional mas atace algunas de las especied daus

se encuentra en su capacidad de acumular tanimoereados (TC) a nivel foliar, lo que



las diferencia de otras forrajeras tradicionalea@Medicagospp.y Trifolium spp, cuyos
vastagos carecen completamente de estos metab@rds et al. 1999a, Cassideet al.
2000, Diazet al.2005a, Liet al.1996). Cuando los rumiantes son alimentados coajés
gue contienen contenidos adecuados de TC producérs enismos una serie de efectos
benéficos que mejoran la produccion animal. Taleseficios seran detallados en el
apartado siguiente.

1.2. Taninos condensados.
1.2.1. Descripcion.

Los TC son polimeros fendlicos, y en su mayoriastitiyen potentes antioxidantes
(Kinsellaet al. 1993). Dentro de los compuestos fendlicos podatifesenciar dos grandes
grupos: no flavonoides (acidos fendlicos, estillsepdaninos hidrolizables) y flavonoides
(Figura 1.3). Dentro de este ultimo grupo encontsuma los flavanoles y las antocianinas
(Garcia Ramirez 2005). Los flavanoles comprendes anondmeros o flavan-3-oles, a los
dimeros (dos moléculas de flavan-3-oles), a lagatieros (3 a 10 moléculas de flavan-3-
oles) y a los polimeros o TC (mas de 10 moléculadlaan-3-oles). Los dimeros y
oligdmeros suelen agruparse dentro de los TC intistente, mientras que los
mondmeros no son incluidos debido a que, a difeaade los demas flavanoles, no poseen
la propiedad de precipitar proteinas (EscribanddBal993, Garcia Ramirez 2005, Lea
al. 1979).

Figura 1.3. Unidad estructural comun (difenilpirano) de loavBinoides. Constituye las
unidades formadoras de los TC y antocianinas. Adiaptle Garcia Ramirez (2005).

Los flavan-3-oles también se denominan catequir@ngtituyen la base de los principales
grupos de TC (Escribano Bailon 1993). En la Figudase muestran los flavan-3-oles mas
comunes.
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Figura 1.4. Estructura de los compuestos flavan-3-oles masinem Adaptado de Garcia
Ramirez (2005).

Los TC presentan un peso molecular comprendidoe €b®0 y 3.000 Daltons y se
encuentran ampliamente distribuidos en el reincetagBate-Smith 1975, Hagerman y
Butler 1981, Haslam 1996). Luego de una hidrél&gsda, estos compuestos rinden
antocianidinas, razén por la cual suele asignasatembre de proantocianidinas. Los TC
cuya hidrolisis da origen a cianidina son denomisagrocianidinas. En cambio, los TC
cuya hidrolisis produce delfinidina, son conocidosno prodelfinidinas (Figura 1.5). Estos
dos tipos de TC son los mas comunes en especladatailia de las leguminosdaoki et

al. 2000).

CH
OH

Figura 1.5. Modelo de la estructura de los TC. Si R = H u @Hestructura representa
procianidinas o prodelfinidinas respectivamenteagtddo de Schofielet al (2001).

La solubilidad de estos compuestos en agua depnde peso molecular; las formas de
mayor tamafo poseen una baja solubilidad en cwalgewlvente, lo cual limita la

posibilidad de su extraccion (Hagerman y Butler1)98&us principales caracteristicas son:
a) la capacidad para ligarse a proteinas (y otémpros como los polisacaridos)
(Hagerman y Butler 1981, Haslam 1996, Aadi al. 2000); b) la de actuar como
antioxidantes debido al gran niumero de grupos kidr@ue poseen y c) la de formar
guelatos con iones metalicos (Hagerman y Butler119Bscribano Bailon 1993,

Stoutjesdijket al.2001).



La formacion de complejos TC-proteinas, los cual@s estables por uniones del tipo
puente hidrogeno, depende del pH de la solucida enal se encuentran. En soluciones de
pH bajo a moderado, la formacion de complejos ggponde la que se produce a pH alto (>
9), condicion en la cual practicamente no se for(klEagerman y Butler 1981, Barbehenn y
Constabel 2011). La capacidad de formar comple@s moteinas por parte de estos
compuestos deriva en una serie de efectos bené&mw® los animales que consumen
forrajes con contenidos moderados de TC (Aatsal. 1999a, Lj et al. 1996) los cuales
son mencionados en el apartado siguiente.

1.2.2. Biosintesis.

La primera etapa de la biosintesis de los TC edinaanla de las antocianinas y comienza
con la accién de las enziménilalanina amonio-liasgPAL) y chalcona sintasgCHS),
finalizando con la produccion de leucoantocianidiaa un paso metabdlico catalizado por
la dihidroflavonol 4-reductasdDFR) (Figura 1.6). Posteriormente, la biosintesis € T
puede continuar por dos vias alternativas. Undlde, eenominada “via de las catequinas”,
implica la produccion de unidades de flavan-3-oluenproceso regulado por la enzima
leucoantocianidina reductagh AR). Las unidades formadas (catequinas) son trarestast

a la vacuola, donde son utilizadas para formaptdneros (TC).

La otra via, denominada ‘“via de las epicatequine@hienza con la formacion de
antocianidinas a partir de las leucoantocianidarasin proceso catalizado por la accién de
la enzimaantocianina sintaséANS. Este metabolito intermediario puede ser utilzpdra

la sintesis de antocianinas a traves de la ac@dasdenzimaglutation S-transferaséGST)

y glicotransferasagGS. Otro camino que pueden tomar las antocianid#sas través de la
via de las epicatequinas, donde son utilizadas;aeed de la accion de la enzima
antocianidina reductasa(ANR), para la formacién de las unidades de flavan-3-ol
(epicatequinas).
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Figura 1.6. Biosintesis de TC y antocianinas, mostrando lagSmeas e intermediarios
implicados 4CL: 4-cumarato CoA ligasadANR antocianidina reductaséANS antocianina
sintasa C4H: cinamato 4-hidroxilasaCHI: chalcona isomerasaCHS chalcona sintasa
DFR: dihidroflavanol reductasaF3H: flavanona-3-hidroxilasa F3'H: flavonoide 3’-
hidroxilasg F3'5"H: flavonoide 3"-5"-hidroxilasaFLS flavonol sintasaGST. glutation S-
transferasa GT: glicotransferasasLAR leucoantocianidina reductasMATE familia de
extrusion de multifarmacos y toxicos (del inglés uttidrug and toxic compound

extrusion”), PAL: fenilalanina amonio-liasaEl signo de pregunta indica la actividad
putativa de la proteina codificada phaR2.
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Las unidades de flavan-3-ol son las precursoraesi@C. Por ello son consideradas las
“unidades de inicio” a partir de las cuales se fmdn los TC en un proceso de
polimerizacion por el cual se van adicionando uédaa través de enlaces carbono-
carbono (Stafford 1989, Tanner y Kristiansen 1®8ghet al. 1997, Schofieldt al.2001,
Paolocciet al. 2005, Paolocaét al.2007, Tiaret al.2008).

La biosintesis de las unidades de flavan-3-ol ecarr el citosol de la célula, donde son
posteriormente glicosidadas. En relacion a elldhasebservado que el geiGT72L1de M.
truncatula codifica una proteina denominadpicatequina glucosyltransferagf/DP) la
cual es especifica de las unidades —(-)epicatesjyimaoduce su glicosidacion (Paegal.
2008). Las unidades glicosidadas son transportaaleia el interior de las vacuolas por la
accion de la enzima codificada por el gari2perteneciente a la familMATE (familia de
extrusion de multifarmacos y toxicos, del ingdsltidrug and toxic compound extrusjon
gue se encuentra ubicada en la membrana vacudiao (¥ Dixon 2009). Dentro de la
vacuola se produce la polimerizacion a través dmién de las unidades de catequinas y/o
epicatequinas en un proceso que no ha sido commata dilucidado aun (Zhaet al.
2010).

La estructura de los TC formados resulta variaddpendiendo de la estereoquimica y del
patron de hidroxilacion de la subunidad de flavasl-iciadora y las subunidades de
extension que componen el polimero (Aekal.2000).

Se ha propuesto que la hidroxilacion del anilloeBlas dihidroflavonoles intermediarios
(Figura 1.7) seria el determinante del tipo de ashide flavan-3-ol formada (Robbiesal.
2005). Esta hidroxilacion se encontraria mediaddgsoenzimaglavonoide 3 hidroxilasa
(F3'H) y flavonoide 3’5" hidroxilasgdF3"5"H). Una version simplificada de los caminos
biosintéticos que pueden tomar estos compuestaemieservarse en la Figura 1.7.
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Figura 1.7. Esquema simplificado de las vias de hidroxilacgue pueden tomar los
precursores de las unidades de flavan 3-ol quediorios TC. Adaptado de Robbietal.
(2005).

1.2.3. Funciones de los taninos condensados en péen

Los TC son metabolitos secundarios y la mayoridadeplantas los sintetizan, pero en
muchas de ellas estos metabolitos solamente seubanuren la testa de la semilla, donde
cumplen el rol de evitar la desecacion y otroseess abibticos (Debeaujat al. 2000,
Lepiniec et al. 2006). A su vez, los TC de las semillas, particiga la defensa contra
patogenos y depredadores (Shirley 1998) y se etranerelacionados con la dormancia y
el desarrollo (Debeaujort al. 2000). Otras plantas, en especial especies ad)orea
sintetizan TC en todos sus Organos, mientras gsiegfamineas en general carecen
totalmente de estos metabolitos (Barbehenn y CogisD11). Ciertas especies detus
presentan la capacidad de acumular TC en vastagdgerencia de otras leguminosas
forrajeras como alfalfa y tréboles, cuyos tallosigjas carecen completamente de TC
(Cassidaet al.2000, Diazet al.2005a, Lj et al.1996).

Ademés de las funciones que cumplen los TC en lsasmén plantas que acumulan estos
compuestos en otros organos, desempefian funciomgsrtantes relacionadas con la
defensa frente al ataque de patdgenos tales couoteriba, hongos y ciertos herbivoros
(Taiz y Zeiger 1998, Dixowet al. 2005). Es por ello que se supone que la evolut#los
TC en plantas se encuentra relacionada con lagoioteante hongos y microorganismos
(Aerts et al.1999a, Dixon y Paiva 1995, Dixpet al.2005).
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Ha sido reportada la relacion de estos compuesinsla tolerancia a ciertos estreses
abidticos (Dixon y Paiva 1995, Winkel-Shirley 2002\ relacion con el estrés salino sera
tratada con mayor detalle en el capitulo 3. Erasb@atrticular de las especied déus los

TC se encuentran relacionados con los mecanismdsletancia del. uliginosusa las
elevadas concentraciones edaficas de aluminio miessen suelos acidos (Stoutjesaijk
al., 2001). Por ultimo se ha sugerido que la compmsig los niveles de TC presentes en
raices de plantas detusforman parte de los mecanismos de determinacibradgo de
hospedantes en la simbiosis mutualista con rizotf@nhkhurst& Jones, 1979). En el
capitulo 6, enfocado en el estudio del papel deT@sen la simbiosis de. tenuisy L.
corniculatuscon rizobios se detallan los antecedentes refseneste tema.

1.2.4. Efectos benéficos de los taninos condensado<l forraje.

El efecto mas conocido derivado de estos metaBotitando se incorporan a la dieta
animal es el de impedir el meteorismo, (et al. 1996, Spangenbergt al. 1999, Taiz y
Zeiger 1998, Waghorn y Shelton 1997). El meteoriscooninmente llamado “empaste”,
es un desorden alimenticio comun que ocurre enadegmue se alimentan de forrajes con
elevado contenido de proteinas solubles. El missncaasado por la formacion de espuma
proteica en el rumen de los animales, y generabr@mencuentra asociado a la ingesta de
leguminosas tales como el trébol blanco y la @faéfn especial durante la primavera.
Dicha espuma impide la liberacion de los gasesymidds por la fermentacién y causa la
expansion del rumen, lo cual en casos leves prolodsminucién del consumo, mientras
gue en casos agudos puede llegar a causar la ndeedaimal por la presién que ejerce el
rumen inflamado sobre el diafragma (Mangan 19583%. pérdidas causadas por el empaste
se estimaron en 310 y 180 millones de délares pmr en EEUU y Australia,
respectivamente (Rumbaugh 1985). Al acomplejarplageinas del forraje dentro del
rumen, los TC impiden que los microorganismos @iisentes las digieran rapidamente,
evitando asi la formacion de espuma y la ocurredeianeteorismo (Waghorn y Shelton
1997) (Spangenbergt al.1999, Taiz y Zeiger 1998, Tannetral. 1995).

De la misma manera, los TC aumentan la eficiencialee digestion de proteinas
provenientes de leguminosas forrajeras, ya queraldr complejos con ellas impiden que
sean degradadas y asimiladas por los microorgasisielooumen, evitando de esta manera
gue sean convertidas en proteinas microbianas dermwlor nutricional (Aertset al.
1999a). Cuando el complejo TC-proteina llega atstiho delgado, el cambio de pH
disminuye la fuerza en las uniones del complejoeilseran las proteinas, las cuales
pueden ser absorbidas por el animal (proteina 4s/padisminuyendo de esta manera la
necesidad de suplementacion proteica (Barry y Mat®86, Taiz y Zeiger 1998).

Otro importante efecto benéfico sobre el ganado coesume forrajes con niveles
adecuados de TC es el control que ejercen dichopuwestos sobre los parasitos internos
(Niezenet al. 1995, Robertsort al. 1995, Molanet al. 2000, Igbalet al. 2002, Otero y
Hidalgo 2004). El uso regular de antiparasitariasausado la aparicion de poblaciones de
parasitos resistentes (McKenna 1994). Esta resisieaumada a la mayor demanda de
produccién organica de carnes, ha determinado aoietite interés en el control de
parasitos internos por medio de los TC. En estedseresulta importante sefalar que se ha
comprobado una disminucién de hasta un 50% de Hgacparasitaria en animales
alimentados con pasturas que incluyen especiegémelroLotus con respecto a animales
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alimentados con alfalfa o raigras (Niezenh al. 1995, Robertsoret al. 1995, Otero y
Hidalgo 2004). Ademas se ha descrito una tendenceducir la incidencia de miasis en
ovinos (Otero y Hidalgo 2004).

Por dltimo se ha observado una reduccion de lai@mide metano en animales que
consumen forrajes que contienen TC (Tavenddlal. 2005, Patra y Saxena 2010). El
metano es un gas que contribuye al efecto inveroadgie se produce en grandes
cantidades dentro del rumen animal. La reducciéademision de este gas tendria un
efecto benéfico sobre el medio ambiente, lo querdeha un creciente interés cientifico en
este tema.

1.2.5. Contenido adecuado de taninos condensadosetforraje.

Dependiendo de los autores y la metodologia udiéizpara la cuantificacion de TC, se
determind que los niveles adecuados para el consmimual se encuentran entre el 2 y el
4% de la MS (20-40 mg/g MS), siendo considerad@®ixos los niveles superiores al 4%
(Aertset al. 1999a). Por otra parte, segunetial. (Li et al. 1996) el contenido minimo de
TC para evitar el empaste es de 1 mg/g MS (0,1%higo autor considera 6ptimos, para
leguminosas forrajeras, contenidos de alrededérrdg/g MS (0,5%), con el fin de obtener
los beneficios derivados de estos compuestos smbramiantes.

El exceso de TC afecta el valor nutricional deftwsajes (Aerts et al. 1999a, Kumar vy
Singh 1984, Makkar 2003). La propiedad “astringéuie estos compuestos dada por la
precipitacion de proteinas salivares causan la idigion de la palatabilidad y, en
consecuencia, del consumo voluntario por partaciehal (Kumar y Singh 1984). Por otra
parte, los forrajes con exceso de TC presentarraedweccion de su digestibilidad causada
por la inhibicion de las enzimas digestivas (Kum&ingh 1984). En el caso particular de
las especies forrajeras del génémtus se ha observado que la espdcieuliginosus
presenta un exceso de TC. Los niveles inadecuadosCdde esta especie causan la
disminucion del consumo voluntario, la digestikalid la ganancia de peso y la produccion
de lana (Barry y Duncan 1984, Aedssal. 1999a).

1.3. Antocianinas.

Como fuera mencionado anteriormente, las anto@arsomparten la via de biosintesis con
los TC (Figura 6). Las antocianinas, al igual qos TC, pertenecen al grupo de los
flavonoides (Winkel-Shirley 2001). Son pigmentotubtes en agua que se encuentran en
los tejidos de casi la totalidad de las plantagyarasables de los colores rojo, azul, violeta y
purpura observados en ellas (Salisbury y Ross 198&hidi y Naczk 1995, Chalker-Scott
1999). Si las antocianinas carecen de glucosa aoonginadas antocianidinas, la presencia
de una glucosa como parte de la estructura de rigscianinas les confiere mayor
estabilidad quimica en relacion a las antociangif@alisbury y Ross 1992). En la Figura
1.8 se pueden observar las antocianidinas mas coenia encontradas en los vegetales y
su estructura general.
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Figura 1.8. Estructura general y nomenclatura de las prinegpahtocianidinas. Adaptado
de Garcia Ramirez (2005).

En cuanto a su funcionalidad en las plantas separtado que la caracteristica Optica de
las antocianinas en los pétalos y frutos es coreddeuna adaptacion para la atraccion de
insectos que polinizan las flores y/o dispersanfio®s (Harborne 1988, Winkel-Shirley
2001). Mientras que en hojas y tallos cabe destlaat que ejercen sobre la modificacion
de la cantidad y la calidad de luz capturada (Baéteal. 1997, Gouldet al. 2000); su
funcion en la proteccion ante el efecto de la IMzRJ(Burger y Edwards 1996, Klapet

al. 1996) y la proteccién ante la fotoinhibicién (Gabuwdt al. 1995, Doddet al. 1998).
También se ha discutido ampliamente sobre su éelamdn la defensa ante la herbivoria
(Coley y Kusar 1996, Schaefer y Rolshausen 2005)por, ultimo, su rol en la
detoxificacién de especies reactivas del oxige@SRproducidas durante los estreses de
origen ambiental (Dixon y Paiva 1995, Shirley 199@&masaki 1997, Sherwin y Farrant
1998, Schaefer y Rolshausen 2005).

En el caso particular de la especie modelgaponicus se han detectado dos tipos de
antocianidinas: las cianidinas y las peonidinasz(8u et al. 2008). Observandose
diferencias en la acumulaciéon de antocianinas dlifieeentes ecotipos evaluados (Aeki

al. 2000, Kawaguchet al. 2001, Pajuelo y Stougaard 2005, Suztkal. 2008, Hashiguchi

et al.2011).

1.4. Objetivo general.

La informacion presentada hasta el momento dejavatencia la relevancia cientifica y
agronémica de las especies del gérnartusy de los TC. En particular la capacidad de
estas especies de acumular TC en cantidades eariabfiere una potencial utilizacion
para el estudio de estos metabolitos. Debido arelk hemos propuesto el objetivo de
contribuir a la mejora de la calidad forrajera ylaeadaptabilidad de especies del género
Lotusa suelos de menor aptitud agricola, con espetiatis en el estudio de las funciones
biolégicas y de los mecanismos de regulacion deniesles de los taninos condensados.
Para ello se persiguieron una serie de objetivaticpkares los cuales se encuentran
planteados en sus capitulos correspondientes.
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2. Capitulo 2. Contenido de taninos condensados especies del génerbotus.
2.1. Introduccion.
2.1.1. Contenido de taninos condensados kntus spp.

Como fuera mencionado en el capitulo anterior, dmdas caracteristicas forrajeras mas
atractivas de las especiesld#usse encuentra asociada a su capacidad de acun@ikem T
vastago (Aertset al. 1999a). Sin embargo, no todas las especies peitates a este
género acumulan contenidos de TC adecuados pauélizacion como forraje. Esto se
debe a que existe una gran variabilidad en loslesviliares de TC presentes en las
distintas especies dmtus(Li et al. 1996, Sivakumaraat al.2006, Grubeet al.2008).
Algunas especies comla japonicus L. burtii, L. decumbeny L. edulisentre otras, no
presentan o acumulan bajas cantidades de estosatesmen sus hojas (Sivakumaratnal.
2006, Gruberet al. 2008). Para la especie moddlo japonicusse han determinado
contenidos de TC comprendidos entre 0,4 y 1,3 % deateria seca (MS), segun se trate
de una cosecha realizada en invierno o primavespeotivamente (Sivakumaraet al.
2006). Otros analisis realizados demostraron queésta Ultima especie, los TC se
encuentran presentes en flores, tallos, peciolo§dylos, pero estan ausentes en el tejido
foliar y raices (Morriset al. 1993, Grubeet al.2008).

Por otra parte, el contenido foliar de TC en plardal. corniculatusresulta moderado,
con valores medios de 2,4 % de la MS, el cual t@suoferior a los valores reportadoslen
uliginosus(6,5 % de la MS) (Kelman y Tanner 1990, Aatsl. 1999a, Sivakumaraet al.
2006). Al mismo tiempo, es importante tener presemqie también se han reportado
variaciones inter-poblacionales en los nivelesafel de estos compuestos dentro de una
misma especie. Por ejemplo, Lowthetr al. (Lowther et al. 1987) reportaron valores
comprendidos entre 0,13 y 3,9 % de la MS, medido$leaccesiones de corniculatus

En otro estudio realizado sobre 97 accesionds derniculatusprovenientes del banco de
germoplasma del USDAUfited States Departament of Agricultyrdos contenidos
foliares de TC variaron entre 0 y 13,2 % de la Bi8;embargo, el 75 % de las accesiones
medidas tenian menos de 4 % (Robettal. 1993). Otros autores, en mediciones realizadas
en otras 22 accesiones de la misma especie, reposalores comprendidos entre 0,15 y
7,28 % de la MS (Kelman y Tanner 1990, Kelman 2D0Bar ultimo, Acufia et al. (Acuia
et al. 2008) reportaron valores comprendidos entre 4877y% de la MS para cultivares
comerciales y accesiones salvajes.

También se ha observado una marcada variaciorsdeveles foliares de TC entre plantas
deL. uliginosus Por ejemplo, para el cultivar tetraploide “Mals€ han reportado valores
comprendidos entre 5,8 y 9,8 % de la MS (Lowtheral. 1987), mientras que en el
desarrollo del cultivar “Sharnae” se utilizaron egiones de.. uliginosusprovenientes de
Portugal que presentaban contenidos altos de Tgerisues al 4 %) (Kelmaat al. 1997).
Los contenidos de TC medidos en 10 accesionesdifs resultaron entre 2,53 y 10,72 %
de la MS (Kelman y Tanner 1990). En otro trabaje, analizaron 38 accesiones
provenientes de diferentes regiones del mundo,rtd@piose valores comprendidos entre
29y 8 % de la MS (Kelman 2006a). Por ultimo, éh dcesiones deé. uliginosus
recolectadas en Chile, se reportaron valores déli&@es comprendidos entre 6,3y 11 %
de la MS (Acuieet al. 2008). En general, el contenido foliar de TCLeruliginosuses
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considerado demasiado alto, a tal punto que, debidibo, su valor nutritivo se ha visto
reducido (Barry y Duncan 1984, Leetsal. 1994).
Menos numerosos son los trabajos donde se evalles@ontenidos de TC en accesiones
de L. tenuis y la mayoria de ellos reportan bajos valores @e fdliares (Roberts y
Beuselinck 1992). En este sentido, un trabajo &etamente citado en la literatura es el
realizado por Aerts et al. (Aertt al. 1999a) quienes reportan contenidos de 0,6 % de la
MS para esta especie. Asimismo, en medicionezaekas para el cultivar “Esmeralda”, los
contenidos totales observados fueron de alredezl06r81% de la MS, la mayor proporcion
de los cuales corresponde a los TC solubles (0,6rfléntras que el resto se encontré en la
fraccion asociada a las proteinas (0,1 %) y lasdilf0,1 %) (Sivakumaraet al. 2006). Es
importante mencionar que estos mismos autores seeanque no pudieron realizar la
caracterizaciéon de la composicién quimica de losalslados dd.. tenuisdebido a la
imposibilidad de obtener cantidades suficientea paranalisis.
La importancia dd.. tenuiscomo forrajera en ambientes marginales, motiveretiente
interés en su estudio. En particular, resulta ést@nte la evaluacion del contenido foliar de
TC en esta especie con la finalidad de lograr aremento en su calidad forrajera. Debido
a ello nos hemos propuesto los siguientes objetivos
e Evaluar el contenido foliar de TC en especies derés agricola y cientifica,
pertenecientes al géndrotus con énfasis en la espetietenuis
» Evaluar si es posible optimizar el contenido defdl@res en poblaciones de tenuisa
través de la seleccion recurrente.

2.1.2. Diferenciacion entrel. tenuisy L. corniculatus.

En la Pampa Deprimida del Salado se cultivan dpsaéss dd_otus Ellas soni. tenuisy

L. corniculatus(Mifién et al. 1990, Blumenthal y McGraw 1999, Diat al. 2005). Estas
dos especies se diferencian agronémicamente, yh. quoeniculatuses cultivada en menor
proporcion y en zonas con mejores aptitudes agsaah relacion k. tenuisque se cultiva
en zonas menos aptas, en las que las condicioseitreas impiden frecuentemente la
implantacion exitosa de. corniculatusy otras leguminosas forrajeras (Lagler 2003).

Si bien ambas especies se diferencian agrondmidareenivel filogenético y morfoldgico
son muy similares, siendo esta similitud morfoladgialn mas marcada en etapas
ontogénicas tempranas (Fernandez 1981, Kramina, 196@tjarevaet al. 2008). Esta
situacion constituye un problema para los prodestal momento de adquirir semillas de
cultivares comerciales de tenuis debido a que con cierta frecuencia las semikassia
especie presentan contaminaciones con semillak. d®rniculatus (Kade et al. 1997,
Giorgieri et al. 1998), las cuales resultan indistinguibles enfreC®mo consecuencia,
cuando estas semillas de menor pureza especifida thnuisson destinadas a zonas
marginales, el rendimiento esperado disminuye Bogivamente. Este hecho, sumado a
gue las semillas de. tenuistienen mayor precio que las He corniculatus provoca un
importante perjuicio econdémico a los productorei@eri et al. 1998).

En vista de este problema, se han desarrolladosdisenetodologias con el objetivo de
identificar / diferenciar d.. tenuisy L. corniculatus Estas técnicas de diferenciacion han
utilizado el polimorfismo en el patron de flavonesdanalizados mediante cromatografia de
capa delgada en dos dimensiones (Katleal. 1997); el analisis de las proteinas de
almacenamiento de semillas a través de electra$orepilar en gel y de la electroforesis en



18

geles desnaturalizantes de poliacrilamida (Giorgetral. 1998, Galussiet al. 2006) y
también a través de la cariologia (Celotto y S&G58).

La metodologia carioldgica, basada en el contema@sémico, se fundamenta en el hecho
de que las plantas de tenuisgeneralmente son diploides, con un nimero cromasom
igual a 12 (2n = 2x = 12), mientras que las plan@ak. corniculatusgeneralmente son
tetraploides (2n = 4x = 24) (Love y Love 1961, Aiituarezet al. 1967, Castroviejo 1982,
Falistocco y Piccirilli 1989). Sin embargo, se leportado la existencia de poblaciones
salvajes dd.. tenuistetraploides y poblaciones de corniculatusdiploides(Grant 1995,
Kirkbride 1999),lo que disminuye la utilidad de esta técnica. Nctamte ello, esta
metodologia de diferenciacion a través del contemosdmico ha sido propuesta como la
mejor opcidn para las accesiones presentes en trgdelotto y Sanso 2008).

Los problemas comunes que presentan las técnicgasonadas con anterioridad es que se
requiere de laboratorios de mediana complejidagljltan relativamente costosas y no se
permiten el analisis rapido de numerosas muestrdsrena rutinaria. Por estas razones,
consideramos de interés tecnoldgico el desarr@lorth técnica mas sencilla que permita
la diferenciacion entre ambas especies forrajeras.

Relacionado a ello, se ha reportado que el patedtindion de TC en hojas de tenuis
resultd diferente al observado én corniculatus(Li et al. 1996). Sin embargo, esta
afirmacion fue realizada sobre la base del estddiana sola accesion de cada especie, 1o
gue impide sacar conclusiones sobre la utilidadlideo método de diferenciacién entre
especies. Es por ello que nos propusimos comoiabjetaluar el patrén de tincion de TC
en numerosas accesioneslLdeéenuisy delL. corniculatuscon el fin de determinar si dicha
metodologia representa un método efectivo paraediféar dichas especies en estadios
fenoldgicos tempranos.

2.2. Hipdtesis.

Hipotesis 1:El contenido foliar de TC en las plantasldeéenuisresulta bajo en relacién al
recomendado para leguminosas con fines forrajeros.

Hipdtesis 2:En L. tenuis al igual que er.. corniculatus existe variabilidad intra e inter-
poblacional para el contenido foliar de TC y la mmés puede ser aprovechada para
modificar el contenido de dichos metabolitos aésagle la seleccion recurrente.

Hipotesis 3 El patron de tincion de TC representa una hepatai eficaz para la
diferenciacion especifica enfretenuisy L. corniculatus
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2.3. Materiales y métodos.

2.3.1. Variacion en el contenido de taninos condeados entre las especies del género
Lotus.

2.3.1.1. Material vegetal.

Se utilizaron 27 accesiones de tenuis 20 de ellas fueron colectadas en distintos
ambientes de la Provincia de Buenos Aires y geatibm cedidas por el Banco de
Germoplasma de la Estacion Experimental AgropeaulNiTA Pergamino: “ARLGO02”,
“ARLGO03", “ARLG04”", “ARLG06”, “ARLG08", “ARLG10", “ ARLG12", “ARLG14",
“ARLG18”, “ARLG20", “ARLG22", “ARLG26", “ARLG28", “ Ayacucho”, “C. del
Uruguay”, ‘El perdido”, “Giannone”, “Monte Urano”, “Ruta 63” YWatfi". Al mismo
tiempo, se utilizaron dos accesiones autotetragdoi(Pool A, Pool B) y 4 cultivares
comerciales: “Pampa INTA” (Fertiprado), “Chaja” (K8), “Aguapé” (Gapp) Yy
“Esmeralda” (Gentos). También por ultimo, se udilima accesion de cosecha propia que
denominamos “Delta del Ebro” proveniente de Espafa.

De la especié. corniculatusse utilizaron 13 accesiones, 8 de las cualesriusgdidas por

la empresa Gentos S.A. (“Creeping”’, “Creeping I'Créeping II”, “El Boyero”,
“Persistencia”, “Vigor”, “Intermedio” y “Gladiado)” Estas accesiones incluyen algunos
materiales comerciales y otros en vias de comaa@dn. Ademas, se utilizaron 4
accesiones cedidas por el Banco de Germoplasmaadd&stacion Experimental
Agropecuaria INTA Pergamino (“San Gabriel”, “INIA r@co”, “Estanzuela” y
“Larrafiaga”). Por ultimo se utiliz6 una accesiornpad®la de cosecha propia que
denominamos “charlii” (la cual fue depositada erbahco de germoplasma del Jardin
Botanico de Valencia bajo el nimero de identifi6acil58B2009), su descripcion se
encuentra con mayor detalle en el capitulo 3.

De las especies modelo se utilizaron los ecotigggu” y “MG20” de L. japonicus
(Legume-Base, http://www.shigen.nig.ac.jp/beanftponicus/wildStrainListAction.do) y
las especiek. burtii y L. filicaulis, las cuales fueron gentilmente cedidas por elarois
LOTASSA (LOTus Adaptation and Sustainability in  South  America
http://www.lotassa.org).

2.3.1.2. Tratamiento de las semillas y cultivo ddantas.

Las semillas fueron escarificadas utilizando agdifurico, para lo cual se las coloco en
tubos conicos de 50 ml. Posteriormente fueron ciasiecon acido sulfarico y se agitaron
durante 2 minutos. El &cido sulfdrico fue inmediaate retirado luego de la agitacion y a
continuacion se realizaron 10 lavados con aguadlatist Las semillas escarificadas fueron
sembradas en placas de Petri conteniendo agar{@gi?s) e incubadas en camaras de
cultivo. Cuando las plantulas presentaron loseddihes expandidos, fueron trasplantadas a
macetas de 250 ¢htonteniendo una mezcla de arena y vermiculita)(Itigadas con
solucién Hoagland 0,5X y cultivadas en camara dkevou

La cadmara de cultivo (Figura 2.1) presentaba ulo @d@rio con 16 horas de luz a una
densidad de flujo foténico de 238nol m? s* brindado por lamparas fluorescentes e
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incandescentes intercaladas. La temperatura f@d del°C durante el periodo de luz y de
20 + 1°C en el periodo de oscuridad, mientras qeevalores de humedad oscilaron entre
el 50 y 60%.

2.3.1.3. Propagacion vegetativa.

Para la propagacion vegetativa de los genotipecraehados se realizo la clonacion de
plantas dd_otusa través de la técnica descripta por Mujica y R(Wuijica y Rumi 1999).
Para ello, se colectaron tallos de las planta®@acly de los mismos se descartaron las
partes basales y apicales. Posteriormente se @ortggmentos uninodales (estacas),
teniendo la precaucion de hacer un corte a bisé base para favorecer la produccion de
raices. Los mismos se colocaron en macetas com a@mo sustrato, para inducir el
enraizamiento. Las macetas se colocaron en careacaliivo y se irrigaron con solucion
Hoagland 0,5X, comprobandose que en aproximadaméndéas se produjo el desarrollo y
crecimiento activo de raices.

2.3.1.4. Cuantificacién de taninos condensados.

Para la determinacion del contenido de TC se t@mothlidad de hojas y tallos de plantas
de 30 dias de edad. Las muestras se secaron @s siebpapel a 32°C hasta peso constante
(para evitar la degradacion de los TC lo cual acartemperaturas mayores a 50°C), y
posteriormente fueron homogéneamente molidas ariia un molinillo hasta lograr un
polvo fino. De la muestra asi procesada se tomdlioaota de 10 mg, la cual se colocé en
un tubo para microcentrifuga de 1,5 ml.

La extraccion y cuantificacion de TC se realizé etk el método DMACA-HCI
propuesto por Let al. (1996). Para ello, los TC solubles fueron extraidon 1 ml de una
solucion de acetona acuosa al 70 % (v/v) mas Q[i/9pde acido ascorbico. La extraccion
se realiz6 a 4°C en oscuridad durante 30 minutosteHormente se centrifugo el extracto
durante 1 minuto a 9000 rpm y el sobrenadante leetéoen un tubo conico de 15 ml. La
extraccion se repitié dos veces mas durante 30tosnuuna vez mas durante toda la noche,
siempre en oscuridad y a 4°C. Al tubo coénico cadetedo los 4 ml de extracto se le



21

agregaron 3 ml de eter etilico y se agitdé durant@riuto, incubandose luego en oscuridad
a -20°C durante 20 minutos para lograr la sepanad@fases. De la fase acuosa (inferior),
se tomo una alicuota de 7dD(35% del volumen total de la fase acuosa) y aesfirio a

un tubo de 1,5 ml, al que se agregaron 38&%e metanol y 1921 de una solucion al 2

de p-dimetilaminocinnamaldeido (p/v) disuelto entamel:0,6 N HCI (1:1 v/v). Luego de
incubar a temperatura ambiente durante 20 minatosidio la absorbancia a 643 nm en un
espectrofotometro (Lambda 25, Perkin Elmer, Waltham

La curva estandar se realiz6 mediante el agregadtistintas cantidades de una solucién
de catequina ((+)-Catequina, Sigma Chemical Col @tis, MO) disuelta en metanol (0,1
png/ul) a un extracto de hoja de alfalfdedicago sativa Su determinacion posterior se
realiz6 en forma simultanea y de la misma manem lgs muestras incognita. Los
resultados fueron expresados en mg TC/g MS. Lastnasecon concentraciones iguales o
mayores a 2,5 mg TC/g MS fueron diluidas a la mitsa@hdo el extracto de hoja de alfalfa.

Para la cuantificacion de TC insolubles se utiBzprecipitado sobrante de la extraccion de
TC solubles, el cual se sec6 durante 48 horas@. E2f el mismo tubo se agregaron 200
de una solucion 1% de dodecilsulfato de sodio y0380de una solucién preparada en
proporcion 19:1 (v/v) de n-butanol:HCI. Luego seub6 durante 90 minutos a 95°C y se
midié la absorbancia a 550 nm usando un espeadbroiito (Lambda 25, Perkin Elmer,
Waltham). Para el conversién a mg TC / g MS sédtil coeficiente de extincion {# >
calculado por Stafford y Cheng (Stafford y Cheng§@9

Por ultimo el calculo del contenido total de TC,realiz6 sumando el contenido de TC
solubles més el insoluble y se expresé en mg TR&g

2.3.1.5. Disefio experimental y analisis de datos.

En todos los casos se uso6 un disefio completamlemtara Para evaluar la variacion intra-
poblacional del contenido foliar de TC se utilizaré0 plantas de la accesién “Pampa
INTA” de L. tenuisy otras 40 de la accesion “San Gabriel’Ldeorniculatus La unidad
experimental consisti6 en la totalidad de hojascdda planta. De cada accesion se
seleccionaron cinco plantas con los contenidosrdi de TC mas elevados (grupo de
plantas con elevado contenido foliar de TC) y otimso con los mas bajos (grupo de
plantas con bajos contenidos foliares de TC). LUastas seleccionadas se propagaron
vegetativamente en un nuevo ensayo con 3 repetgi@@ada repeticion era un clon) para
cada genotipo en el cual se evaluaron las difessraitre los grupos de plantas.

Para evaluar la variacion inter-poblacional deltepido foliar de TC dd.. tenuisy L.
corniculatusse utilizaron 3 repeticiones para cada accesiadaCepeticion consistia en la
totalidad de hojas provenientes de 5 plantas difese

Por ultimo para las especies moddlojaponicus L. burtii y L. filicaulis se utilizaron 6
repeticiones para cada una. Cada repeticion céngstla totalidad de hojas de 5 plantas
diferentes.

La homogeneidad de varianzas se comprobo a tragél ¢grueba de Levene y la
distribucion normal de las observaciones a traetagrueba de normalidad de Shapiro-
Wilks. Para los datos que presentan distribuciamag el analisis se realizé a través de un
ANOVA de una via con un nivel de confianza del 9g%ara aquellos casos en que se
observo diferencias significativas se realizé st tle comparaciones multiples de Duncan
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con un nivel de confianza del 95%. Por otra patendo los datos no presentaron una
distribucion normal se realizé un analisis no patito a través de la prueba de Krukal-
Wallis y posterior comparacion de a pares en casgifdrencias significativas. Para todos
los andlisis de datos se utilizo el programa Irdo@Di Rienzoet al.2011).

2.3.2. Diferenciacion entrel. tenuisy L. corniculatus a traves del patrén de tincion de
los taninos condensados.

2.3.2.1. Material vegetal.

La evaluacion se llevo a cabo en las mismas acteeside.. tenuisdenominadas “Chaja”,
“Aguapé”, “Esmeralda”, “INTA Pampa”, “El perdido™Giannone”, “Ruta 63", “Watfi”,
“Pool A", “Pool B” y “Delta del Ebro” utilizadas dariormente. A su vez se evaluaron las
accesiones “Gladiador”, “Estanzuela”, “INIA Draco"San Gabriel”, “Larrafiaga” y
“Charlii” de la especié.. corniculatus

2.3.2.2. Tratamiento de las semillas y cultivo ddantas.

Las semillas fueron escarificadas y sembradas demiema manera mencionada
anteriormente. Cuando presentaron los cotiledoxgsanelidos fueron transplantadas a
macetas de 150 ¢hgue contenian turba. Luego fueron irrigadas camaadggstilada y
cultivadas en camara de cultivo. Transcurridas sgmsanas desde la siembra, las plantas
desarrollaron completamente dos hojas (Figura 2.2)) ellas se realizé la extraccion de
los &pices radicales y el foliolo central de lauselga hoja desarrollada. Como en este
estadio fenologico no es posible diferenciar madaamente ambas especies, las mismas
plantas se volvieron a colocar en sus macetagcgrgeuaron cultivando hasta el momento
de floracion-fructificacion para la confirmacionxtamomica de su identidad.

Figura 2.2. Plantas otssp. en estadio de dos hojas desarrollads, dunss luego
de la siembra.
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2.3.2.3. Determinacion del nimero cromosémico.

La determinacion del numero cromosoémico se llewalzo utilizando los apices radicales.
Para ello fueropretratados con una solucién 2 mM 8-hidroxyquirebilurante dos horas a
4 °C y dos horas méas a temperatura ambiente. Lalizacion de cromosomas somaticos
fue realizada de acuerdo a (Singh 2003). Los apaxtisales pretratados fueron fijados en
una solucion de etanol/acido acético (3:1 v/v) dajaron a 4°C durante 2 dias. El material
fijado fue lavado en una solucion 10 mM de tampitrato a pH 4,6, macerado en una
solucion con 2% (v/v) de celulasa y 0,5% de pestinen tampdn citrato 10 mM pH 4,6
durante 20 minutos a 37° C, lavadas en tamponteirtd mM pH 4,6 e inmediatamente
hidrolizadas en HCI 1N durante 10 minutos a 60 l°65 apices radicales fueron tefidos
con solucién Feulgen (preparada con el reactivBaleff) y aplastados en un portaobjetos
con una gota de 2% de hematoxilina propiénica paeasificar la tincion de cromosomas.
La metafase se observo bajo un microscopio 6ptitkoq Eclipse 600, Nikon, Tokyo)
donde se contd el nimero de cromosomas de 6 céliidasntes por cada preparado.

2.3.2.4. Tinciéon de taninos condensados.

La tincion de TC se llevo a cabo en el foliolo cahtle la segunda hoja desarrollada. Para
ello se utilizo la metodologia propuesta poretial. (1996) para lo cual los foliolos se
colocaron en tubos de 1,5 ml que contenian et&6%l Y luego de que la hoja se decoloro
completamente con etanol, se retird el solvente ggegaron 400 ul de una solucién 0,3
% de DMACA disuelto en metanol:HCI 0,6 N. Las muastse incubaron durante 20
minutos a temperatura ambiente e inmediatamentgudsdueron lavadas dos veces con
etanol 96%. Luego de la tincion, los TC se obsemarcolor azul a simple vista. Sin
embargo, para una evaluacion en mayor detalléplimdos se conservaron en etanol 96% y
posteriormente fueron observados y fotografiadge leacaso aumento (10 X) en un
microscopio 6ptico (Nikon SMZ800, Nikon, Tokyo).

2.3.2.5. Identificacidn taxonémica.

Para la identificacion inequivoca de las plantdzatias se realiz6 la confirmacion a traves
de caracteristicas morfologicas y reproductivasca#p de cada especie. Para ello se
utilizaron criterios estandares para su identifiimclos cuales se basan en la morfologia de
la hoja, flores y frutos (Kirkbride 1999, Valdés(0®). A grandes rasgos, la relacion
largo/ancho del foliolo principal es de 4-5/1 patantas de.. tenuisy menor a 3/1 para
plantas dd.. corniculatus.Otra caracteristica facilmente observable esdpadicion de la
vaina, ya que suele encontrarse en posicion panelulplantas de. tenuismientras que en
plantas de.. corniculatussuele ser mas erecta. Por Ultimo, para diferearidras especies,
también nos hemos basado en la detallada descrigeidas piezas florales realizada por
Kirkbride (1999), lo que contribuyd a su mejor itiBcacion taxondémica.

En las accesiones de cosecha propia (“Delta deb”Epr“charlii”’) la determinacion
taxondmica se llevé a cabo mediante la colaborad@dios Dres Benito Valdés y Francisco
Pina de la Facultad de Biologia (http://biologizesy de la Universidad de Sevilla
(Espana), referentes en la taxonomia del gdoes
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2.3.2.6. Disefio experimental y analisis de datos.

Para todos los experimentos realizados se utilizdlisefio completamente al azar. Cada
accesion se consider6 como un tratamiento y sieanth 15 repeticiones para cada una;
cada repeticidon consistio en una planta de lasmiémaron 3 raices para la determinacién
del numero cromosomico y el foliolo central dedgunda hoja desarrollada para la tincién
de células tanicas.

2.4. Resultados.
2.4.1. Contenido de taninos condensados Entenuis.
2.4.1.1. Variacion intra-poblacional.

El contenido foliar de TC en el cultivar Pampa IN@/ como resultado los valores de
0,07 + 0,05; 0,85 + 0,38 y 0,92 + 0,39 mg TC/g M8glos TC solubles, insolubles y
totales respectivamente. Asimismo, se observéenadb coeficiente de variacion para las
tres fracciones: 72% (TC solubles), 45% (TC inslasipy 42% (TC totales). El contenido
mas elevado observado fue de 1,46 y el menor dendgdTC/g MS.

Con el objetivo de determinar si las diferenciaseércontenido foliar de TC resultan
propias de los genotipos y realizar una selecciénagquellas que presenten mayores
contenidos fueron seleccionaron y propagadas uegetente plantas que presentaron
altos y bajos contenidos de TC en sus hojas. Shaggo, luego de la determinacion del
contenido foliar de estas plantas no se obsenwdiferencias significativas para la fraccion
de TC solubles (T=1,23; p=0,29), insolubles (T=504=0,67) y totales (T=0,59; p=0,58).
Las determinaciones para cada grupo pueden obsersarda Tabla 2.1.

Tabla 2.1.Contenido de TC en hojas de plantas previametgesenadas de la accesion
“INTA Pampa” deL. tenuis Valores expresados en mg TC/g MS.

TC Solubles TC Insolubles TC Totales

(Media £ D.E.) (Media £ D.E.) (Media £ D.E.)

Plantas con mayor o, 4 g9 0,66 + 0,10 098 + 0,06
contenido de TC

Plantas con menor ., 49 071 + 0,14 093 + 013

contenido de TC

2.4.1.2. Variacion inter-poblacional.

De la evaluacion de los niveles foliares de TC Ba&esiones de tenuisse observé que
los contenidos totales presentaron una media dg 0,0,3 mg TC/g MS, con valores
comprendidos entre 0,21 (“Giannone”) y 1,29 mg T®I§ (“ARLGO03"). La fraccion
principal correspondi6 a los TC insolubles con G;A332 mg TC/g MS mientras que los
niveles medios de la fraccion soluble fueron 0,00,85 mg TC / g MS (Tabla 2.2).
Ninguna accesion se diferencié significativamergkresto en cuanto al contenido total de
estos compuestos en sus hojas (H = 52,4; p = 0,0665
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Tabla 2.2. Contenido foliar de TC de distintas accesionek.denuis Valores expresados
en mg TC/g MS.

Accesion TC _Solubles TC Insolubles TC_ Totales
(Media £+ D.E.) (Media £ D.E.) (Media £+ D.E.)

ARLGO02 0,06 + 0,04 093 + 0,13 1,00 + 0,09
ARLGO03 0,01 + 0,005 1,28 + 0,05 129 =+ 0,05
ARLGO04 0,03 + 0,03 0,62 + 0,31 0,65 =+ 0,33
ARLGO06 0,06 + 0,03 0,28 + 0,22 0,34 + 0,25
ARLGO08 0,03 + 0,01 0,26 + 0,15 0,29 + 0,14
ARLG10 0,05 =+ 0,02 0,88 + 0,45 094 =+ 043
ARLG12 0,03 + 0,02 0,80 + 0,22 0,83 + 0,22
ARLG14 0,05 =+ 0,02 0,39 + 0,17 044 <+ 0,15
ARLG18 0,02 + 0,01 1,09 + 0,24 0,75 + 0,38
ARLG20 0,08 + 0,02 0,55 + 0,10 0,63 + 0,09
ARLG22 0,06 + 0,02 1,25 + 0,10 089 + 041
ARLG26 0,02 + 0,02 1,08 + 0,34 1,10 = 0,36
ARLG28 0,01 + 0,01 0,54 + 0,27 055 + 0,28
Ayacucho 0,08 + 0,02 093 + 0,14 1,01 + 0,5
C. del Uruguay 0,02 =+ 0,01 0,57 + 0,04 0,59 =+ 0,03
Chaja 0,01 + 0,004 1,06 = 0,03 1,07 =+ 0,03
El perdido 0,04 <+ 0,02 0,33 + 0,17 0,36 + 0,19
Esmeralda 0,10 + 0,01 0,78 + 0,07 0,88 + 0,07
Gapp 0,02 + 0,004 0,55 + 0,08 0,57 + 0,08
Giannone 0,02 + 0,01 0,19 + 0,01 0,21 + 0,01
INTA Pampa 0,25 £ 0,04 0,68 + 0,05 0,92 + 0,06
KWS 0,08 + 0,01 0,79 + 0,05 0,87 + 0,06
Monte Urano 0,04 + 0,01 1,08 + 0,32 1,12 + 0,33
Pool A 0,04 + 0,005 0,54 + 0,26 0,58 + 0,26
Pool B 0,07 + 0,03 1,14 + 0,38 121 + 0,40
Ruta 63 0,01 + 0,005 0,59 + 0,09 0,60 =+ 0,09
Walltfi 0,02 + 0,001 0,42 <+ 0,10 044 + 0,10

Se realizaron de la misma manera las mediciond€den tallos, determinandose valores
medios de 0,03 £ 0,04; 1,07 + 0,18 y 1,1 + 0,18 TM@g MS para la fraccion soluble,

insoluble y total respectivamente. El coeficiente véiriacion fue bajo para la fraccion
insoluble y total (17%), pero resultd muy elevadwapla fraccion soluble (115%). Se
observé que los niveles medios de TC en tallo ndifeeenciaron de los valores medios
determinados en hojas para la fraccion soluble,{8)0insoluble (p=0,07) y total (p=0,06).

2.4.2. Contenido de taninos condensados Encorniculatus.
2.4.2.1. Variacion intra-poblacional.

El contenido foliar promedio de TC en la accesiBarf Gabriel” fue de 1,45; 2,7 y 4,16 mg
TC/g MS para la fraccion soluble, insoluble y totaspectivamente. El coeficiente de
variacion de la fraccion soluble fue elevado (458€)yo para la fraccion insoluble y total se
observd un menor coeficiente (27 y 26 %, respettérde). En el individuo con menores
contenidos totales se detectaron 2,22 mg TC/g M&tnas que para el individuo con los
contenidos mas elevados se obtuvieron 5,87 mg MS/g
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La reevaluacion de plantas seleccionadas por sterudo foliar contrastante en TC,
permitié observar diferencias significativas (p<@0) entre el grupo de plantas con bajos
niveles de TC y el grupo de plantas con altos cotts de TC (Tabla 2.3). Las diferencias
observadas entre los dos grupos fueron de 0,09;y11678 mg TC/g MS para la fraccion
soluble, insoluble y total respectivamente.

Tabla 2.3. Contenido de TC en hojas de plantas Ldecorniculatus “San Gabriel”
previamente seleccionadas. El simbolo * indicardifeia significativa dentro de cada
columna (Prueba t de Student para muestras indegpees, p<0,0001).

TC Solubles TC Insolubles TC Totales
(Media £ D.E.) (Media £ D.E.) (Media £ D.E.)
Plantas con 010 + 0,10 234 + 061 244 + 068
mayor contenido
Plantas con 001 + 003 * 065 + 013 * 066 + 013 *

menor contenido

2.4.2.2. Variacion inter-poblacional.

Se evalud el contenido foliar de TC en 13 accesiatel. corniculatus El contenido
promedio de TC fue de 2,5; 4,06 y 7,75 mg TC/g M&pa fraccion soluble, insoluble y
total respectivamente. Se observé una mayor védadipara las tres fracciones que la
observada para las accesioned.déenuis siendo los coeficientes de variacion de 103%
(TC solubles), 61% (TC insolubles) y 82% (TC tasale

Contrariamente a lo observado al analizar el catdetie TC de las accesioneslddenuis

en el caso dé. corniculatusse observaron diferencias significativas en leglas de las
distintas accesiones estudiadas (H=80,69; p<0,0004y accesiones “Estanzuela”,
“Intermedio”, “Persistencia” y “Vigor” presentardos menores contenidos totales (entre
2,2y 4,12 mg TC/g MS) mientras que la accesiorafidh presento el contenido mas
elevado (23 mg TC/g MS) (Tabla 2.4).

Tabla 2.4.Contenido foliar de TC en diferentes accesionek. dmrniculatus los valores
estan expresados en mg TC/g MS. Prueba de Krus&hisy\comparacion de a pares.
Medias con una letra comun no son significativameliferentes (p<0,05).

Accesion TC Solubles TC Insolubles TC Totales
Media D.E. Rango Media D.E. Rango Media D.E. Rango

Charlii 10,62 £+ 1,54 110 e 10,73 + 4,88 106 e 23,13 + 7,05 109 e
Creeping 1,13 + 0,25 24 ab 495 + 1,88 86 de 530 = 0,59 68 «cd
Creeping | 1,48 = 0,46 35 abc 4,04 + 0,68 79 cde 553 + 1,01 70 cd
Creeping Il 1,93 + 141 43  abcd 488 + 3,32 81 de 493 + 0,96 61 bcd
El Boyero 0,75 + 0,20 8 a 1,48 + 0,52 30 ab 2,23 += 0,52 9 a
Estanzuela 3,29 + 0,73 85 de 542 + 1,73 92 de 8,70 = 2,38 89 de
Gladiador 1,32 + 0,78 29 ab 3,33 + 1,87 67 bcd 465 = 2,14 50 bcd
INIA Draco 290 £+ 0,68 77 cde 4,01 = 2,37 72  bcde 6,91 + 2,97 73 cde
Intermedio 1,07 + 0,19 21 a 1,88 + 0,43 41  abc 295 + 0,449 21 ab
Larrafiaga 256 = 0,75 67 bcd 559 = 0,93 95 de 8,16 = 1,60 92 de
Persistencia 1,62 + 0,69 39 abc 249 + 1,14 54 abcd 4,12 + 1,47 45 abc
San Gabriel 2,70 = 0,73 70 cd 1,45 £ 0,66 29 a 4,16 + 1,10 45 bc

Vigor 1,13 + 0,49 23 a 264 + 1,35 55 abcd 3,77 + 1,65 39 abc
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2.4.3. Comparacion del contenido foliar de taninosondensados entre.. tenuis 'y L.
corniculatus.

Luego de la comparacion del contenido foliar deeRte las 27 accesiones ldetenuisy
las 13 del. corniculatus pudieron observarse diferencias para la fracegduble (H=25,7;
p<0,0001), insoluble (H=25,7; p<0,0001) y total @%+7; p<0,0001). El contenido foliar
de TC delL. corniculatusresulté significativamente mayor al Hetenuis(Tabla 2.5). Las
diferencias entre especies fueron de 2,44; 3,3%% g TC/g MS para la fraccion soluble,
insoluble y total respectivamente.

Tabla 2.5. Contenido foliar de TC eh. tenuisy L. corniculatus valores expresados en mg
TC/g MS. Prueba de Kruskal-Wallis, el simbolo *rsfiga diferencia significativa dentro
de cada columna (p<0,01).

Especie TC solubles TC insolubles TC totales
P (Media + D.E.) (Media + D.E.) (Media + D.E.)
L. tenuis 0,06 + 0,05 0,73 £+ 0,32 0,75 + 0,30

L. corniculatus 250 + 257 * 407 + 247 * 6,50 + 5,34 *

2.4.4. Diferenciacion entrel. tenuisy L. corniculatus a traves del patrén de tincion de
taninos condensados.

La identidad especifica de todas las plantas atiiz fue corroborada a través de sus
caracteristicas morfologicas y reproductivas.

Se pudo observar que la totalidad de plantas dealifagentes accesiones de tenuis
carecian de TC o se encontraban presentes solamergetejido adyacente a los haces
vasculares (Figura 2.3 A, B y C). En paralelo, sold& muestras presentaron un niamero de
cromosomas diploide (2n = 12), exceptuando lassimees autotetraploides “Pool A” y
“Pool B” cuyo numero cromosomico era 2n = 24 (FegRrd4 i, i y iii).

Contrariamente, la totalidad de las plantas dai@sentes accesiones tle corniculatus
presentaron TC a lo largo de toda la hoja, tantel égjido adyacente a los haces vasculares
como en el mesofilo (Figura 2.3 D, E y F). Al mistieempo pudo determinarse que la
totalidad de las plantas presentaron un nimeraataasomas tetraploide (2n = 24), con
excepcion de los individuos provenientes de lasaéoe“‘charlii”’, la cual resulté diploide
(Figura 2.4 iv, v y vi).
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D S NE F i
Figura 2.3. Tincion de TC en hojas detusspp. Las fotos A, B 'y C corresponden a hojas
de L. tenuis las fotos D, E y F &. corniculatus A. “INTA Pampa”, B. “Pool A", C.

“Esmeralda”D. “San Gabriel” E. “charlii”, F. “Gladiador”.

Figura 2.4. Células mitéticas déeotus spp. tefiidas con soluciéon Felguen y hematoxilina
propiénica (1000 X). Las fotos i, ii y iii correspiben al. tenuisy las fotos iv, vy vi d..
corniculatus i. “Delta del Ebro”ii. “INTA Pampa”, iii. “Pool A”, iv. “Charlii”, v.
“Gladiador” yvi. “San Gabriel”. La barra equivale a 5 um.

Incluso en la accesion “Estanzuela”, cuyos contsngran menores al de otras accesiones
deL. corniculatus pudo observarse claramente el patron de tinadn@ caracteristico de
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la especie, aunque el patrén de TC presenté memusidhd. En la Figura 2.5 puede
observarse el gradiente en la presencia de TC sidg@s de distintas plantas te
corniculatus

ot I
Figura 2.5. Patron de tincion de TC en hojas de diferentesitgdade la especik.
corniculatus

Se evaluo posteriormente si mediante la tinciof@esn estado de cotiledones expandidos
se podia observar el mismo patrén diferencial elastsedos especies. Sin embargo los
resultados demostraron que en cotiledonds. derniculatusy L. tenuisno se observan TC
(Figura 2.6). Incluso en poblaciones con contena#3C foliares muy elevados (“charlii”)
se observo la ausencia de TC en cotiledones. Raonéario, el patron de tincion de TC
foliares caracteristico de cada especie fue délectan estadios fenoldgicos tan tempranos
como el correspondiente al de la primera hoja edigan(Figura 2.6).

L. tenuis
"INTA Pampa”

L. coriculatus
"El Bovern"

L. cornicifats
"Gladiador”

L. corniculats
"Charlii"

Cotiledones Folielo central de
la primer hoja

Figura 2.6. Patron de tincion de TC en cotiledones y primegja kdesarrollada de plantas
delL. tenuisy L. corniculatus
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2.4.5. Contenidos foliares de taninos condensados@ras especies del géneiootus.

La evaluacion del contenido foliar de TC en eligalt “Maku” de L. uliginosusdio como
resultado un nivel medio de 7,70 £ 3,81; 10,02463, 17,72 £ 6,32 mg TC / g MS para la
fraccion soluble, insoluble y total respectivameie comparacion con el contenido foliar
promedio de TC eh. corniculatus los contenidos eh. uliginosusfueron marcadamente
superiores (H=9,1; p=0,002 para TC solubles, Hs150,001 para TC insolubles y H=9,5;
p=0,002 para TC totales) (Tabla 2.6).

A nivel poblacional, se observé que los conteniidtiares de TC en la accesion “charlii”
de L. corniculatus no se diferenciaron de aquellos determinadosaermadjas del cultivar
“Maku” (H=2,5; p=0,11). Por otra parte, el resto lds accesiones de. corniculatus
presentaron diferencias significativas ¢omliginosug(p>0,05).

Tabla 2.6.Contenido foliar de TC eh. corniculatusy L. uliginosus valores expresados en
mg TC/g MS. Prueba de Kruskal-Wallis, el simbolantlica diferencias significativas
dentro de cada columna (p<0,01).

Especie TC solubles TC insolubles TC totales

P (Media + D.E.) (Media + D.E.) (Media + D.E.)

L. corniculatus 3,36 + 3,28 4,06 = 3,99 775 £ 7,74
L. uliginosus 7,70 = 381 * 10,02 £+ 3,46 * 17,72 =+ 6,32 *

En las especies modelo de estudiojg§ponicus L. filicaulis y L. burtii) se observo que el

contenido foliar de TC resulté bajo (Tabla 2.7)la8wente los contenidos foliares de TC
totales deL. burtii se diferenciaron significativamente del resto ae ¢species modelo
(F=8,2; p=0,0008). Sin embargo, esta diferencialt@gelativamente baja (alrededor de
0,7 mg TC / g MS més que el resto).

Tabla 2.7. Contenido foliar de TC en especiesLddus utilizadas como modelo cientifico.
Prueba de Duncan, medias con una letra comun naigoificativamente diferentes (p<
0,05).

TC solubles TC insolubles TC totales
(Media £ D.E.) (Media £ D.E.) (Media+D.E.)
L. burtii 011 + 0,12 a 166 £+ 028 b 199 £ 053 b
L. filicaulis 021 + 0,15 a 1,07 £ 012 a 127 + 0,06 a
L. japonicusGifu 0,13 £ 0,10 a 093 = 047 a 106 +* 051 a
L. japonicusMG20 0,13 £+ 0,15 a 100 £+ 0,13 a 1,13 + 0,20 a

No se observaron diferencias significativas eroatenido foliar total de TC (p>0,01) entre
L. tenuisy el ecotipo Gifu dé.. japonicus Por otra parte, las plantas del ecotipo MG20 de
L japonicus de L. burtii y de L. filicaulis presentaron contenidos levemente superiores
(F=18,5; p<0,0001). Sin embargo, todas las espeweielo analizadas presentaron valores
inferiores aL. corniculatus(p>0,01). Asimismo, pudo observarse que sus pasrate
tincién de TC en hojas eran similares al obseneada tenuis(Figura 2.7).
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Figura 2.7. Tincidn de TC en hojas de japonicusA. ecotipo GifuB. ecotipo MG20.

=

2.5. Discusion.

Existe una marcada diferencia en los valores atmoheportados en bibliografia sobre el
contenido de TC en especieslarus Ello se debe, posiblemente, a que existen numeros
y diferentes metodologias para la cuantificaciom @gSchofieldet al.2001). En el género
Lotuslos métodos mas utilizados son tres: el ensaybutahol-HCI (Porteet al. 1985); el
ensayo de la vainillina-HCI (Pricet al. 1978) y el ensayo del DMACA-HCI (Let al.
1996). Sin embargo, los dos primeros métodos pi@seriertos inconvenientes, en este
sentido, los usuarios del método del butanol-HQledeconsiderar ciertas limitaciones y
consideraciones como por ejemplo que la cantidaalyda en el medio de reaccién resulta
critica en la formacion de color, que la facilidazh que el acido rompe el vinculo entre
flavonoles varia ampliamente, que el nimero de agupndlicos en los anillos Ay B
afectan la longitud de onda en que se ocurre lama@aabsorbancia y el coeficiente de
extincion de los productos, que el rendimiento @orcno siempre es lineal con la cantidad
de TC que se incorpora, etc. (Schofietcal. 2001). Por otra parte, utilizando el método de
la vainillina-HCI, cabe destacar que se a reportgde la utilizacion de HCI como
catalizador conduce a resultados con baja reprbitideid (Scalbert 1992). Sumado a ello,
se debe tener presente que la vainillina poseeaatividad variable con las subunidades
de los TC (Schofielcet al. 2001). Debido a ello, se ha reportado la sobreasibn en
algunas fuentes ricas en flavonoides (Garcia y Med005) ya que la formacion de
cromogenos Y la presencia de antocianidinas ieterfi significativamente en la medicion
espectrofotométrica (Let al. 1996).

Varias son las razones por las cuales el prota®lextraccion del DMACA-HCI resulta el
mas indicado para la determinacion de estos cortgmies las especies dletus La mas
importante es su sensibilidad, la cual resultacineces mayor que la del método que
utiliza vainillina-HCI, lo que permite la detecciéde valores muy bajos de estos
compuestos. Otra ventaja del ensayo DMACA es splsira con respecto al ensayo de
vainillina, ya que los experimentos pueden llevarsabo a temperatura ambiente (Garcia
Ramirez 2005). Sumado a ello, el DMACA resulta msygecifico, ya que no responde a un
amplio rango de flavonoides, lo que determina dueé&odo es altamente reproducible (Li
et al. 1996).

Es importante tener en cuenta que la mayoria detridsajos mencionados en la
introduccion, los valores reportados en las espatidotus se encuentran en el orden de
24-40 mg TC / g MS park. corniculatus 65-85 mg TC / g MS para uliginosusy 8 mg
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TC / g MS pard.. tenuis ello se debe a que en los mismos se han utilimsgtodologias
diferentes para la determinacion de los nivelesT@e Las determinaciones realizadas
mediante el protocolo DMACA-HCI resultaron en el@n de los 2,5; 17,7 y 0,75 mg TC/g
MS paralL. corniculatus L. uliginosusy L. tenuisrespectivamente. Estos valores a su vez,
exceptuando al de. tenuis son comparables a los reportados previamenteipgocol (Li

et al. 1996) quienes realizaron las determinaciones dedma manera.

Por otra parte, se ha reportado que la intensidddzdafecta la biosintesis de TC en plantas
de L. corniculatus(Paolocciet al. 1999). Teniendo en cuenta que los ensayos fueron
realizados en un cuarto de cultivo donde la intatside luz fue relativamente baja (225
umol m? s1) en comparacion con la que podrian recibir enrabiente natural, podriamos
considerar que esta situacién podria haber afeddadoumulacion de TC en las especies
evaluadas. Sin embargo, en otros ensayos realizadoplantas dé. tenuiscultivadas en
invernadero durante primavera-verano 2008-2009 a densidad de flujo fotdnico
promedio de 80Qumol m? s* se observaron niveles foliares de TC similaresealas
mismas plantas cultivadas en camara de cultivo ,@=51=0,18 para TC solubles; T=1,5;
p=0,16 para TC insolubles y T=1,7; p=0,11 para Dialé¢s). En accesiones de
corniculatusy la accesion “Maku” dd.. uliginosustampoco se observaron diferencias
significativas (p>0,01) entre los valores deterdos en individuos cultivados bajo
condiciones de invernadero y aquellos cultivadotasrcondiciones del cuarto de cultivo.
A su vez, las condiciones controladas del cuartoudte/o permitieron mantener constantes
otras variables que también han sido reportadda Eteratura como factores que podrian
afectar el contenido de TC, como por ejemplo lgpenatura, la humedad y el fotoperiodo
(Carter et al. 1999) lo que nos permitio obtener una buena repibdidad en las
determinaciones de TC.

Independientemente de los valores absolutos olatenydde aquellos reportados en la
bibliografia, es indudable que las accesionesLdé¢enuis presentan bajos contenidos
foliares de TC, mientras que las accesioned .deliginosuspresentan contenidos muy
elevados. Por su parte las accesionds. derniculatuspresentan contenidos intermedios y
variables, lo cual resulta consistente con trabgjosviamente realizados por otros
laboratorios (Sivakumaraat al. 2006).

Si bien en la mayoria de las determinaciones detec@do foliar de TC realizadas en
plantas dé.. tenuisse observaron contenidos bajos de los mismos @elrranner 1990,
Strittmatteret al. 1992, Terrill et al. 1992, Gebrehiwott al. 2002, Sivakumarart al.
2006), también algunos autores han reportado \mlelevados en la especie. En este
sentido, Acuia y col. (Acufiet al. 2008) determinaron contenidos comprendidos en®re 3
y 6,6 % de la MS para esta especie. Sin embangiotn este nivel al estado de avanzada
madurez y floracion de las plantas evaluadas. lcoly (Li et al. 1996) también han
reportado mayores contenidos en esta especie (b,Batg MS).

Una de las razones posibles de que en dichos dsabajhayan observado contenidos mas
elevados, constituye el hecho de haber incluiddléass en el material a evaluar. En este
sentido, se ha reportado que las flores Ldetenuis presentan altos niveles de TC
(Gebrehiwotet al. 2002), y por lo tanto, la presencia de una mayopgrcion de las
mismas en la muestra, determinaria una sobreesfimeel contenido de TC. Otra de las
posibles razones que justifique estos valores @tsygpodria ser que la pureza especifica
de las plantas utilizadas para la determinaciésa@totalmente confiable. Como ya se ha
comentado, es muy comun encontrar contaminacioaegmhillas de.. corniculatusentre

las semillas dé&. tenuis(Kadeet al. 1997, Giorgieriet al. 1998), y como su diferenciacion



33

taxonomica resulta relativamente dificultosa, esbpble que se cometa el error de
cuantificar TC en una muestra que presente unalanéeespecies.

No obstante ello, la alta variabilidad fenotipitservada en plantas Hetenuis(Pesqueira
2008) permitiria suponer que existen genotipos roagyores contenidos foliares de estos
compuestos. Sin embargo, la determinacion de T@remumero amplio de plantas y
accesiones de. tenuisrealizado en este trabajo, demostré un contenigdiorbajo (0,75
mg TC/g MS) para la especie. Si bien su coeficidpteariacion fue del 42% al seleccionar
individuos contrastantes, no se observaron difemsrgignificativas entre ellos. Sumado a
ello, también es importante considerar que ningutasion superd los 1,3 mg TC/gMSy
gue ningun individuo de los numerosos analizadoge® los 1,5 mg TC/g MS. No se
observé la misma respuesta para la poblacidn derniculatus‘San Gabriel”, que a pesar
de presentar un coeficiente de variacion relativeenenenor para los niveles de TC totales
(26%) al seleccionar individuos contrastantes @ caracter se lograron poblaciones
diferenciales en sus niveles foliares de TC; ea sshtido, la posibilidad de modificacion
de los niveles de TC dn corniculatusha sido reportada por otros autores anteriormente
(Miller y Ehlke 1997).

Teniendo en cuenta que el valor objetivo para @btéws beneficios derivados de estos
compuestos en leguminosas forrajeras es de alrededd® mg TC/g MS (Let al. 1996),

las plantas dé.. tenuisse encuentran por debajo de este valor. Mas aloprtenido
promedio se encuentra por debajo del minimo recdadm para evitar el empaste (1 mg
TC/g MS) (Liet al.1996).

Por su parte, se determino que las plantds derniculatuspresentaron un contenido foliar
promedio de 7,75 mg TC/g MS, el cual se encuenurg oercano al recomendado para
leguminosas forrajeras (lat al. 1996). Esta observacion resulta concordante @wajos
realizados anteriormente (Aems al. 1999a, Barry y McNabb 1999). Sumado a ello, se
observé una alta variacién para el contenido fal@&fTC entre plantas y que a través de la
seleccion de aquellas contrastantes se pueden eobf@blaciones de plantas con
contenidos diferenciales de TC. En este sentidaii@acion del contenido foliar de TC &n
corniculatusy L. uliginosusha permitido obtener poblaciones con contenidesutios de
TC para su utilizacion como forrajeras a travésadgeleccion masal (Miller y Ehlke 1996,
Miller y Ehlke 1997, Kelman 1999, Larkigt al.1999).

Por otra parte, en nuestro trabajo realizamos fermdnacion simultanea y comparacion
del contenido foliar de TC entie tenuisy L. corniculatus(Tabla 2.6), y del patrén de
tincion foliar de estos compuestos en ambas espdfieeste sentido pudimos observar que
el patrén de tincion en hojas tetenuisy L. corniculatusresultd marcadamente diferente
(Figura 2.3) y reproducible. Los resultados denaostr que, sin importar el nivel de
ploidia, el patron de tincion de TC constituye anacter especie-especifico que contribuye
a su diferenciacion.

También es digno de mencion el hecho de que estelmao requiere dispositivos opticos,
ya que las diferencias en la intensidad de tinsdm observables a simple vista. Ademas,
también es importante destacar que dichas difeaensbn perceptibles en estadios
fenolégicos tempranos (una hoja desarrollada, Bi@u8) lo cual podria insumir unos 10
dias de crecimiento solamente. Sumado a ello, tamlels importante destacar que
constituye un método no destructivo de la plantapyoducible en estado adulto (dato no
mostrado). Por todo ello, los resultados de nuéstfiajo sugieren que el patron de tincion
de los TC en hojas constituye una técnica mas agpétil de realizar y econémica que
permite distinguir_. tenuisy L. corniculatus lo que contrasta claramente con el analisis
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cariologico, el andlisis del patréon de flavonoigede las proteinas de reserva. Por lo tanto,
esta metodologia constituye una opcién préactica foe productores, la cual les permitiria
evaluar la pureza del stock de semillag deenuis

2.6. Conclusiones.

* El incremento de los contenidos de TC foliaresLertenuis constituye un objetivo
tecnologico de mejora, la cual dificilmente podsé& lograda a través de la seleccion
recurrente, si se tiene en cuenta la ausenciadiednos con contenidos elevados de
dichos compuestos.

* El patron de tincion de los TC foliares podria s#izado como técnica rutinaria para la
determinacién de la pureza especifica de las difesepoblaciones de. tenuisy L.
corniculatus
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3. Capitulo 3. La hibridacion interespecifica comderramienta para el mejoramiento
de la calidad forrajera en el génerd_otus.

3.1. Introduccioén.

3.1.1. Mejoramiento de la calidad forrajera a travé de la optimizacion del contenido
foliar de taninos condensados.

Tal como se ha descrito en la introduccion generaladecuado contenido de TC en las
leguminosas forrajeras se encuentra relacionado mdittiples beneficios para la
produccién ganadera. Es por ello que uno de logtiobg tecnoldgicos relacionados con el
mejoramiento de la calidad forrajera en el génkeamtus es aquel inherente a la
optimizacion del contenido foliar de TC (Larkit al. 1999). En este sentido, se ha
demostrado que es posible adecuar el mismo enadgielas especies del génkeotus a
través de técnicas de mejoramiento tradicionalesoda seleccion masal (Miller y Ehlke
1997).

Ejemplo de ello lo constituye la obtencion de waltes delL. uliginosuscon niveles
optimos de TC, a partir de ciertas poblacionesamrienidos excesivos para su utilizacion
como forraje (>40 mg TC/g MS) (Kelman 1999, Larkinal. 1999, Kelmaret al. 2007).
De la misma manera, en poblaciones Ldecorniculatusse han realizado selecciones
bidireccionales obteniéndose poblaciones con dttmjos contenidos de TC (Miller y
Ehlke 1996).

La posibilidad de seleccion masal para adecuasrgkaido de TC esta dada por: a) el tipo
de herencia de los genes que lo regulan y b) Eendia de variabilidad en el contenido de
diferentes plantas de la misma especie.

En relacion al primer punto, se determiné que ekemdo foliar de TC en plantas tle
corniculatusse encuentra controlado por efectos genéticosv@slitincluyendo epistasis
aditiva, lo que indica un tipo de herencia cuatititapara este caracter (Miller y Ehlke
1997). A su vez, se ha observado que los geneseguéan el contenido de TC presentan
una heredabilidad cercana a 0,5 (Dalryngdlal. 1984, Kelmaret al. 1997, Miller y Ehlke
1997). Esta ultima observacion deja en evidence lguimitante para la posibilidad de
seleccion masal no esta dada por el tipo de heredei los genes que regulan la
acumulacion de TC.

El otro punto importante para llevar a cabo el msjoento vegetal del contenido de TC
con un enfoque convencional, es la existencia dabibdad en el germoplasma disponible
(Larkin et al. 1999). En este sentido, la presencia de varialilieh el contenido foliar de
TC, junto con el tipo de herencia de los geneslogieegulan, ha favorecido la efectividad
de la seleccién masal para las espdciedrniculatusy L. uliginosus(Miller y Ehlke 1996,
Kelman 1999, Larkiret al. 1999, Kelmaret al.2007).

Sin embargo, como fuera observado durante la ezalim de esta tesis, la ausencia de
poblaciones o plantas dle tenuisque se diferencien en el contenido foliar de h@hide la
utilizacion de técnicas convencionales de mejorataipara la optimizacion de los niveles
de estos compuestos en dicha especie. Al mismopdierse pudo observar que las
poblaciones dd.. tenuispresentan contenidos foliares de TC bajos. Eseflorque el
incremento moderado de su contenido contribuirfaegorar la calidad forrajera de esta
especie. No obstante, en la bibliografia disponiide existe ningun reporte sobre la
obtencion de poblaciones en las que se haya lognacementar el contenido de TC.



36

Por estas razones, nos planteamos realizar laami@iuy utilizacion de estrategias no
tradicionales con el objetivo de lograr un incretoae estos compuestos lentenuis En
particular se evaluara el cruzamiento interesperéntrel. tenuisy L. corniculatusel cual
podria ser una estrategia interesante para lapacwion de TC a la primera de las
especies.

Los cruzamientos interespecificos constituyen wereamienta tecnoldgica frecuentemente
utilizada por los mejoradores para incrementardaabilidad en el germoplasma o para
incorporar algun caracter de interés en determmadpecies (Razdan y Cocking 1981). En
el caso particular deLotus algunos autores han sugerido su utilizacion palra
mejoramiento genético de los caracteres agronongnosl género (Kelmaet al. 1997,
Grant 1999, Kelman 2006a).

A su vez, los cruzamientos interespecificos erdee dspecies del génetmtus y en
particular entre las que integran el grupo filogeoé Lotus corniculatus se ven
favorecidos por el estrecho parentesco entre |asnas como se hace mencién en el
apartado siguiente.

3.1.2. El grupo filogenético Lotus corniculatus y la generacion de hibridos
interespecificos.

Las especies agronOmica y cientificamente mas imp@s del génerdotus (L.
corniculatus L. tenuisy L. japonicud se encuentran filogenéticamente incluidas, jeoto
otras pocas especies mas, dentro del ghapos corniculatugFigura 3.1). Estas especies
presentan diferentes niveles de ploidia, pero acomiamero basico de 6 cromosomas
(Degtjareveet al.2008).
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Fig. 3.1. Arbol filogenético de las especies perteneciealegrupo Lotus corniculatus
basada en la secuencia nucleotidica de la regl®® nAdaptado de Escaray al. (2012).
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Existe una gran controversia alrededor de lasimlas filogenéticas entre las especies del
grupoLotus corniculatusdebido a que ha sido posible el cruzamiento saitntre muchas
de ellas (Somaroo y Grant 1971, Grant 1999). Ee sshtido, mediante la fertilizacion
manual ha sido posible obtener con relativa familidplantas hibridas a partir del
cruzamiento entre diferentes especies integramlegrdpolLotus corniculatugSomaroo y
Grant 1971). También se han obtenido hibridosdéréntrel.. corniculatusy L. uliginosus
(Latouret al. 1978, Grant 1999) a pesar de que ésta Ultima iespese encuentra incluida
dentro del grupdotus corniculatugGauthieret al. 1997).

Los mejoradores han utilizado la posibilidad dezarudistintas especies d®tus como
una herramienta para la generacion de hibridosespecificos con diversos objetivos
agronomicos. Algunos ejemplos de ello son los cnieatos realizados con el objetivo de
obtener cultivares rizomatosos (Beuselinck y Stel®96, Grant 1999, Beuselinck 2004);
evitar la dehiscencia de la vaina (O'Donoughue §nGA988, Grant 1999, Repkova y
Hofbauer 2009); mejorar el vigor de plantula (Gra@99, Beuselinclet al. 2003) y por
altimo, mejorar la tolerancia al ataque de insegtasciertas enfermedades foliares (Grant
1999, Beuselinclet al.2003).

Si bien L. tenuisy L. corniculatusse encuentran filogenéticamente cercanas, muchos
mejoradores no han tenido éxito en la obtenciohidgdos interespecificos entre ambas.
La principal causa de ello se debe al aborto emério durante estados tempranos de
desarrollo (Grant 1999). Incluso, se ha llegadaigesr quelL. corniculatusno se podria
hibridar conL. tenuis(Tomé y Johnson 1945).

Pese a esta sugerencia, algunos hibridos han Isidbidos entré. corniculatus(4X) y L.
tenuis autotetraploides (4X) usando técnicas de cultiw amnbriones (Grant 1999).
Mientras que, en otros laboratorios, se han obtehithridos al cruzar plantas “macho
estériles” deL. corniculatus con plantas normales y diploides te tenuis (Negri y
Veronesi 1989). Sin embargo, en ambos casos, @ bamero de semillas viables
obtenidas dificulté su aplicacion biotectnoldgica.

Queda en evidencia que el mayor problema en lanoiie de plantas hibridas entre
tenuisy L. corniculatusresulta de la diferencia en la ploidia de ambps@ss. Es por ello
gue hasta el momento, los cruzamientos exitosbsusdimitado a la obtencion de plantas
autotetraploides o al uso de gametas 2h.denuis

Otra estrategia posible es la obtencion de pldmtasdas mediante el uso de poblaciones
deL. corniculatusque, al igual qué. tenuis sean diploides. En este sentido, cabe destacar
gue la existencia de diferentes poblaciones dip®idel. corniculatusha sido reportada
previamente (Grant 1995, Kirkbride 1999). Sin ergbasolo existe disponible un reporte
preliminar donde se describe el uso de plantamdeaacesion diploide de corniculatus
para su cruzamiento con plantas diploides_déenuis(Samek y Beuselinck 1994). En
funcion de ello, nos propusimos la estrategia dizart poblaciones diploides de.
corniculatuspara su cruzamiento con poblaciones, tambiénidigso del. tenuis.

Por otra parte, en las dos Ultimas décadas haotdoghr un notable aumento de las
actividades agricolas, lo que trajo como consegaanma disminucion y desplazamiento de
las superficies destinadas a ganaderia (Rearte B0f4uel-Navarreteet al. 2007, Rearte
2010). El desplazamiento de la ganaderia haciaesn@s edafo-climaticos mas restrictivos
para la agricultura, incentivd la busqueda de eéepeforrajeras que presenten buena
implantacion, supervivencia y produccion bajo es@sdiciones. Dentro de este contexto
general, ciertas poblaciones de especies forragghgéneroLotus se destacan por su
adaptabilidad a condiciones de menor aptitud algricGonsiderando esta ventaja, la
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seleccion de los parentales adecuados para elntierd® interespecifico podria resultar en
materiales vegetales con una mayor toleranciaeaetifes estreses ambientales junto con
un contenido recomendado de TC.

Teniendo en cuenta que la tolerancia a condiciedégicas restrictivas de tenuisresulta
mayor que la demostrada para poblaciones comesail@ke. corniculatus(Escarayet al.
2012), es de interés la seleccion de poblacioneg. deorniculatusque no solo sean
diploides sino que preferentemente hayan demostiada tolerancia a diferentes estreses
abioticos.

En este sentido, cabe destacar la poblacidn derniculatusidentificada en la Devesa de
la Albufera y que en nuestro laboratorio denomirammamo “charlii” (apéndice 1). Esta
poblacion, adaptada a condiciones edaficas res#sst resulta de interés para su
evaluacion y potencial utilizacion como parentalrapda obtencion de hibridos
interespecificos. A su vez, su particular interebb@sanico motivd un nuevo objetivo
orientado a profundizar su evaluacién taxondmicajurdamente con otras especies del
género.

3.1.3. Tolerancia al estrés salino.

Como fuera mencionado, uno de los principales probt a los cuales se encuentran
expuestas las especies forrajeras en la Pampanidéprson las condiciones de salinidad.

La salinidad de los suelos afecta aproximadamédnt&ade la superficie terrestre total, lo
cual equivale a 930 millones de ha (Szabolcs 19gimismo, el continuo aumento que
sufre el area de tierras afectadas por salinizasgtundaria causada por actividades
antrépicas, es aln mas preocupante. Estimaciociestes afirman que mas de 70 millones
de hectareas agricolas se encuentran afectadastpgroblema (FAO 2005).

Los suelos salinos suelen presentar distintas ¢w@miones de sales, siendo comunes los
cloruros y los sulfatos de NeC&*, Mg?*, los cuales son considerados sales neutras, debido
a que no alcalinizan el suelo. Por el contrariqyrizsencia de carbonato y bicarbonato de
Na’, causa un incremento del valor del pH edaéfico.

La salinidad de la solucion del suelo o del aguaielgo, se cuantifica generalmente en
términos de conductividad eléctrica; a concentrasosalinas mas altas, mayor es la
conductividad. Se considera entonces que un sgesal?o cuando el contenido de sales
supera el 1,5%, o cuando su conductividad elécéiscenayor o igual a 4 dS/m, valor que
equivale aproximadamente a 40 mM de NaCl (Etcheeeh@76, Munns y Tester 2008).

La presencia de sales en el suelo tiene un efeotediato en el crecimiento celular y el
metabolismo de las plantas. Concentraciones toxieasales toman tiempo en acumularse
dentro de las plantas y cuando esto ocurre, séeetado el funcionamiento normal de las
mismas (Munns y Tester 2008). Esto se debe a gsaifadad edafica afecta a las plantas
de dos maneras, produciendo una respuesta bif&sigaa 3.2).
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Figura 3.2. Esquema de la respuesta bifasica causada porrés eslino en plantas.
Adaptado de Munns (1993).

Durante una primera fase, las altas concentracid@asles en el suelo reducen el potencial
hidrico y resulta mas dificil para las raices etral agua. Este efecto causa una
disminucion en la tasa de crecimiento tanto delistas tolerantes como de las sensibles y
es conocido como componente osmotico del estrésosdlos procesos celulares vy
metabdlicos que ocurren durante esta fase, sotasasia los causados por la deficiencia
hidrica (Munns 2002, Zhu 2003).

Durante la segunda fase, conocida como fase déseasétrico, en las plantas sensibles se
reduce aun mas la tasa de crecimiento. La toxicig#adida a la excesiva absorcion de iones
ClI' y Na' produce clorosis marginal de la hoja y, con elloa disminucion del area
fotosintética, lo que determina reducciones erofasintesis. La cinética de muerte de las
hojas es crucial para la supervivencia de las atargi las “hojas viejas” mueren mas
rapido que lo que tarda en desarrollarse una nbeja la planta no sobrevive (Munns
2005).

Adicionalmente, otro efecto causado por la toxididike iones es la disminucién en la
sintesis de proteinas, lo cual afecta procesos tal®o la fotosintesis y el metabolismo de
produccién de energia y de lipidos. Todo ello corda un desbalance nutricional que a la
vez afecta la absorcién y el transporte de otrasemtes, influyendo de esta manera sobre
la disponibilidad de los mismos (Hasegaatal. 2000, Munns 2002, Pariad al. 2002).
Generalmente, la respuesta de una planta al esilié® es una conjuncion de los dos
componentes antedichos. Cada uno de ellos a susgezncuentra condicionado por la
especie vegetal, la identidad de la sal present agua, la luz, la humedad y el estado
fenolégico de la planta. En este sentido, por elemia tolerancia a salinidad en los
vegetales varia entre los sucesivos estados den@ato (Bernstein y Hayward 1958,
Pasternalet al. 1995). El primer estadio, durante el cual el golge implanta, se considera
particularmente sensible, incluso para cultivossaerados tolerantes (Mass y Hoffman
1977).

Segun su respuesta a elevadas concentracionesss#dis plantas pueden dividirse en dos
grandes grupos: a) haldfitas: son aquellas plargtgas de suelos salinos que son capaces
de cumplir todo su ciclo ontogénico en ese ambjeniacluso tener un mejor desempefio
en dichos suelos que en otros no salinos y b)fghsd son aquellas plantas afectadas por la
sal e incapaces de resistir concentraciones salinaslevadas como las de las haldfitas. A
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su vez, dentro de las plantas consideradas ghso#éxiste un amplio grado de variacion en

el nivel de tolerancia a salinidad (Munns y Te2@&08).

Considerando el caso particular de las especiegetelroLotus se ha reportado que existe

variabilidad en cuanto al efecto que causa el £s@Bno sobre las mismas (Sancbkeal.

2011). Estos mismos autores sugieren que en furdddia tolerancia al estrés salino,

corniculatuspuede ser considerada una especie glicofita vatagnte sensibld,. tenuis

una glicofita relativamente tolerantd_ycreticusuna haldfita.

Los mecanismos de tolerancia de las plantas asestlino pueden ser de tres tipos: a)

tolerancia al estrés osmético; b) mediante la ei@ude Nay CI en las raices; c)

tolerancia “de tejido”, lo que requiere de la adetaicompartimentarizacion a nivel celular

para impedir que la acumulacion de iones en epleitona alcance niveles toxicos (Munns

y Tester 2008).

Si bien, en la mayoria de las plantas, los ion€syNal son efectivamente excluidos por

las raices cuando adsorben agua del suelo (Mury 86 ha demostrado que las haléfitas

son capaces de mantener la exclusion de iones arsaljnidad que las glicofitas. En este
sentido, se ha reportado que la exclusion ded€l xilema es una pieza clave en la
tolerancia a salinidad dé&. tenuis comparada con la respuesta encontradal.en
corniculatus(Teakleet al.2007, Sancheet al.2011).

En varios paises la salinidad es un problema gpave la agricultura y puede convertirse

en un tema clave para el desarrollo econémico slenismos. Consecuentemente, detener

el avance de la salinizacion y desarrollar cultitasrantes a salinidad, son considerados

objetivos tecnoldgicos importantes a nivel mundfbwers et al. 1997, Munns 2002,

Flowers y Flowers 2005, Munns y Tester 2008).

En relacion a este objetivo, resultan de particuitarés las especies del génkatus ya

gue presentan una elevada tolerancia relativaeaetdifes estreses ambientales, incluyendo

al estrés salino, en comparacion a la tolerancisti@ds leguminosas forrajeras (Blumenthal

y McGraw 1999, Diazt al. 2005, Nicholset al. 2008, Teakleet al. 2010b, Escaragt al.

2012).

Considerando la importancia de desarrollar cultieterantes a la salinidad, el cruzamiento

interespecifico dé. tenuiscon poblaciones relativamente mas tolerantds derniculatus

podria resultar en materiales que presenten undesempeno bajo estas condiciones.

Para finalizar con la introduccion, en base a farmacion presentada se elavoraron los

siguientes objetivos particulares:

» Evaluar poblaciones de especies del géhetas que presenten mejores caracteristicas
forrajeras y que al mismo tiempo se destaquen eadaptabilidad a los ambientes de
menor aptitud agricola.

 Evaluar la hibridizacion interespecifica en el gérieotus como alternativa tecnologica
para la obtencién de materiales vegetales con esejaracteristicas forrajeras y mayor
tolerancia al estrés abidtico.

3.2. Hipdtesis.
El cruzamiento interespecifico entre tenuisy L. corniculatuspermite la obtencion de

materiales vegetales novedosos que combinen lasresegaracteristicas forrajeras de
ambas especies junto con una mayor tolerancidarakesalino.



41

3.3. Materiales y métodos.
3.3.1. Poblacién seleccionada de corniculatus.
3.3.1.1. Determinacion morfologica.

De cada poblacion de corniculatusproveniente de la Albufera de Valencia (apéndice 1
se tomaron plantas adultas en estado reproduckas,cuales se utilizaron para la
determinacion taxondémica de acuerdo a lo mencionadola seccion 2.3.2.5. Con

posterioridad, la identidad taxondmica de estastgtafue confirmada en colaboracion con
los doctores Benito Valdés y Francisco Pina deriwéisidad de Sevilla (Espafia).

3.3.1.2. Tratamiento de semillas y cultivo de plaas.

Para los ensayos realizados se utilizaron las eesnasiblectadas del tipo de poblacion que se
desarrollaba en el ambiente con las condicioneficead&de mayor salinidad (ver Apéndice
1, L. corniculatus“charlii”). Las semillas fueron escarificadas y lseieron germinar de
acuerdo a lo mencionado previamente y cultivadasdemara de cultivo bajo condiciones
semi-controladas durante 30 dias (seccion 2.3.1P3ra ello las plantas fueron
transplantadas en macetas de 256 que contenian vermiculita/arena (1/1) e irrigactzs
solucion nutritiva Hoagland 0,5X.

3.3.1.3. Extraccion de ADN.

Se realizo la extraccion de ADN de ocho plantasndés que fueron cultivadas como se
menciond anteriormente. Para ello se utilizarorhlgias de cada planta, las cuales fueron
congeladas en nitrogeno liquido y molidas en mortea extraccion se realizd mediante la
metodologia propuesta por Doyle y Doyle (Doyle yl@al987), para lo cual una alicuota
de aproximadamente 100 mg del material molido fokwoada en un tubo de 1,5 ml,
inmediatamente después de lo cual se agregarorpb@de tampon CTAB. El tampon
CTAB se prepar6 con 2% CTAB; 1,4 M de NaCl; 20 mMEDTA y 100 mM de Tris-HCI

a pH 8 y se esterilizoé en autoclave durante 20ariinatmésfera. Inmediatamente antes de
su utilizacion se le afadié 0,2 % plenercaptoetanol. El material vegetal resuspendido e
el tampon CTAB fue incubado en agitacion durant&30ninutos a 60°C. Posteriormente
se afiadieron 200 pl de una solucion de clorofosoafmilico (24/1) y se mezclo
vigorosamente. Se centrifugd a 13.000 rpm durarfienfinutos y se transfirio el
sobrenadante a un tubo de 1,5 ml al que se afiad?evolimenes de EtOH 96% a -20°C y
se mezclo suavemente. Luego de 20 minutos de incuba -20°C, se centrifugd durante
15 minutos a 13.000 rpm. Se descart6 el sobrenagagitprecipitado fue lavado dos veces
con EtOH 70% a -20°C. Por ultimo el precipitado &exado a temperatura ambiente y
resuspendido en 50 pl de agua miliQ estéril.

La calidad del ADN fue evaluada por electroforesisgel de agarosa (0,8%) en tampdn
TAE 1X, con 8 ul de BrEt/100 ml, durante 20 minuéo$0 V/cm. Se sembraron en el gel 3
pl de la preparacion de ADN mezclados con 2 pldgtn de carga (azul de bromofenol
en glicerina).
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3.3.1.4. Amplificacion y secuenciacion de las regies nriTS.

Se realiz6 la amplificacion y secuenciacion dedggones nriTS en las 8 muestras de ADN
delL. corniculatusde la Devesa de la Albufera que se obtuvieroodido se describio en el
apartado anterior. Ademas se realizé la amplifrade una muestra de ADN de referencia
como control positivo y agua como control negativara cada reaccion de amplificacion
se utilizé 1 pl de ADN; 0,25 ul de los cebadorgseefficos a una concentracion 10 uM
(ITS1: 5 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG 3 y ITS4: 5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3"); 0,25 pl de enzima ADN puokrasa (Promega, GoTaq
Flexi DNA Polimerase); 2,5 ul de tampdn 5X (Promedza25 ul de GMg 25mM; 0,5 ul

de dNTPs 25 mM y agua miliQ estéril hasta alcadaar25 ul de volumen final. La
programacion del termociclador se realizé de laisige manera: un paso inicial de 20 seg
a 94°C; un segundo paso, repetido 50 veces, dg @ 94°C, 10 seg a 52°C y 45 seg a
72°C y por ultimo se realiz6 un tercer paso derd anr2°C.

Luego de la amplificacion se prepard un gel deasga(l1%) en tampdn TAE 1X con 8 pl
de BrEt/100 ml en el cual se sembraron 5 pl detiycto de amplificacion junto con 2 pl
del tampon de carga en cada pocillo. En el mismp agiemas de las muestras y los
controles se sembré un marcador de peso moleciitbr). La corrida electroforética se
realizé durante 20 minutos a 10 V/cm y posterion@eh gel fue visualizado bajo lampara
UV. La correcta amplificacion fue corroborada maetikala presencia de una banda de
alrededor de 700 pb.

El amplificado fue purificado utilizando un kit cential (GE Healthcare) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El amplificado pwdfilo fue posteriormente secuenciado.

3.3.1.5. Analisis filogenético.

El andlisis filogenético se llevd a cabo sobredaebde los polimorfismos de la secuencia
nucleotidica de la regién nriTS. Para ello se za#ilbn las secuencias obtenidas de las
plantas dd.. corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. Junto con estas secuencias
se utilizaron las secuencias de 71 taxones difesem¢l oteaeprovenientes del GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). El alineanto de secuencias se llevd a cabo
utilizando el programa ClustalW (http://www.ebiwd). Las secuencias alineadas fueron
analizadas utilizando el programa MEGA, version @amuraet al. 2007). El analisis
filogenético de las secuencias de nrITS fue llevadmbo usando el algoritmo UPGMA
(Sneath y Sokal 1973). Las distancias filogenétigason computadas usando el método de
p-distancia y calculadas sobre la base de la pcapode nucleétidos diferentes. Dicha
proporcion se obtuvo dividiendo el nUmero de loslentidos diferentes por el nimero
total de nucledtidos comparados (Nei y Kumar 2000).

3.3.1.6. Evaluacion de la supervivencia bajo estréalino.

Para evaluar en una primera instancia la toleraalaatrés salino de la poblacién “charlii”
de L. corniculatusse realizé un ensayo de supervivencia junto cantaé del. creticus
(semillas cedidas por el Servicio Devesa-AlbufegbAlyuntamiento de Valencia, Espafia)
y las poblaciones comerciales ldetenuis“Pampa INTA” yL. corniculatus*San Gabriel”.
Para ello, 50 semillas y plantulas de cada accdaiénmon tratadas de manera similar a la
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mencionada en la seccién 2.3.1.2 y posteriormeatsplantadas a macetas de 400 den
volumen que contenian vermiculita/arena (1/1). plastas fueron cultivadas en camaras
de cultivo bajo condiciones semi-controladas (vecc®n 2.3.1.2) irrigandolas por
capilaridad con solucidon nutritiva Hoagland 0,5Xstaa que presentaron dos hojas
completamente expandidas. A partir de ese momentwomenzd con el tratamiento de
salinizacion el cual consistié en el incrementaggpesivo de la concentracion de NaCl en la
solucién nutritiva (25 mM cada tres dias) hastaraar una concentracion final de 300
mM, condicibn que se mantuvo hasta la muerte dmthilidad de plantas. Durante el
desarrollo del ensayo se registraron los sintomeseptados por los diferentes materiales
evaluados y el numero de dias desde comenzadatainiento hasta la muerte de cada
planta.

3.3.1.7. Cuantificacién de taninos condensados.

La determinacion de los niveles foliares de TClesgdla cabo en hojas de 20 plantad.de
corniculatus “charlii” que fueron cultivadas como se mencionateaormente. El
procedimiento de cuantificacion se realizé de atmerlo descrito en la seccidén 2.3.1.4.

3.3.2. Desarrollo y evaluacion de las plantds tenuis x L. corniculatus.
3.3.2.1. Cruzamientos interespecificos.

En el disefio experimental para la realizacion derlaa sexual, las plantas Hetenuis
fueron utilizadas como madres, mientras que elmphle tomado de flores de diferentes
plantas deL. corniculatus “charlii”. En total se utilizaron 300 plantas défedentes
accesiones de. tenuisy un namero similar de plantas de la poblaciordeorniculatus
“charlii”. Las mismas fueron cultivadas individuante en macetas de 500 *ciue
contenia tierra e irrigadas con agua de lluviazhekestado fenoldgico de floracion.

De cada planta de tenuisse utilizaron tres inflorescencias, las cualesdingaleadas con

el objetivo de utilizar solamente tres flores putarescencia. Posteriormente estas flores
fueron emasculadas. La emasculacion se realizécamdth en primer lugar los pétalos
denominados “alas”, luego los pétalos soldadosfquean la “quilla” y por dltimo los
estambres (Figura 3.3). Por otra parte, de lasdldel. corniculatusse extrajo el polen en
forma manual apretando los pétalos que formanudl&s El polen asi extraido se utilizd
inmediatamente para la fertilizacion manual. Ldilfeacion se realizé colocando el polen
deL. corniculatussobre el estilo de las flores emasculadals. denuis
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Figura 3.3. Proceso de emasculacion de las floretates A. Flor con los 5 pétalo$.
Flor en donde se han quitado los dos pétalos dewaos “alas’C. Flor en donde se han
quitado todos los pétalos menos el “estandar®”.Flor emasculada lista para ser
polinizada.

El éxito de la fertilizacion se pudo observar matkael cambio de color del estandarte 24
horas post-fertilizacion, ya que este pétalo pesoame color amarillo si la fertilizacion no
resultd exitosa 6 se modifica el mismo, tornandogieo en el caso contrario. Las vainas
obtenidas de las plantas tetenuispolinizadas manualmente fueron trilladas a mano y
conservadas en un lugar seco para su posteri@aatdn.

3.3.2.2. Tratamiento de semillas y cultivo de plaas.

Parte de las semillas obtenidas fueron escarifecgdz la hizo germinar de manera similar
a la mencionada anteriormente. De las plantulasnatds se seleccionaron 50 al azar, las
cuales fueron cultivadas durante 30 dias bajo cmmis semi-controladas de una camara
de cultivo (seccion 2.3.1.2) e irrigadas con sdingciutritiva Hoagland 0,5X.

La otra parte de las semillas obtenidas (2,5 grafmesentregada a la empresa Gentos S.A.
para su multiplicacién. Asi se obtuvieron 280 mangue fueron transplantadas a campo,
aisladas de otras poblacioneslarus (Pergamino, Buenos Aires), durante noviembre del
2010 en un disefio completamente aleatorio congdagpaciadas cada 0,75 metros.

3.3.2.3. Seleccion de genotipos.

En las 50 plantas obtenidas se realizé la tincedi@d en la segunda hoja desarrollada (ver
seccion 2.3.2.4). A su vez, se extrajo la totalidachojas de cada una de dichas plantas
para la cuantificacion del contenido de TC (vercget2.3.1.4). Posteriormente, en base al
contenido foliar de TC de las 50 plantas obtenidasseleccionaron representativamente
cuatro plantas hibridas provenientes del cruzamiemtre una planta de la accesion
“Pampa INTA” deL. tenuisy una planta dé&. corniculatus“charlii”. Los seis genotipos
(los cuatro hibridos interespecificos seleccionaglesis parentales) fueron propagados
vegetativamente mediante la técnica de estacass@@ion 2.3.1.3) y cultivados en
condiciones semi-controladas de cuarto de cultivarigadas con solucién nutritiva
Hoagland 0,5X. Estos seis genotipos, propagadastatdgamente, fueron utilizados para la
realizacion de la mayoria de los ensayos.
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3.3.2.4. Cuantificacion de taninos condensados.

Para la cuantificacion de TC se utilizaron los ggros seleccionados y los mismos fueron
propagados vegetativamente y cultivados en comisieemi-controladas en una camara
de cultivo (seccion 2.3.1.2) durante 30 dias. Daseglantas se tomaron las hojas, tallos y
raices, material a partir del cual se realizarendaterminaciones de los niveles de TC
(2.3.1.4).

3.3.2.5. Confirmacion del estado hibrido de las ptéas obtenidas.

De los cuatro genotipos seleccionados junto corpatentales se realizo la extraccion de
ADN de manera similar a la descripta anteriormelaBtdDN obtenido fue utilizado para la
amplificacion de la region nriTS (ver seccion 3.8)1EIl producto de dicha amplificacion
fue secuenciado directamente o bien luego de siacikén en bacterias mediante el vector
“pGEM-T Easy Vector System I” (Promega). La secumion se realiz0 usando el
producto “Big Dye Terminador Cycle Sequencing Kitlin secuenciador “ABI Prism 310"
(Applied Biosystems). Los cebadores utilizados parsecuenciacion fueron el M13 y el
T7 para los fragmentos amplificados que fueronados y los cebadores especificos de la
region nriTS para la secuenciacion directa.

3.3.2.6. Parametros morfologicos.

Los cuatro genotipos seleccionados se propagametateramente (seccion 2.3.1.3) junto
con ambos parentales. Las estacas fueron coloeadascetas de 150 &mue contenian
arena, irrigadas con agua destilada bajo condisiseeni-controladas en una camara de
cultivo (seccion 2.3.1.2) durante 10 dias. Posteremte, fueron trasplantadas a macetones
de 1.500 crhque contenian tierra. La tierra utilizada fue ctda en panes de 20 cm de
profundidad de un suelo Natracuol tipico provergaig la Chacra Experimental Integrada
Chascomus. Este suelo resultd alcalino (pH de@6) no salino (1,13 dS/m), con 4,1%
de materia organica y un contenido de fosforo depm. Las plantas asi transplantadas
fueron cultivadas en invernadero durante primaverano del 2009 irrigandolas con agua
de lluvia colectada (Figura 3.4). Se determindriadpccion de materia seca del vastago
entero, el niumero de tallos por planta y el largdad mismos en cuatro cortes espaciados
cada 30 dias. Durante la segunda y cuarta cosedheterminé el area foliar y, debido a su
posible relacién con los TC (Dubes al. 2008), la densidad de tricomas de la cuarta hoja
expandida del tallo principal de cada planta. Roma, las plantas se mantuvieron durante
el otofio de 2009 para observar si presentabamp&cickad de formar rizomas.
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Figura 3.4.A. Maceta con dos plantas Hetenuisx L. corniculatusl. B. Ensayo realizado
en primavera-verano del 2009.

3.3.2.7. Cuantificacion de antocianinas.

Para la cuantificacion de antocianinas, las mueétescas fueron molidas en un mortero y
en presencia de nitrégeno liquido. Se coloco uita@h de 0,1 g de la muestra molida en
tubos de 15 ml, y luego de agregar 3 ml de unacgwil0,1% HCl/metanol se incubaron
durante 60 min a temperatura ambiente. Posteridensncentrifugd a 2.500 rpm durante
10 min y se tomo una alicuota de 1 ml, a la cuagsegaron 0,75 ml de agua y 2 ml de
cloroformo. Luego de la separacién de fases se ttanfase acuosa y se midid la
absorbancia a 536 nm en un espectrofotometro (Lar@bd Perkin Elmer, Waltham). El
contenido total de antocianinas fue calculado stbtemse de la absortividad molar de la
cianidina-3-0-glucésido.

3.3.2.8. Analisis de la calidad forrajera y cinétia de digestibilidad de proteinas.

Se analiz6 la digestibilidad de la materia sechopetenido de proteina bruta de los cuatro
genotipos hibridos seleccionados y sus parentBes ello se utilizaron las muestras de
vastago obtenidas en el ensayo realizado duranteyera-verano 2009. El analisis fue
realizado por el laboratorio de nutricibn y evaldacde calidad de forrajes del INTA
Balcarce.

Para la determinacion de la cinética de digedfifdlide proteinas se utilizaron los vastagos
de los clones dé.. corniculatus“charlii”, L. tenuis“Pampa INTA” y L. tenuisx L.
corniculatus2 previamente secados a 32°C. Las muestras seammudurante 0, 6, 24 y
48 horas en bolsitas filtrantes de porosidad estarithra ello se utilizé licor ruminal y
solucion buffer, colocados en frascos en un incab&sisy Il de Ankom que mantiene la
temperatura de rumen y rotacion constante. El Ikoominal fue obtenido de un novillo
fistulado de la raza Aberdeen Angus, alimentadcaatemimiento con heno de alfalfa de
buena calidad.

Luego de la digestion, el material remanente fuegetado con nitrégeno liquido y
liofilizado en un instrumento marca Leybold modelmvac GT 2. En las muestras secas
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se determiné la proteina bruta (PB = N x 6,25) pométodo de Kjeldhal (Nelson y
Sommers 1973).

3.3.2.9. Evaluacion de tolerancia a salinidad.

3.3.2.9.1. Material vegetal y protocolo de saliniz#n.

Se utilizaron clones de. tenuis“Pampa INTA”, L. corniculatus“charlii” y “San Gabriel”

de los cuatro genotipok. tenuisx L. corniculatusseleccionados. Los mismos fueron
propagados vegetativamente como fuera mencionadda@mente en la seccion 2.3.1.3 e
implantados en macetas de 250°apue contenian vermiculita/arena (1/1). Los clones
fueron cultivadas en camaras de cultivo bajo coodés semi-controladas (seccion 2.3.1.2)
e irrigadas con solucion nutritiva Hoagland 0,5Xathte 10 dias hasta el comienzo de los
tratamientos. Se evaluaron dos tratamientos: ajalgnb) salino. Los clones destinados al
tratamiento control fueron irrigados con solucidnriiva Hoagland 0,5X, mientras que los
clones destinados al tratamiento salino fuerogados con solucién Hoagland 0,5X mas el
agregado de concentraciones crecientes de NaGhcElmento de la concentracion de
NaCl en la solucion de riego se realiz6 a interwae cuatro dias comenzando con 50 mM
y finalizando con 150 mM, concentracion que se mamtdurante 21 dias hasta la
finalizacion del ensayo. En la Figura 3.5. A pueteservarse una representacion del
protocolo de salinizacion empleado. Para los damrrientos, el material fue cosechado
luego de 47 dias de cultivo.

Concentracion de MaClk {mh

0= T —7 T
] 5 1] 15 20 15 el

A [Has luego de comenzado ¢] ratamisnto

Figura 3.5. A. Esquema de la aplicacion del tratamiento saliflzado en el ensayd.
Planta de_otussp., con recuadros blancos se marcan aquellas ¢pogafueron incluidas en
la fraccibn de “hojas nuevas”, el resto de hojas Qo se encuentran recuadradas se
incluyeron dentro de la fraccion de las “hojasaséj

En el momento de la cosecha, las plantas intaetastisaron de las macetas, se separaron
las raices de los vastagos y se lavaron con agidada para eliminar restos de sustrato.
Luego del vastago se separaron las hojas de los tala su vez se separaron las “hojas
viejas” de las “hojas nuevas” de la manera en quemsiestra en la Figura 3.5. B.

Posteriormente, raices, hojas y tallos, se sea@®@r’C hasta alcanzar un peso constante.
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Las muestras secas se molieron en molinillo hastabtencion de un polvo fino, y se

almacenaron a temperatura ambiente. Paralelampatée de las muestras frescas se
congelaron en nitrégeno liquido en el momento deéstreo y se conservaron a -80°C
hasta su utilizacion para las determinacionestiadique asi lo requirieron.

3.3.2.9.2. Actividad del fotosistema Il.

La actividad del fotosistema Il fue determinadaaaés de la medicion de fluorescencia de
la clorofila a. Para ello, en los dias previos ditalizacion del ensayo se realizaron
mediciones no destructivas utilizando un fluorbmetnarca Walz, con el cual se
recopilaron datos obtenidos de hojas totalmentarekgas no senescentes. Las mediciones
se realizaron durante las horas cercanas al médipata evitar efectos del fotoperiodo.
Los parametros medidos fueron:

* Rendimiento cuantico maximo (RCM) = Fv/Fm

* gP (coeficiente de atenuacién fotoquimica) = (FtVdmM’-Fo")

* gN (coeficiente de atenuacion no fotoquimica) =-fm )/(Fm-Fo")

* NPQ (atenuacién no fotoquimica) = (Fm-Fm”")/Fm’

La metodologia utilizada para el calculo de losmais se realiz6 en concordancia con lo
descrito en la bibliografia disponible (Baker 200Bgra ello, las mediciones fueron
realizadas en el foliolo central de la tercera kiegsarrollada (contando desde el apice hacia
la base). En un primer paso se colocé la pinzaetiaidn en el foliolo, evitando dafiarlo, y
posteriormente se lo cubri6 con papel de alumiracapograr que la hoja quede en
oscuridad. Luego de 20 minutos en oscuridad seéelal medicion de RCM y por ultimo,
luego de una readaptacion a la oscuridad de 5 asnge realizaron mediciones cada
minuto durante 15 min con pulsos de luz actinicZ@® micromoles.fAs® de intensidad
para el calculo del resto de los parametros.

3.3.2.9.3. Procedimientos analiticos.

En el material obtenido se determiné el peso sedasihojas, tallos y raices. A su vez, en
una alicuota de 10 mg del material seco y finamemtdo se determiné el contenido de
iones N&, K*y C&". Para ello, se agregé a cada muestra 1 ml de H®I 9 se incub6
durante dos horas a 60 °C. Posteriormente, lastragessi tratadas se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se centrifugaron durantenbitos a 10.000 rpm. El sobrenadante
obtenido fue utilizado para la determinacién de dascentraciones de sodio, potasio y
calcio mediante un fotometro de llama (Marca Zeltstodelo ZF 250). Los valores
obtenidos se interpolaron en una curva de calibnagara los tres elementos a determinar.
Por otra parte, también se determiné el conteng@ld Para ello, 25 mg de muestra seca y
molida fueron digeridos en tubos herméticamenteades, con una solucion extractora
compuesta por 1 ml de peréxido de hidrogeno al 3D%| de acido nitrico concentrado y
una gota de alcohol isoamilico durante 15 minutogeraperatura ambiente. Tras la
digestion, se aford la solucion resultante a 10canl agua destilada y se centrifugdé 5
minutos a 10.000 rpm. Para las muestras correspotedi a plantas cultivadas bajo
tratamiento control se tomo6 una alicuota de gRkdel sobrenadante recuperado y se le
afiadidé 1 ml de reactivo de color, compuesto porni5de solucion de tiocianato de
mercurio (4,17 g/L metanol), 15 ml de solucion dkeato de hierro (202 g de nitrato de
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hierro + 21 ml de &cido nitrico concentrado, erdasal L con H20 destilada) y pDde
Brij® 35 (polietilen glicol dodecil éter) al 4%. Ralas muestras correspondientes a clones
expuestos al tratamiento salino se trabajo de faimdar, pero partiendo de una alicuota
de 50ul a la que se agregaron 2§Dde solucion extractora y 1 ml de reactivo de colo
Tras mezclar bien se midié la absorbancia a 450(utiizando un espectrofotdmetro
Perkin Elmer Lambda 25) y los valores obtenidosirderpolaron en una curva de
calibracion comprendida entre 0-40 mg/L obtenigaytude emplear una solucién patrén de
CIK.

Por dltimo se evaluaron los niveles foliares dedeCla misma manera mencionada en la
seccion 2.3.1.4 y el contenido de antocianinas letall® de la manera anteriormente
mencionada.

3.3.3. Cruzamientos entre las plantas hibridas.

Se realizaron cruzamientos sexuales entre losacgatrotipos hibridos seleccionados de la
misma manera en que se trabajo con anterioridachb8&/ieron 50 plantas, las cuales

fueron cultivadas bajo condiciones controladas gliadas por su contenido de TC. En

funcion del contenido foliar de TC se seleccionares plantas con altos contenidos, tres
con bajo y otras tres con contenidos medios, laksifueron propagadas vegetativamente
para continuar con los analisis.

Por otra parte, de la multiplicacion realizada @entos S.A. se obtuvieron 200 plantas, las
cuales fueron cultivadas en macetas de 500etninvernadero durante invierno-primavera
del 2011. Sobre las mismas se realiz0 la tinciom@en la segunda hoja desarrollada y en
funcion de la intensidad del patron de tincion skeccionaron 10 plantas con elevados
contenidos y 10 con bajos contenidos para la dicadion del contenido foliar de TC.

3.3.4. Retrocruzas con el parental.

De la misma manera mencionada anteriormente seaeal cruzamientos sexuales entre
los cuatro genotipos hibridos seleccionadas y ednpal L. corniculatus“charlii”. De las
semillas obtenidas, 25 fueron usadas para obtelaetap que fueron cultivadas bajo
condiciones semi-controladas de camara de cultreo geccion 2.3.1.2) e irrigadas con
solucion de riego Hoagland 0,5X. Luego de 30 dmgutivo se tomaron las hojas para
realizar la cuantificacion de TC.

3.3.5. Disefio experimental y analisis de datos.

El disefio experimental utilizado varido segun elagosrealizado. En este sentido, para
evaluar la supervivencia bajo condiciones de essabno se utilizo un disefio
completamente aleatorizado con 50 repeticiones pada accesion. Cada accesion
evaluada fue considerada como un tratamiento yildad muestral consistié en una planta
cultivada en forma individual en una maceta.

Por otra parte, para el ensayo realizado en eknadero durante primavera-verano del
2009 se utilizé un disefio completamente aleatooizamh 10 repeticiones. Cada genotipo
fue considerado como un tratamiento y la unidadstnaleconsistié en dos clones de cada
genotipo que se encontraban en una misma macgtagrR3.4).
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Para el resto de los ensayos realizados con loe<lde los cuatro genotipos hibridos
seleccionados y los clones de sus dos parentaledneara de cultivo se utilizé un disefio
completamente aleatorizado con 6 repeticiones. Cpmtetipo se considerd6 como un
tratamiento y la unidad muestral consistié en uaatp cultivada individualmente en una
maceta.

Para la evaluacion de las plantas obtenidas detaonento entre hibridos y del
cruzamiento entre hibridos y el parertatorniculatusse utilizé un disefio completamente
aleatorizado, pero en el mismo se utilizaron 3 trejopes de cada genotipo seleccionado
para la evaluacion de las diferencias entre grupasunidad muestral consistio en una
planta cultivada individualmente en una maceta.

Por ultimo, para los experimentos de estrés samautilizé un disefio completamente
aleatorizado, donde un primer factor correspondiel@s tratamiento (control y salino) y el
segundo factor correspondia con el genotipo evaludd utilizaron 6 repeticiones para
cada tratamiento x genotipo y cada unidad expetaheonsistio en una planta cultivada
individualmente en una maceta.

Para todos los casos, la homogeneidad de variaezesmprobo a través de la prueba de
Levene y la distribucion normal de las observacgoadravés de la prueba de normalidad
de Shapiro-Wilks. Para los datos que presentar@ndistribucion normal, el analisis se
realizé a través de un ANOVA de una o dos viasdddigndo del ensayo) con un nivel de
confianza del 95% y para aquellos casos en quéosena diferencias significativas se
realizé el test de comparaciones multiples de Durocen un nivel de confianza del 95%.
Para aquellos casos donde los datos no presentaeodistribucion normal se realizé un
analisis no paramétrico a traves de la prueba deakiWallis y posterior comparacion de a
pares en caso de haber detectado diferenciasisggivids. El analisis de los pardmetros de
fotosintesis se realiz6 a través de un enfoqueivatiido de medidas repetidas en el
tiempo. Para todos los andlisis se utilizo el prowr InfoStat (Di Rienzet al.2011).



51

3.4. Resultados.
3.4.1. Evaluacion de la poblacion seleccionada Hecorniculatus.
3.4.1.1. Descripcion morfolégica y taxondmica.

Las plantas pertenecientes a las poblaciones eadasten la Albufera de Valencia son
hierbas perennes, glabras o sub-glabras. Con tildssta 80 cm de largo, ascendentes y
macizos. Hojas con 5 foliolos de forma ovado-latesay menos de 3 veces mas largos que
anchos. Inflorescencias con 2-7 flores y una badgemeralmente trifoliada; peduinculos de
5-9 cm de largo, recto o ligeramente curvado, ergmdicelos mas cortos que el tubo del
caliz. Céliz actinomorfo con todos los dientes Igaasub-glabro, tubo de 1,5-2,5 mm,
obconico; dientes tan largos como el tubo, agu@aosola de 8-16 mm, amarilla con las
venas del estandarte purplreas o rojizas; estandant la lamina mas larga que la ufa,
anchamente ovada; alas con lamina obovada; quilizada con pico curvado. Estilo
cilindrico, sin diente. Fruto de 10-35 x 1,5-4 nwitindrico, mas 0 menos recto, erecto o
patente, con 5 a 15 semillas, uniseriadas. Sendkad4,2 mm, mas o menos globosas,
pardas o pardo-rojizas.

Las caracteristicas morfologicas y reproductivasaiomadas permitieron determinar que
se trata de plantas de corniculatussubsp.corniculatus Sin embargo, estas plantas
mostraron dos caracteristicas que las diferencidebnesto de las plantas pertenecientes a
esta subespecie: a) presencia de rizomas y b) eamepto cromosomico diploide (2n=12),
el cual fue determinado durante el desarrollo dpitalo 2.

La presencia de rizomas pudo observarse en lagaplgresentes en las malladas
valencianas y con posterioridad, en plantas obésna partir de semillas y cultivadas en
invernadero durante el otofio del 2010 y el otofi@@&1 (Figura 3.6).

Flgura 3.6. Foto de plantas de la pobIaC|on decorniculatusde la Devesa donde se
pueden observar los rizomas.

A través del andlisis filogenético realizado methata utilizacion de la secuencia de
nucleétidos de la region nrITS, se pudo observag @s plantas provenientes de la
Albufera de Valencia se encuentra dentro del griilpgenético Lotus corniculatus. Sin
embargo, también pudo observarse que existe desti@ncia con respecto al resto de las
accesiones de. corniculatusy de L. tenuisanalizadas. Se observé que estas plantas se
ubican en una posicion taxondmica mas cercana esfaecied.. alpinus L. delortii y L.
palustris(Figura 3.7).
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Figura 3.7. Filogenia de las especies ldetusbasada en los polimorfismos de la secuencia
nucleotidica de la region nrITS. El arbol fue comsio a partir de la secuencia de
nucledtidos usando el algoritmo UPGMA vy las disiandilogenéticas fueron calculadas
usando el método de p-distancia. Las lineas hdeasison proporcionales a diferencias
en los nucleotidos e indican la p-distancia. Lagee®s seguidas con un codigo alfa
numérico son aquellas cuya secuencia fue obtenaatia de la base de datGenBankLa
secuencia de. corniculatus‘charlii” y L. tenuis“Pampa INTA” se encuentras subrayadas.
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3.4.1.2. Tolerancia al estrés salino.

Entre los materiales evaluados, los cambios mafodd causados por el estrés salino
fueron diferentes. Las plantas de corniculatus“San Gabriel” presentaban un tallo
principal y uno o dos brotes basales cuando laidatil indujo la senescencia en ellas. En
general, en estas plantas las hojas basales del gahcipal senescieron primero,
progresando desde las hojas basales hacia laseapjcinalmente al 4pice del tallo. Una
vez que el tallo principal senescencio, los brdiasales murieron en pocos dias mas
(Figura 3.8 A). En plantas de tenuis la senescencia de hojas basales inducida por la
salinidad en el tallo principal comenz6 antes goelecorniculatus y las mismas se
desprendieron mas rapido de la planta, resultandana apariencia verde clara del tallo
remanente. En un paso posterior, las hojas apigateapice del tallo principal senescieron,
con sintomas similares a los provocados por laideghcion, muriendo mas tarde los
brotes basales (Figura 3.8 B). Por otra partegteescencia inducida por la salinidad en
plantas de.. creticusfue similar a la dé&. tenuis Sin embargo, luego de la senescencia del
tallo principal, los tallos secundarios remanew@#inuaron creciendo. La senescencia de
las hojas basales comenzé mas tarde y progres@deranmas lenta que entenuisy L.
corniculatus“San Gabriel”. La senescencia de la planta erdeuari6 semanas después de
la pérdida de la primera hoja basal del tallo ppalc y mucho mas tarde que en las otras
dos poblaciones (Figura 3.8 C).

Por ultimo en las plantas de la poblaciorcorniculatus‘charlii” se pudo observar que los
sintomas fueron similares a los observados patenuisy L. creticus En ellas se observo
en un principio la caida de las hojas basalesu# ocurri6 mas tarde en relaciorLa
tenuis Posteriormente se observo la muerte del apiceipsil, pero los apices secundarios
se mantuvieron vivos por un par de semanas ma® dtacar que, una vez que senescio
el tallo principal, el crecimiento de los talloxsedarios de las plantas Hecorniculatus
“charlii” fue marcadamente menor al observada ecreticus(Figura 3.8 D).

Figura 3.8. Sintomas causados por el estrés salino en plalgdsotus spp. A. L.

corniculatus‘San Gabriel” B. L. tenuis C. L. creticus D. L. corniculatus‘charlii”

En relacién a la supervivencia de las plantas leajoés salino se observaron marcadas
diferencias entre los materiales evaluados (H=1(05:9,0001). Se observé que la mayor
vida media bajo dosis letales de NaCl la present@®plantas de. creticus mientras que

la menor fue observada para la poblacién “San @Blate L. corniculatus Las plantas de
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la poblacién “charlii” deL. corniculatuspresentaron una vida media mayor a las de la
accesion “San Gabriel” e incluso a lasldéenuis(Figura 3.9).
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Figura 3.9. Supervivencia de plantas detusspp. bajo estrés salino. Prueba de Kruskal-
Wallis, comparacion de a pares (p<0,05), mediasuc@nletra en comin no son diferentes
significativamente.

3.4.1.3. Contenido de taninos condensados.

Las plantas pertenecientes a la poblacioh.dmrniculatus‘charlii” presentaron elevados
contenidos foliares de TC. Bajo condiciones semirodadas, el contenido foliar promedio
de las plantas evaluadas fue de 10,62 = 1,54; #4788 y 23,13 £ 7,05 mg TC/g MS para
la fraccién soluble, insoluble y total respectivauee El contenido foliar de TC observado
en estas plantas resultd superior al resto declzesmnes dé. corniculatusevaluadas en
nuestro laboratorio (p<0,05) y similar al de laanpas de la accesion “Maku” de
uliginosus(p=0,11). Asimismo, mediante la tincion foliar aes [TC, se pudo observar que
el patron de distribucion de los mismos fue simigddrde otras poblaciones de
corniculatus(Figura 3.10)

i:igura 3.10.Tincion de TC en hojas de cdrniculatusque se encontraban en las malladas
de la Devesa de la Albufera de Valencia.
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3.4.2. Desarrollo del hibrido interespecificd.. tenius x L. corniculatus.
3.4.2.1. Obtencion y viabilidad de semillas.

La mayoria de las flores que fueron emasculadasoljnipadas en forma manual
presentaron una fertilizacién exitosa. El éxitolaldertilizacion fue evidente a través del
cambio de color de amarillo a rojizo del pétalo aleimado “estandarte”. Las vainas
formadas presentaron tamafio normal pero con u@aatesistica pigmentacion rojiza en su
superficie, la cual se encuentra ausente en vaioasales de ambos parentales (Figura
3.11). Las vainas presentaron un numero normaledallas (de 2 a 9 semillas), y el
fenotipo de las mismas también resulté similarealas semillas de las especies parentales.
La viabilidad de las semillas obtenidas resulté ralgvada, alcanzando un porcentaje de
plantulas viables superior al 95%.

Figura 3.11. Vainas que produjeron las flores Hetenuisfertilizadas con polen de.
corniculatus“charlii”.

3.4.2.2. Confirmacion molecular del estado hibridde las plantas obtenidas.

Las secuencias de nucledtidos obtenidas de larregidS de acuerdo a lo descrito con
anterioridad, presentaron una longitud de alredddofO0 pares de bases. Al comparar las
secuencias de los dos parentales se observarontalnde 13 indeles; cinco de ellos
correspondian a deleciones y los ocho restanteseaciones. El alineamiento completo de
la secuencia de nucledtidos de la region nrITS puddervarse en el apéndice 2.

Un punto diferencial importante observado entresisiencias de nucleétidos de la regiéon
nrITS delL. tenuisy L. corniculatusse encuentra entre la posicion 75 y 77 inclusisle d
alineamiento, en donde se observé una delecionmiel@otidos (Figura 3.12). Cuando se
analizaron las secuencias de nucle6tidos obtendiesctamente del producto de
amplificacién de la region nrITS de las plantasridés, se observé una superposicion de
picos en los electroferogramas a partir de estetopydatos no presentados). Esta
superposicion podria deberse a la presencia deolimgsfismo en dicha posicion, dado
que al secuenciar directamente el producto de foaglion de la regidon nriTS de plantas
potencialmente hibridas, se analizan en forma sime& las secuencias provenientes de
ambos parentales. De este modo, sabiendo que gratm#ales difieren en sus secuencias
nriITS en dicha posicion, es de esperar encontrasul@erposicion de picos antes
mencionada en el caso de que las plantas searnivaefeente hibridas. Con el fin de
confirmar que dicho fendmeno se debié efectivamentpie las plantas analizadas eran
hibridas y no se trataba de un artefacto de laid&cse secuenciaron los productos de
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amplificacion de la region nrITS previamente clasg@n un vector plasmidico. De este
modo, sabiendo que cada clon bacteriano transfarroad dichos vectores incorpora uno
solo de los dos posibles productos de amplificga@dncaso de que las plantas analizadas
fueran efectivamente hibridas, era de esperar lgum@s clones bacterianos contuvieran
plasmidos con secuencias de uno de los parentaiesiras que otros clones contendrian
secuencias del otro parental. Asi se pudo corrol®raaracter hibrido de las plantas en
cuestion, dado que cada una de ellas presentabaommainacion de las secuencias de
nucleotidos de la region nrITS de los dos parestgegura 3.12). Del estudio filogenético
realizado utilizando estas secuencias se pudo ndetar que las plantas hibridas se
encontraban a distancias intermedias entre ambiestptes (Figura 3.13).
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Figura 3.12. Fragmentos de la secuencia de nucleétidos degi@gnrarl TS delotusspp.;
LH1.1, 2, 3, 4, 5 y 6: secuencias correspondieatadiferentes colonias de bacterias
transformadas con el vector plasmidico clonado @oproducto de amplificacion de la
region nrITS proveniente de la plamtatenuisx L. corniculatusl; LH3.1, 2 y 3 secuencias
correspondientes a diferentes colonias de bacteaasformadas con el vector plasmidico
clonado con el producto de amplificacion de ladgegnrlTS proveniente de la planta
tenuisx L. corniculatus3.
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Figura 3.13. Arbol filogenético construido a partir de la seucia de nucleétidos de la
region nriTS de_otusspp. LH:L. tenuisx L. corniculatusl y 3.
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3.4.2.3. Morfologia de las plantas obtenidas.

Las plantas obtenidas del cruzamiento interesjgecifo presentaron ninguna caracteristica
fenotipica que las diferenciara de sus parentalesl @stado fenologico de plantula. Sin
embargo, en un estado fenolégico posterior se pudiebservar algunas diferencias
morfologicas evidentes. Entre ellas, la mas llavaatiesulto el porte relativamente mas
voluminoso y erecto que presentaron los clonesslgénotipot. tenuisx L. corniculatus
(Figura 3.14).

')

; y . .'. X5 3 1

A B W e & . e

Figura 3.14.Plantas déotusspp. de 30 dias de edad cultivadas en las misomacgones.
A. L. tenuis*Pampa INTA”. B.L. corniculatus‘charlii’. C. L. tenuisx L. corniculatus

En los clones de los genotipts tenuisx L. corniculatusse observd que sus tallos
presentaron una mayor longitud en comparacion aswie parentales. Sin embargo, el
numero de tallos por planta resulté menor (Figut&)3 Interesantemente, en la realizacion
de otros ensayos bajo condiciones de crecimiemto-gentroladas de camara de cultivo,
pudo observarse que los tallos principales deltmses de los cuatro genotipos hibridos al
cabo de dos meses de crecimiento alcanzaron ugdaudrde hasta 150 cm. Mientras que
en clones de ambos parentales se observo que daukbrde sus tallos, en las mismas
condiciones y periodo de cultivo, no superarorb@sm.
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Figura 3.15. Morfologia de las plantas deotus spp. luego de 30 dias de cultivh.
Numero de tallos por plantB. Largo del tallo principal. Ld-. corniculatus‘charlii”, Lt: L.
tenuisy LH: L. tenuisx L. corniculatusl, 2, 3 y 4. Prueba de Duncan, dentro de cada
gréfico medias con letras en comun no son sigtifi@aente diferentes (p<0,05).

Asimismo, en las hojas de los distintos materitdesbién fue posible observar diferencias
en la densidad de tricomas (H=44,7; p<0,0001); &emelacion largo/ancho del foliolo

central (H=37,2; p<0,0001) y en el area de lofos basales (F=7,2; p<0,0001). En la
Tabla 3.3 puede observarse la densidad media demi@s en hojas de los diferentes
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materiales. Se evidencia que los clones.denuis*Pampa INTA” presentaron una mayor
densidad de tricomas que los cloned.deorniculatus“charlii”, mientras que la mayoria
de los clones de los genotipos hibridos presentdemsidades de tricomas intermedias
(Figura 3.16), con excepcion de los clones de wnallds . tenuisx L. corniculatusl)
gue presentaron la misma densidad de tricomakgquie su parentél. tenuis(Tabla 3.3).
Por su parte, la relacion largo/ancho del foliobmteal en los clones de corniculatus
“charlii” fue inferior a los delL. tenuis“Pampa INTA”, mientras que los clones de los
genotipos hibridos presentaron una situacion irgdian ya que pard. tenuis x L.
corniculatusl y 2 la relacion fue similar a los clonesldeorniculatusmientras que paia
tenuisx L. corniculatus3 y 4 fue similar a los clones tletenuis(Tabla 3.1).

Figura 3.16. Foliolos de diferentes genotos detus aumedos 10 veceA. L. tenuis
“Pampa INTA”.B. L. tenuisx L. corniculatus2. C. L. corniculatus‘charlii’.

Tabla 3.1. Densidad de tricomas y relaciéon largo/ancho dashdglLotus spp. Prueba de
Kruskal-Wallis. Comparaciéon de a pares, dentro atiadbloque de color gris rangos con
una letra en comun no son diferentes significateate (p<0,05).

Tricomas/cm2 Relacion largo/ancho

Material (media +d.e.) Rango (media + d.e.) Rango
L. corniculatus "Charlii" 33,59 + 11,88 522 a 1,85 + 0,20 18,90 a
L. tenuis "Pampa INTA" 208,02 = 47,03 50,67 c 1,76 = 0,08 11,40 a
L. tenuis x L. corniculatus 1 112,67 + 27,98 41,33 c 190 = 0,13 23,10 ab
L. tenuis x L. corniculatus 2 64,05 + 6,16 2156 b 2,08 + 0,12 40,90 c¢
L. tenuis x L. corniculatus 3 66,88 + 14,67 24,10 b 202 = 0,10 36,20 bc
L. tenuis x L. corniculatus 4 71,77 + 15,42 2556 b 226 = 0,14 51,67 c

Por su parte, los valores del area foliar de lagirdos materiales evaluados puede
observarse en la Tabla 3.2. Al igual que lo obskyyaara otros parametros, los clones de
los genotipos hibridos presentaron valores de filesr total intermedios a los de sus
parentales, excepto para los clones Ldetenuis x L. corniculatus 2, los cuales no
presentaron diferencia para el area foliar en i@taal de los clones de. tenuis“Pampa
INTA”.

Asimismo pudo observarse que las diferencias @neal foliar total no fueron atribuibles a
los tres foliolos superiores (F=0,33; p=0,89) gjoe@ las mismas se encontraron en el area
de los dos foliolos restantes, o sea, de aguellessg encuentran mas cerca de la base de la
hoja (F=7,24; p<0,0001). Los mayores valores deh ae los foliolos basales pudieron
observarse en los clones e corniculatus seguidos en valores por los clones de los
genotipos hibridos y por ultimo los tetenuis(Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Area foliar de los distintos genotipos ldetus spp. Valores expresados en’cm

Test de Duncan, dentro de cada bloque gris medias letras en comun no son
significativamente diferentes (p<0,05).

Material Hoja completa Foliolos principales Foliolos basales
(media £ d.e.) (media £ d.e.) (media £ d.e.)
L. corniculatus "Charlii" 183 £ 042 b 1,23 £ 0,27 a 059 £+ 0,15 c
L. tenuis x L. corniculatus 1 164 + 0,18 ab 1,25 + 0,15 a 041 = 0,12 b
L. tenuis x L. corniculatus 2 150 £ 0,21 a 1,20 £ 0,25 a 0,40 = 0,09 ab
L. tenuis x L. corniculatus 3 164 + 0,28 ab 1,31 + 0,32 a 045 = 0,11 b
L. tenuis x L. corniculatus 4 1,60 £ 0,23 ab 1,28 £+ 0,13 a 045 = 0,09 b
L. tenuis "Pampa INTA" 150 £ 0,28 a 1,20 £ 0,22 a 0,30 £ 0,07 a

Es importante destacar que en los clones de logocganotipos hibridos resulté muy
frecuente la presencia de un foliolo adicionaltual no fue observado para ninguno de los
clones del. tenuisy L. corniculatusevaluados. En la Figura 3.17 puede observarse esta
caracteristica fenotipica del material hibrido alite.
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Figura 3.17. Hojas delotus spp. Las tres primeras hojas son normales. Erekdantes,
puede observarse el foliolo adicional sefialado waea flecha azul. LcL. corniculatus

“charlii”, Lt: L. tenuisy LH: L. tenuisx L. corniculatusl, 2, 3 y 4. La barra equivale a 5
cm.

Asimismo, y tal como fuera mencionado anteriormeaseimportante destacar la presencia
de rizomas en el parential corniculatus‘charlii”. Esta misma capacidad pudo observarse
simultaneamente durante el otofio del 2010 y elomt 2011 en los diferentes genotipos
L. tenuis x L. corniculatus obtenidos (Figura 3.18). Dicha observacion resulta
particularmente interesante, ya que en ningunaadepbblaciones dé. tenuisy L.
corniculatusevaluadas en nuestro laboratorio se detecté esetedstica.
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L. tenis x L corniculans L. tenuis x L. corniculains 2

L. pennis x L. cormiculanis 4

Figura 3.18. GenotiposL. tenuisx L. corniculatusseleccionados, en los que se pueden
observar los rizomas indicados con flechas azules.

Otra diferencia observada entre los clones dedosnpales y los del material hibrido fue la
produccién, medida a través del peso seco delg@statenido en cuatro cosechas durante
primavera-verano del 2010. En los diferentes nmalt=ise observaron diferencias tanto
para el vastago entero (F=6,7; p<0,0001) como lparhojas (F=6,4; p<0,0001) y los tallos
(F=9,8; p<0,0001) por separado. De la misma mananabién se observaron diferencias
en la relacion hoja/tallo entre los distintos mates evaluados (F=191,6; p<0,0001). El
peso seco de vastago de los clones del patentarniculatus‘charlii” fue menor al de los
clones del parentdl. tenuis“Pampa INTA”. De la misma manera, entre clonesuos
parentales, se observaron diferencias para el g@snde los tallos. Sin embargo, para el
peso seco de las hojas las diferencias no fuegmifisativas (Tabla 3.3). Por otra parte, y
exceptuando a los clones del genotipdéenuisx L. corniculatus4, en los demas clones de
los genotipos hibridos se observé que el pesodelceastago entero, de las hojas y de los
tallos por separado fueron similares a los obsewad clones de. tenuis(Tabla 3.3).

En la misma tabla también se presentan los vattada relacion hoja/tallo. En este sentido,
se pudo observar que la mejor relacion relatiyarésentaron los clones Hecorniculatus
“charlii”; mientras que los clones de tenuispresentaron valores relativamente mas bajos,
los cuales a su vez, no se diferenciaron signifigatente de los clones de los genotipos
tenuisx L. corniculatus(con excepcion de. tenuisx L. corniculatus4).
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Tabla 3.3.Peso seco de hoja, tallo y vastago (valores eagossen gramos) y la relacion
hoja/tallo de plantas deotusspp. Test de Tukey, dentro de cada bloque grisanezhn
letras en comun no son significativamente difere(e0,05).

Material Hojas Tallos Vastago Hoja/Tallo
(media £ d.e.) (media £ d.e.) (media +d.e.) (mediadte.)

L. corniculatus "Charlii" 1553 + 2,33 ab 703 + 136 c 2256 = 356 a 223 = 023 a
L. tenuis x L. corniculatus 1 15,18 + 4,00 ab 1436 = 4,10 ab 2954 + 794 b 1,07 + 0,13 bc
L. tenuis x L. corniculatus 2 19,43 £ 271 a 16,36 + 3,04 a 3579 + 562 b 1,20 £ 010 b
L. tenuis x L. corniculatus 3 16,38 + 3,42 a 15,28 + 3,56 ab 3166 + 6,83 b 1,08 + 0,11 bc
L. tenuis x L. corniculatus 4 11,39 =+ 325 b 11,60 + 3,70 bc 2299 + 6,86 a 099 + 0,11 c

L. tenuis "Pampa INTA" 18,61 + 5,07 a 15,08 + 4,44 ab 3369 + 930 b 125 + 015 b

3.4.2.4. Contenido de taninos condensados.

El patron de tincion foliar de TC en las plantagenuisx L. corniculatusfue similar al
observado en plantas decorniculatus(Figura 3.19). Sin excepcion, en las hojas degodo
los genotipos hibridos obtenidos se observaron i$tilwiidos a través del mesofilo de la
hoja. Por su parte, las plantas ldetenuis“Pampa INTA” presentaron TC solamente en
tejidos adyacentes a los haces vasculares. Si @mefgs genotipos hibridos el patron de
tincion fue similar al parentdl. corniculatus“charlii’, a simple vista se pudo determinar
una menor densidad de TC en sus hojas (Figura.3.19)

Figura 3.19. Tincion foliar de TC de los materiales detusspp. evaluadodA. L. tenuis
“Pampa INTA”;B, C, D, E, F, G y H. diferentes plantak. tenuisx L. corniculatus . L.
corniculatus‘charlii”.
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Los cuatro genotipos. tenuisx L. corniculatusseleccionados presentaron el mismo patron
de tincion en vastago que el resto de las plah&gincion del vastago entero de estas
plantas junto con sus parentales puede observailag=ggura 3.20.

L. denwis L cormicularnys L. deowis x L. fenmds x L. feriis 5
*Pamipa INTAS "Charlii® L paraicwlafs | L cornicwlms 3 L) eomvicuiane

/ .iwi 14?*?\ & M.
i h AR "
-‘a-'-““%i EH -‘:1
I T
o |
H \ Ve ._;.:'__-.-. ‘i
4 (4 i

Figura 3.20.Tincion de TC en vastago de los genotipotintaéspp. evaluados.

Asimismo se observo una marcada diferencia en reen@o foliar de TC entre las dos
especies utilizadas como parentales (p<0,0001 lpardares fracciones, Tabla 3.4). Los
clones dd.. corniculatus‘charlii” presentaron una concentracion 26 vecegande TC en
sus hojas que los clones dle tenuis “Pampa INTA”. En las planta&. tenuisx L.
corniculatusse observo un contenido medio de TC en hojas9¥e#0,6; 4,70 + 1,8 y 5,67

*+ 2,1 mg/g MS para la fraccion soluble, insolubleotal. El coeficiente de variacion fue
38% para los TC totales.

A su vez, entre los clones de los genotipos hibridieccionados se observaron diferencias
en su contenido foliar de TC. Los clones del g@ooti. tenuisx L. corniculatus4
presentaron valores mas elevados que los encostesdsus similares numerados como 2 y
3, mientras que los clones del genotipo hibridaelsgntaron valores similares a los del
hibrido 4 aunque tampoco se diferenciaron del caetefoliar de TC en los clones de los
otros dos genotipos hibridos (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4.Contenidos de TC en los genotiposLad¢usspp. evaluados. L&:. corniculatus
“charlii”, Lt: L. tenuisy LH: L. tenuisx L. corniculatusl, 2, 3 y 4. Prueba de Kruskal-
Wallis. Comparacion de a pares, dentro de cadaublggs rangos con letras en comun no
son significativamente diferentes (p<0,05).

Material TC solubles TC insolubles TC totales

Media + d.e. Rango Media + d.e. Rango Media + d.e. Rango

Lc 10,84 + 1,51 6550 e 1230 + 4,14 63,50 c 2585 + 485 6550d

LH1 1,08 + 0,18 41,58cd 471 + 098 37,33 b 579 + 094 37,75bc

Hojas LH2 0,58 + 0,30 25,67hc 425 + 158 3225b 483 + 167 29,75b
LH3 050 *= 0,12 24,00 b 397 + 192 2925b 447 + 191 2783 b

LH4 1,717 + 0,58 50,75de 586 + 199 4517 b 758 + 242 46,67 c

Lt 0,06 +* 0,02 6,00 a 093 + 0,34 6,00 a 099 + 034 6,00 a

Lc 0,37 = 0,16 52,550d 249 + 115 46,90 c 282 + 1,13 4850 c

LH1 0,07 + 0,04 23,65abc 1,16 + 0,70 24,60 b 123 + 0,73 24,30 b

Tallos LH2 0,11 + 0,06 31,15bc 147 + 041 36,50bc 158 + 0,42 36,00bc
LH3 0,14 + 0,06 36,80 c 1,07 £+ 035 2489b 1,20 + 0,36 26,33 b

LH4 0,056 + 0,04 17,10ab 1,07 £+ 024 2667b 1,11 + 0,26 2456 b

Lt 0,03 + 0,01 11,13 a 040 + 0,04 650 a 043 + 0,04 6,25 a

También pudo determinarse que el contenido dextzifin soluble, insoluble y total de TC
en tallos fue inferior al de las hojas en todos riesteriales evaluados (p<0,0001). Sin
embargo y a pesar de ello, se observaron diferemciie los clones de ambos parentales
para el contenido en tallo de TC; mientras quecloses del parental “charlii” presentaron
el contenido mas elevado, en los tallos de losedodel parental “Pampa INTA” se
observaron los contenidos méas bajos. Por su pgadeslones de los genotipos hibridos
presentaron niveles intermedios entre los de apantales (Tabla 3.4).

Por otra parte, el contenido de TC en raices destéms materiales analizados también
resulté marcadamente inferior al observado a riol&r (p<0,0001). Pero, a diferencia del
contenido de TC en hojas y tallos, en raices serebsuna tendencia diferente para el
contenido de TC. En ellas, los clones del pareitarlii” presentaron bajos contenidos
totales de TC en raices, al igual que los clondeglgenotipos hibridos 3 y 4; mientras que
en los clones del parental “Pampa INTA” se obsenvdos contenidos mas altos en raiz al
igual que los clones de los genotipos hibrido21(Yabla 3.5).

Tabla 3.5.Contenido de TC en raiz detusspp. expresados en mg TC/g MS. Prueba de
Duncan, dentro de cada bloque gris medias con wte len comin no son
significativamente diferentes (p<0,05).

Material TC s_,olubles TC in;olubles TC t_otales
(media £ d.e.) (media + d.e.) (media +d.e.)

L. corniculatus "charlii" 0,46 + 0,13 a 065 + 010 b 1,12 + 0,19 ab
L. tenuisx L. corniculatus 1 0,82 + 0,34 bc 0,72 + 0,11 bc 154 + 0,38 hc
L.tenuisx L. corniculatus 2 0,86 + 0,18 ¢ 0,66 + 0,17 bc 152 += 0,34 bc
L. tenuisx L. corniculatus 3 0,47 + 0,18 a 0,36 + 0,14 a 0,83 + 0,30 a
L.tenuisx L. corniculatus 4 0,50 + 0,10 ab 0,36 + 0,14 a 0,86 + 0,21 a

L. tenuis "Pampa INTA" 0,74 + 0,18 bc 096 + 0,10 c 1,70 + 026 c
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3.4.2.5. Contenido de antocianinas.

Para las hojas de los genotipos evaluados el ddotefe antocianinas resultdé nulo, sin
poder detectarse la presencia de las mismas medgt#cnica utilizada. Por el contrario,
si se observaron contenidos diferenciales de amo@Es en tallos de los distintos
materiales evaluados (F=13,5; p<0,0001). En losedodel parental. tenuis“Pampa
INTA” se observo el contenido relativo mas bajo aetocianinas (0,02 mmol de
cianidina/g peso fresco). En comparacion, los dated parental “charlii” presentaron 10
veces mas antocianinas que losLdeéenuis en ellos se observd un nivel de 0,2 mmol de
cianidina/g peso fresco, mientras que en los clateslos genotipod.. tenuis x L.
corniculatus se observaron valores intermedios (Tabla 3.6).

Tabla 3.6.Contenido de antocianinas en talloLadusspp. Prueba de Duncan, medias con
una letra en comun no son significativamente difie® (p<0,05).

mmol cianidina / g PF

Material (media + d.e.)

L. corniculatus "charlii" 0,20 i 0,03 A
L. tenuis x L. corniculatus 1 0,09 + 0,03 B
L. tenuis x L. corniculatus 2 0,11 i 0,05 B
L. tenuis x L. corniculatus 3 0,12 i 0,04 B
L. tenuis X L. corniculatus 4 0,12 i 0,04 B

L. tenuis "Pampa INTA" 0,02 i 0,01 C

3.4.2.6. Calidad forrajera y cinética de digestibitlad de proteinas.

Se observé una elevada digestibilidad de la mategiea para todos los materiales
evaluados. Los clones de los genotipos hibridoseptaron valores comprendidos entre
80-84% al igual que los de tenuis“Pampa INTA”; la digestibilidad de los clones del
parental L. corniculatus “charlii” resultd levemente inferior (78%). Por suarte, el
contenido de proteina bruta fue elevado tambiéa juar clones de los genotipos hibridos,
observandose valores comprendidos entre 21,4 WR23r otra parte, los clones del
parentallL. tenuis presentaron contenidos de alrededor de 23% mseua en los del
parentalL. corniculatusse observaron valores mas bajos (16,2%).

Para la evaluacién de cinética de digestibilitladitro de la proteina en vastago de clones
de L. tenuis L. corniculatusy L. tenuisx L. corniculatus2 se observo la ausencia de
interaccion tiempo de digestion x genotipo (F=0,490,81); sin embargo, se observaron
diferencias entre genotipos (F=41,33; p<0,0001ntyeetiempos de digestion (F=17,97;
p<0,0001). En este sentido se observo que los laleel. tenuis “Pampa INTA
presentaron para todos los tiempos de digestidaresade proteina mas elevados que los
clones deL. corniculatus mientras que los clones de tenuis X L. corniculatus 2
presentaron valores intermedios. En cuanto al tied® digestion, se observé para todos
los genotipos los contenidos mas elevados de pestain el tiempo cero, mientras que a
las 48 horas de digestion se observaron los calueninas bajos. Los contenidos de
proteinas a las 6 y 24 horas de digestion fue aigslentre si, pero intermedios en relacion
alas 0 y 48 horas de digestion (Figura 3.21).
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Figura 3.21.Cinética de digestibilidaih-vitro de proteinas en vastagoldeusspp.
3.4.2.7. Evaluacion bajo estrés salino.

3.4.2.7.1. Parametros de crecimiento.

En general se observé una disminucion marcada dEintiento de los diferentes
materiales bajo tratamiento salino en comparacléecoatrol. Esto pudo ser mesurado a
través del peso seco, para el cual se observo nieeagcion tratamiento x genotipo
significativa para el peso seco de la hoja (p=0y0d) tallo (p=0,01). Por el contrario, no
resultd significativa para el peso seco de laseg{p=0,7). Para las tres fracciones, en
todos los materiales evaluados, se observo un npaEsar seco bajo tratamiento salino en
comparacion al control (p<0,05). Para el peso siecoaiz se observo que en general, los
clones de las plantas hibridas (excepto los cloeégenotipo hibrido 1) presentaron un
mayor peso seco que el observado en ambos paeeiffabla 3.7). No se observaron
diferencias en el peso seco de las hojas de ltatds materiales bajo tratamiento salino.
Sin embargo, bajo tratamiento control, los clonglsggnotipoL. tenuisx L. corniculatus2
presentaron un peso mayor que el observado parasapaventales (Tabla 3.7). Para el
peso seco del tallo se observé que bajo tratamiemtrol, los diferentes materiales no
presentaron diferencias. Por ultimo, bajo estréscsael mayor peso seco del tallo fue
observado eth. tenuisy el menor erL. corniculatus“charlii”, mientras que los clones de
los genotipos hibridos presentaron valores intefosgd abla 3.7).
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Tabla 3.7. Peso seco de hoja, tallo y raiz de los diferegestipos de.otus spp. bajo
tratamiento control y salino. Prueba de Duncanirdede cada bloque gris medias con una
letra comun no son significativamente diferente(p5).

Peso seco de hojas (g / planta)

Material Control Salino p-valor

media d.e. media d.e. control vs. salino
L. corniculatus "charlii" 048 = 0,14 a 0,32 =+ 0,04 a 0,0278
L. tenuis x L. corniculatus 1 045 = 0,19 a 0,27 = 0,04 a 0,0397
L. tenuis x L. corniculatus 2 0,76 = 0,10 c 0,32 + 0,05 a <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 3 0,72 += 0,15 bc 0,32 + 0,05 a 0,0003
L. tenuis x L. corniculatus 4 0,60 + 0,26 abc 0,33 + 0,06 a 0,0303
L. tenuis "Pampa INTA" 0,52 + 0,14 ab 0,32 + 0,08 a 0,0148

Peso seco de tallos (g / planta)

Material Control Salino p-valor

media d.e. media d.e. control vs. salino
L. corniculatus "charlii" 0,44 = 0,10 a 0,14 = 0,01 a 0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 1 0,68 = 0,29 a 0,17 = 0,02 ab 0,0017
L. tenuis x L. corniculatus 2 0,89 = 0,17 a 0,19 + 0,04 ab <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 3 0,79 = 0,19 a 0,19 + 0,04 ab <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 4 085 + 0,38 a 0,24 + 0,04 bc 0,0029
L. tenuis "Pampa INTA" 0,62 + 0,19 a 0,30 + 0,11 ¢ 0,0071

Peso seco de raices (g / planta)

Material Control Salino p-valor

media d.e. media d.e. control vs. salino
L. corniculatus "charlii" 0,30 £ 0,11 a 0,19 + 0,03 a <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 1 043 + 0,13 bc 0,33 = 0,07 bc <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 2 0,53 £ 0,10 c 0,31 + 0,05 ¢ <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 3 0,47 = 0,19 c 0,33 =+ 0,09 ¢ <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 4 045 = 0,16 c 0,38 + 0,06 c <0,0001
L. tenuis "Pampa INTA" 0,37 = 0,10 ab 0,23 + 0,05 ab <0,0001

Teniendo en cuenta el peso seco de la planta esgeshservd quk. tenuispresento en
promedio 0,85 £ 0,23 g/planta bajo tratamientonsalel cual fue superior (p<0,05) que el
observado parh. corniculatus‘charlii” bajo las mismas condiciones (0,65 * Og@glanta),
mientras que los clones de los genotipos hibridesgmtaron peso seco intermedio entre
ambos parentales (entre 0,76 y 0,83 g/planta).

3.4.2.7.2. Contenido de iones.

Mediante la evaluacion de los niveles de ionesasrhbjas de los materiales ensayados, se
observo una interaccion tratamiento x genotipoifiggiiva para el contenido de*Ktanto

en la fraccion de “hojas viejas” (p<0,0001) comol@rde “hojas nuevas” (p=0,0003) y
también para el contenido de ™Nen la fraccion de “hojas nuevas” (p=0,013). Sitbargo,

la interaccion no fue significativa para el contlende N& en la fraccién de “hojas viejas”
(p=0,21). Los valores obtenidos para los contenitbobld y K* en los distintos materiales
evaluados bajo ambos tratamientos pueden obseemataeTabla 3.8.
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Tabla 3.8.Contenido de Ky Na' en “hojas viejas” y “hojas nuevas” detusspp. Prueba
de Duncan, dentro de cada bloque gris medias coa letra comin no son
significativamente diferentes (p<0,05).

Potasio (mg/kg MS)

Material Hojas viejas Hojas nuevas
Control Salino p-valor Control Salino p-valor
(media + d.e.) (media+d.e.) control vs salino (media +d.e.) (mediadte.)  control vs salino
L. corniculatus “charlii" 65,97 + 6,44 ab 26,76 + 4,38 c <0,0001 51,94 + 445 c 27,00 £+ 2,62 c <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 1 1 62,33 £ 3,80 a 979 = 214 a <0,0001 43,35 = 4,70 ab 1592 + 256 a <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 2 83,10 * 5,88 c 16,67 £ 6,72 b <0,0001 51,76 £+ 2,58 ¢ 19,01 + 2,16 b <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 3 172,36 * 584 b 9,01 + 334 a <0,0001 48,01 + 2,27 bc 14,10 + 0,94 a <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 4 66,95 * 11,79ab 12,67 £ 2,66 ab <0,0001 46,10 = 5,74 ab 14,67 + 1,46 a <0,0001
L. tenuis "Pampa INTA" 59,58 + 5,68 a 12,34 + 2,65 ab <0,0001 4198 + 557 a 1981 + 2,40 b <0,0001
Sodio (mg/kg MS)
Material Hojas viejas Hojas nuevas
Control Salino p-valor Control Salino p-valor
(media +d.e.) (media+d.e.) control vs salino (media +d.e.) (mediadte.)  control vs salino
L. corniculatus “charlii" 349 + 154 ab 54,26 + 5,07 ab <0,0001 299 + 257 b 39,06 + 11,31 bc <0,0001
L.tenuis x L. corniculatus 1 = 2,44 * 1,29 a 48,05 = 11,36 a <0,0001 095 = 087 a 35,97 £ 4,54 abc <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 2 | 2,14 + 0,94 ab 49,79 + 8,10 ab <0,0001 021 + 0,32 a 32,04 £ 4,95 ab <0,0001
L.tenuis x L. corniculatus 3 = 2,84 = 1,03 b 5733 £ 7,82 b <0,0001 0,76 = 051 a 4431 = 575 c <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 4 | 2,47 * 0,99 ab 52,41 + 4,53 ab <0,0001 095 + 0,75 a 36,20 + 5,16 abc <0,0001
L. tenuis "Pampa INTA" 251 + 091 b 57,39 + 537 b <0,0001 0,39 +* 057 a 29,49 + 541 a <0,0001

Cabe destacar que en todos los materiales evaluzjosestrés salino y para las dos
fracciones de hojas se observé un aumento de Veseside Nay contrariamente, una
disminucion de los niveles de*ken comparacion al tratamiento control. A su vez, e
clones del. tenuisy L. corniculatusse observé una mayor acumulacion dé Ba la
fraccion de “hojas viejas” en relacion a la fraccie “hojas nuevas” (p<0,05). Esto mismo
pudo observarse para los clones de los genotiposid$ 2 y 3. Sin embargo, los clones de
los genotipo hibridos 1 y 3 presentaron contengiimilares de Natanto en la fraccion de
“hojas viejas” como en la de “hojas nuevas” (p=0y8p=0,43; respectivamente). Por
altimo resulta interesante el contenido degd L. corniculatus‘charlii” el cual fue mayor

al del resto de los materiales evaluados bajortiatzto salino tanto en las “hojas viejas”
como en las “nuevas” (p<0,05).

Por otra parte, para el contenido de €4 observo interaccion tratamiento x genotipo
significativa tanto para la fracciéon de “hojas &&]j (p<0,0001) como para la de “hojas
nuevas” (p=0,01). Los resultados de las deternom&s de los niveles de ‘Gén los
distintos materiales puede observarse en la Ta#la 3
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Tabla 3.9. Contenido de Clen “hojas viejas” y “hojas nuevas” d®tus spp. Prueba de
Duncan, dentro de cada bloque gris medias conatreadomun no son significativamente
diferentes (p<0,05).

Cloruros (mg/kg MS) en hojas viejas

Genotipo Control Salino p-valor

(media £ d.e.) (media+d.e.) control vs salino
L. corniculatus "charlii" 582 + 241 ab 35,71 £ 20,32 a 0,0265
L. tenuis x L. corniculatus 1 698 + 1,19 b 61,39 £+ 2,19 ¢ <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 2 496 + 0,40 ab 43,66 + 9,74 ab 0,0002
L. tenuis x L. corniculatus 3 401 + 0,69 a 55,75 + 548 bc <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 4 449 + 1,14 ab 4486 + 523 ab <0,0001
L. tenuis "Pampa INTA" 6,67 + 223 b 86,44 + 864 d <0,0001

Cloruros (mg/kg MS) en hojas nuevas

Genotipo Control Salino p-valor

(media +d.e.) (media+d.e.) control vs salino
L. corniculatus “charlii" 6,86 + 1,13 c 2795 + 486 ab 0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 1 565 + 0,34 abc 3454 + 376 b <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 2 495 + 0,69 a 2346 £+ 469 a 0,0002
L. tenuis x L. corniculatus 3 519 + 0,46 ab 3441 + 425 b <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 4 533 + 1,10 ab 28,66 £+ 3,89 ab <0,0001
L. tenuis "Pampa INTA" 6,62 + 1,32 bc 3236 £+ 518 b 0,0001

Se observé que para todos los materiales y parddesgipos de hojas bajo tratamiento
salino los niveles de Ctesultan superiores a los observados bajo trataoneontrol. El
incremento de cloruros dependid del material evilyase encontré comprendido entre 30
y 80 mg/kg MS para las “hojas viejas”, observandelsenayor aumento eh. tenuis y
entre 21 y 29 mg/kg MS en las “hojas nuevas”. Bajadicion salina y en las “hojas
nuevas”, las diferencias observadas en los nive¢e€l no fueron muy marcadas. Sin
embargo, en las “hojas viejas” se observé una itapt® diferencia, donde los cloneslde
corniculatus“charlii” y los de los genotipos hibridos presentamenores contenidos de
CI" que los clones de. tenuis Por ultimo, se observé que en general, bajoniatsto
salino, las “hojas viejas” presentaron un mayotteoido de Clen relacion al contenido en
las “hojas nuevas” (p<0,01), excepto para los dodel. corniculatus“charlii” en los
cuales no se observaron diferencias entre lasrdosidnes de hojas (p=0,48).

3.4.2.7.3. Actividad del fotosistema |I.

La actividad del fotosistema Il fue evaluada garéenuis“Pampa INTA”, L. corniculatus
“charlii”, L. corniculatus “San Gabriel” y clones de los genotipds tenuis x L.
corniculatus Para el parametro RCM no se observd interaccitarmiento x genotipo
(p=0,103) ni tampoco se observaron diferencias ddelal tratamiento (p=0,201) o al
genotipo (p=0,251). El valor medio observado fu®dd + 0,05 (Fv/Fm).

El coeficiente de atenuacion no fotoquimica (gPjesulté modificado como consecuencia
del estrés salino en ninguno de los materialesuadaks (Tabla 3.12). Tampoco se
observaron diferencias entre los distintos genstipajo tratamiento control (p=0,10) y
salino (p=0,33). Para el coeficiente de atenuacidm fotoquimica (QN) se observd un
aumento del mismo bajo tratamiento salino para dgama de los materiales evaluados,
excepto pard. corniculatus‘charlii” y los clones del genotipb. tenuisx L. corniculatusl
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(Tabla 3.10). Se pudo observar que bajo estrésoskls valores de gN observadoslen
corniculatus“charlii” fueron los Unicos que se diferenciaroel desto de los materiales
evaluados (p=0,0045); las plantas de esta poblgrEsentaron valores relativamente mas
bajos. En el tratamiento control también se observdiferencias entre genotipos para los
valores de gN (p=0,045); bajo este tratamiento,closes del. corniculatus“charlii”,
junto con los clones de los cuatro genotipos halsriggresentaron los valores mas elevados.

Tabla 3.10. Coeficiente de atenuacién fotoquimico (qP) y adefite de atenuacién no
fotoquimico (gN) en plantas deotus spp. bajo tratamiento control y salino. Valores
promedio de las ultimas 4 mediciones.

. . qP p-valor gN p-valor
Material Tratamiento media d.e. control vs salino media d.e. control vs salin

L corniculatus "San Gabriel® Control 0,64 + 0,16 0,805 0,53 + 0,11 0,020
' Salino 0,67 + 0,14 0,73 £ 0,11

- R Control 0,71 + 0,03 0,053 0,64 + 0,10 0,013
L. tenuis "Pampa INTA salino 054 + 0,12 083 + 0,02

L tenuis x L. corniculatus 1 Control 0,73 + 0,10 0,135 0,83 + 0,07 0,572
' ' Salino 0,55 + 0,11 0,86 + 0,02

L tenuis x L. corniculatus 2 Control 0,61 + 0,05 0,220 0,72 + 0,07 0,016
' ’ Salino 0,54 + 0,06 0,86 + 0,03

L tenuis x L. corniculatus 3 Control 0,59 + 0,07 0,640 0,70 £+ 0,05 0,002
' ' Salino 0,56 + 0,04 0,90 + 0,03

L tenuis x L. corniculatus 4 Control 0,72 + 0,16 0,756 0,77 £+ 0,05 0,037
' ' Salino 0,68 + 0,13 0,89 + 0,02

L corniculatus "charlii* Control 0,52 + 0,02 0,162 0,52 + 0,02 0,325
' Salino 0,54 + 0,03 0,54 + 0,03

Mas interesantes aun resultaron los valores olisrpdra el pardmetro NPQ, en donde se
observo que el tratamiento salino, en relaciomaghiiento control, produjo un incremento
en el mismo para los materialés corniculatus“San Gabriel” (p=0,006) y.. tenuis
(p<0,0001). Por el contrario, no se observaronrelifeias entre los tratamientos para los
materialed.. corniculatus‘charlii” (p=0,601) yL. tenuisx L. corniculatus(p=0,6413). Las
curvas obtenidas para este parametro pueden obseprala Figura 3.22.
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3.4.2.7.4. Niveles de taninos condensados y antoanas.

Para los niveles de TC en hojas de los genotipaBiados se observo una interaccion
genotipo x tratamiento significativa para la fraecsoluble (F=8,65; p<0,0001), insoluble
(F=2,31; p=0,048) y total (F=4,49; p=0,0009). Ememal se observo, que el contenido
foliar de TC de los diferentes materiales evaluadws se afectdé por el tratamiento.

Unicamente para la fraccién de TC solubles en hdgsos clones dé. corniculatus

“charlii”, se observé un menor contenido bajo tndtnto salino en comparacion con los
mismos bajo tratamiento control. No obstante ¢#loto en el tratamiento salino como en el
control se observo que las plantasLdeorniculatus“charlii” presentaron niveles foliares

relativamente mas elevados de TC en contraste pldatas dd.. tenuisque presentaron

los niveles mas bajos, mientras que en los cloedesigenotipos hibridos se observaron
niveles intermedios. Los niveles foliares de TC lea materiales evaluados puede

observarse en la Tabla 3.11.



71

Tabla 3.11. Contenido de TC en hojas dletus spp. Prueba de Duncan, dentro de cada
bloque gris medias con una letra comun no sonfgighivamente diferentes (p< 0,05).

Fraccion Material Contr.ol (mg TC/g MS) Salinp (mg TC/g MS) p-valor _
Media d.e. Media d.e. control vs. salino
L. corniculatus "charlii" 11,17 £+ 1,04 e 9,16 = 1,8 d 0,004
L. tenuis x L. corniculatus 1 1,08 £+ 0,18 ¢ 1,14 £ 057 b 0,6986
Soluble L. tenuis x L. corniculatus 2 051 = 0,2 b 0,6 = 0,27 ab 0,3671
L. tenuis x L. corniculatus 3 048 + 0,08 b 0,37 = 0,21 ab 0,1432
L. tenuis x L. corniculatus 4 183 + 043 d 23 £+ 097 ¢ 0,1508
L. tenuis "Pampa INTA" 0,06 = 002 a 0,06 = 0,04 a 0,6409
L. corniculatus "charlii" 14,02 + 3,47 d 119 £ 419 e 0,2688
L. tenuis x L. corniculatus 1 471 + 098 b 6,67 = 292 d 0,1842
Insoluble L. tenu?s xL. corn?culatus 2 392 + 113 b 409 + 155 bc 0,7747
L. tenuis x L. corniculatus 3 397 + 192 b 304 =+ 113 b 0,1903
L. tenuis x L. corniculatus 4 6,24 + 157 ¢ 6,05 += 1,38 cd 0,7694
L. tenuis "Pampa INTA" 093 * 034 a 0,75 = 028 a 0,2098
L. corniculatus "charlii" 2459 + 241 d 2141 + 394 d 0,0635
L. tenuis x L. corniculatus 1 579 = 094 b 782 = 244 c 0,0647
Total L. tenu?s xL. corn?culatus 2 449 + 125 b 469 + 143 b 0,7286
L. tenuis x L. corniculatus 3 447 + 191 b 34 = 106 b 0,1316
L. tenuis x L. corniculatus 4 807 = 1,79 c 88 + 184 ¢ 0,3562
L. tenuis "Pampa INTA" 0,99 + 034 a 08 £+ 028 a 0,1735

Para el contenido de TC en tallos se observo lanais de interaccion tratamiento X
genotipo para la fraccion soluble (F=0,5; p=0,78%oluble (F=1,63; p=0,17) y total
(F=1,65; p=0,16). Si bien no se observé un efeelardtamiento en la fraccion soluble e
insoluble de los niveles de TC (p>0,05), si fueeolasdo para el contenido total de TC
(F=4,06; p=0,048). En este sentido, el contenidd @eotales bajo tratamiento salino fue
inferior al mismo bajo tratamiento control. A suzyéambién se observaron diferencias
entre genotipos para las tres fracciones de TC,(¥0Los clones dé&. corniculatus
presentaron los contenidos mas elevados, mientig$og del. tenuislos mas bajos. Los
clones de los genotipos hibridos presentaron enalas valores de TC intermedios o
similares d_. tenuis(Tabla 3.12).
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Tabla 3.12. Contenido de TC en tallos dstus spp. Prueba de Duncan, dentro de cada
bloque gris medias con una letra comun no sonfgigtivamente diferentes (p<0,05).

Control Salino Promedio genotipos
Fraccion Material (mg TC/g MS) (mg TC/g MS) (mg TC/g MS) p-valor
Media d.e. Media d.e. Media d.e. control vs. salino
L. corniculatus "charlii" 0,31 + 0,16 0,31 + 0,22 031 + 0,19 b 0,3219
L. tenuis x L. corniculatus 1 0,08 + 0,04 0,04 + 0,02 0,06 = 004 a 0,3219
Soluble L.tenu?st.corn?cuIatusZ 0,10 + 0,06 0,04 + 0,02 0,07 = 005 a 0,3219
L. tenuis x L. corniculatus 3 0,13 + 0,08 0,06 + 0,03 0,09 = 0,06 a 0,3219
L. tenuis x L. corniculatus 4 0,05 + 0,05 0,09 + 0,10 0,07 = 0,07 a 0,3219
L. tenuis "Pampa INTA" 0,03 = 0,01 0,03 = 0,02 0,03 + 0,02 a 0,3219
L. corniculatus "charlii 2,70 + 1,28 1,29 + 1,39 200 = 147 c 0,0624
L. tenuis x L. corniculatus 1 1,15 + 0,68 1,10 + 0,91 1,13 £ 0,77 ab 0,0624
Insoluble L.tenu?st.corn?cuIatusZ 1,46 + 0,41 0,75 + 0,37 1,11 £ 0,52 ab 0,0624
L. tenuis x L. corniculatus 3 1,07 + 0,36 0,85 + 0,85 096 + 0,63 ab 0,0624
L. tenuis x L. corniculatus 4 1,42 + 0,86 1,47 + 0,77 1,44 + 0,78 bc 0,0624
L. tenuis "Pampa INTA" 0,40 + 0,04 0,55 + 0,34 048 *+ 0,26 a 0,0624
L. corniculatus "charlii" 3,01 + 1,25 161 + 1,35 231 = 144 c 0,0485
L. tenuis x L. corniculatus 1 1,22 + 0,71 1,14 + 0,93 1,18 £ 0,79 ab 0,0485
Total L.tenu@st.corn?culatusZ 1,56 + 0,42 0,79 = 0,38 1,17 £ 0,55 ab 0,0485
L. tenuis x L. corniculatus 3 1,19 + 0,36 0,91 + 0,88 1,05 + 0,66 ab 0,0485
L. tenuis x L. corniculatus 4 1,48 + 0,89 155 + 0,78 151 £+ 080 b 0,0485
L. tenuis "Pampa INTA" 0,43 = 0,04 0,58 * 0,35 051 + 0,26 a 0,0485

Por ultimo, para el contenido de TC en raices semb interaccion tratamiento X genotipo
significativa para la fraccion soluble (p=0,0012)oyal (p=0,0037). Sin embargo, para la
fraccion insoluble no fue significativa (p=0,0814).

En general, pudo observarse una disminucion deniledes de TC totales en raiz bajo
tratamiento salino en comparacion a los mismos trajamiento control, con excepcion de
los clones del genotipb. tenuisx L. corniculatus4 los cuales no presentaron diferencias
debido al tratamiento (Tabla 3.13). Esta disminud&mbién se observé para la fraccion
soluble. Por el contrario, no se observaron difgemnen el contenido de TC insolubles en
raices debido al tratamiento.
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Tabla 3.13.Contenido de TC en raices Hetus spp. Prueba de Duncan, dentro de cada
bloque gris medias con una letra comun no sonfgigtivamente diferentes (p<0,05).

Fraccion Material Control (mg TCl/g MS) Salino (mg TCl/g MS) p-valor _
(media £ d.e.) (media + d.e.) control vs. salino
L. corniculatus "charlii" 0,46 + 0,13 a 0,15 £ 0,08 b 0,0005
L. tenuis x L. corniculatus 1 082 + 0,34 b 0,15 * 0,05 b 0,0008
Soluble L. tenuis x L. corniculatus 2 0,86 + 0,18 b 0,15 + 0,08 b <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 3 047 + 0,18 a 0,05 % 0,03 a 0,0005
L. tenuis x L. corniculatus 4 050 + 0,10 a 0,7 + 0,12 b 0,0003
L. tenuis "Pampa INTA" 0,74 £ 0,18 b 0,02 = 0,01 a <0,0001
L. corniculatus "charlii" 065 + 0,10 bc 0,68 * 0,15 bc 0,3923
L. tenuis x L. corniculatus 1 0,72 + 0,11 c 0,73 %= 0,06 [+ 0,3923
Insoluble L. tenu?s xL. corn?culatus 2 066 + 0,17 b 0,52 = 0,14 b 0,3923
L. tenuis x L. corniculatus 3 0,36 + 0,14 a 0,29 * 0,11 a 0,3923
L. tenuis x L. corniculatus 4 0,36 + 0,14 a 0,53 * 0,29 a 0,3923
L. tenuis "Pampa INTA" 09 + 0,10 d 0,77 = 0,13 d 0,3923
L. corniculatus "charlii" 1,12 + 0,19 a 0,83 * 0,19 b 0,0287
L. tenuis x L. corniculatus 1 154 + 0,38 b 0,88 * 0,06 b 0,0019
Total L. tenu?s xL. corn?culatus 2 152 + 0,34 b 0,67 = 0,21 b 0,0008
L. tenuis x L. corniculatus 3 0,83 + 0,30 a 0,34 * 0,14 a 0,008
L. tenuis x L. corniculatus 4 0,86 + 0,21 a 0,70 = 0,36 b 0,3696
L. tenuis "Pampa INTA" 1,70 += 0,26 b 0,79 = 0,14 b 0,0001

Por otra parte, para el contenido de antocianinaall se observé interaccion tratamiento
X genotipo significativa (p<0,0001). Bajo tratant@rsalino se observd un aumento del
contenido de antocianinas en tallo para todos laemales evaluados (Tabla 3.14). A su
vez, bajo tratamiento control, las plantas ldecorniculatus “charlii” presentaron los
mayores contenidos, lo que contrasta con las [@aaée.. tenuis que presentaron los
niveles mas bajos; los clones de los genotiposdoibrpresentaron niveles intermedios.
Bajo estrés salino, los clones del genotipotenuisx L. corniculatus2 incrementaron
marcadamente sus niveles de antocianinas en édig@rvandose en ellos los valores mas
elevados. Por otra parte, los tallos ldetenuis a pesar del incremento, continuaron
presentando los contenidos relativos mas bajositdeianinas, mientras que el resto de los
materiales presentaron niveles intermedios (Taldl4)3

Tabla 3.14. Contenidos de antocianinas en tallo ldgus spp. Valores expresados en
milimoles de cianidina/g PF. Prueba de Duncan,rdede cada bloque gris medias con una
letra comun no son significativamente diferente(p5).

Muestra Control Salino p-valor
(media + d.e.) (media £ d.e.) control vs. salino

L. corniculatus "charlii" 0,20 + 0,03 c 0,34 + 0,07 c 0,0009
L. tenuis x L. corniculatus 1 0,09 £ 0,03 b 0,20 + 0,04 b 0,0002
L. tenuis x L. corniculatus 2 0,12 + 0,05 b 056 + 0,12 d <0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 3 0,12 + 0,04 b 0,34 + 0,07 c 0,0001
L. tenuis x L. corniculatus 4 0,11 + 0,04 b 0,24 + 0,05 b 0,0004
L. tenuis "Pampa INTA" 0,02 + 0,01 a 0,05 + 0,01 a 0,0002
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3.4.3. Cruzamientos entre hibridos.

Los cruzamientos manuales realizados entre losacgahotipod.. tenuisx L. corniculatus

al igual que los cruzamientos realizados con amiddd, resultaron exitosos. Del mismo se
obtuvieron vainas de aspecto normal, conteniende éhy 6 semillas cada una y de
aspectos fenotipicos también normales. El porcenti@y germinacion de las semillas
colectadas manualmente fue elevado (>95%). A mha@foldgico, las plantas logradas no
se diferenciaron marcadamente de sus parentaléddsib

Del andlisis del contenido foliar de TC en 50 deoo®swevos genotipos obtenidos, se
observé que presentaban un contenido foliar meeli®,40 + 0,50; 3,22 + 2,04y 3,62 £ 2,4
mg/g MS para la fraccion soluble, insoluble y tatdpectivamente. La variacion en el
contenido total de TC fue elevada (coeficiente deagion = 66%). Cabe destacar que el
86% de las plantas obtenidas superaron el contdblos medio delL. tenuis“Pampa
INTA” (1 mg/g MS); sin embargo, ningun genotipo aiz6 los valores medios de TC
observados en plantas decorniculatus‘charlii”. En relacion al contenido foliar medi@ d
TC de los genotipok. tenuisx L. corniculatususados como parentales, solo el 18% de su
descendencia superaron el mismo. En la Figura 8€2®uede observar la frecuencia
absoluta del nimero de plantas en funcién de steco foliar de TC.
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Figura 3.23. Frecuencia absoluta del numero de plantas obtemidacruzamiento entre
hibridos en funcion de su contenido foliar de T@l&s.

De esta poblacién se seleccionaron aquellos gersotjpe resultaron contrastantes para el
contenido foliar de TC. Los genotipos seleccionatksto de bajo como de medio y alto

contenido de TC, mantuvieron su fenotipo al prodagavegetativamente. En ellos se

observo una diferencia en el contenido foliar detd@les de 9,3 mg TC / g MS entre el

grupo de clones con altos contenidos y el grupaeldees con bajos contenidos de TC

(F=9,41; p=0,004). Los valores de TC obtenidos ponaibservarse en la Tabla 3.15.
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Tabla 3.15. Contenido foliar de TC en plantas previamentecsgd@adas obtenidas del
cruzamiento entre hibridds tenuisx L. corniculatus Valores expresados en mg TC/g MS.
Prueba de Duncan, dentro de cada bloque gris mediasuna letra en comdn no son
significativamente diferentes (p<0,05).

Grupo de plantas TC solubles TC insolubles TC totales
podep (media + d.e.) (media + d.e.) (media + d.e.)
Alto 345 + 255 b 681 + 316 b 1025 + 230 ¢
Medio 124 + 131 a 270 + 131 a 393 + 189 b
Bajo 023 + 021 a 068 + 032 a 091 + 036 a

En las plantas obtenidas a partir de las semitéectadas en colaboracion con la empresa
Gentos S.A. se observo una gran variabilidad entoumla tincion de TC en hojas (Figura
3.24). La mayoria de las plantas (65%) presentaropatron de distribucion foliar de TC
similar al deL. tenuis donde los TC se encontraban en el tejido adyacaribs haces
vasculares. El resto de las plantas (35%) presemtan patron de tincion similar al de
corniculatuscon densidad de TC variable.
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Figura 3.24.Tincién de TC en hojas de diferentes plantas datsndel cruzamiento entre
hibridosL. tenuisx L. corniculatus

En los dos grupos de plantas seleccionadas quenpabsin tincion de TC contrastante,
también se observaron diferencias en el conterotiarfde TC para la fraccion soluble
(T=5,7; p=0,0003), insoluble (T=6,2; p=0,0002) tatdT=7,2; p<0,0001) (Tabla 3.16).

Tabla 3.16. Contenido foliar de TC en plantas previamentecs@@adas. El simbolo *
indica diferencias significativas comparando efldsedos grupos de plantas (p<0,001).

TC (mg/g de MS) Plantas con alto contenido  Plantas con bajo contenido
Solubles 272 + 144 0,11 =+ 0,07 i
Insolubles 440 =+ 1,99 045 =+ 0,36 i
Totales 712 + 284 0,56 + 0,40 i

3.4.4. Retrocruzamientos.

También los retrocruzamientos de las plantas decl@gro genotipod.. tenuis x L.
corniculatus seleccionados con su parental corniculatus“charlii” resultaron exitosos,
obteniéndose plantulas con alto porcentaje delidaldi EI contenido foliar medio de TC
en los genotipos obtenidos a partir de la retracfue de 4,27 £ 1,39; 6,34 = 1,66 y 10,62
+ 2,58 mg/g MS para la fraccion soluble, insoluptetal respectivamente.
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En relacion a los genotipas tenuisx L. corniculatus los contenidos foliares de TC en las
plantas obtenidas a través de la retrocruza resualsuperiores (F=15,1; p=0,0007), pero
menores a los observadoslercorniculatus‘charlii’ (F=23,62; p=0,0001).

3.5. Discusion.
Consideraciones sobre la poblacion seleccionadh.d®rniculatus

La poblacion de.. corniculatusidentificada en la Albufera de Valencia se desiaoa
diversas caracteristicas que pueden ser de utitideal su aprovechamiento como material
forrajero. Una de ellas, y a diferencia de las talsupertenecientes a cultivares comerciales
de L. corniculatus es que los individuos de esta poblacién diplosd® nativas de
ambientes edéaficos marginales y de baja aptituidagr

Resulta importante destacar la similitud existemte el ambiente donde naturalmente se
encuentran las plantas de la pobladidrorniculatus‘charlii” (ver apéndice 1) y los bajos
salino-alcalinos de la Pampa Deprimida del Salallmbos ecosistemas presentan
condiciones edaficas halo-hidromorficas, lo queitéinel cultivo de la mayoria de las
leguminosas forrajeras utilizadas en nuestro pliszfanti et al. 1988, Montes 1988,
Rubio Delgadoet al. 1998). Es menester recordar que mas del 60% dsulgss de la
pampa inundable corresponde con este tipo de dondg edaficas, comunmente
constituidos por suelos natracuoles asociados awaaqualfes y natralboles (Soriano 1991).
Una de las limitantes edaficas en esta clase dessuesulta su condicion salina. En este
sentido, la mayor supervivencia relativa bajo éptede estrés observada para la poblacion
“charlii”, resulta sobresaliente sugiriendo su petal uso en dichos ambientes.

Cabe destacar que actualmente la mayoria de Igsgonas de mejoramiento forrajero del
géneroLotusse realizan en parcelas agricolas donde las dond&no son limitantes para
el crecimiento; ello genera cultivares con buersgiadateristicas forrajeras en cuanto a porte,
persistencia y productividad, pero dejando par@aliem de lado su adaptabilidad a
diferentes ambientes con menor aptitud agricolagiayet al. 2012). Es por ello que la
incorporacion de nuevo germoplasma como el de Hapwn “charlii”, que amplian la
base genética relacionada a la tolerancia a difssegstreses, se traduce en la posibilidad
de seleccionar mejores materiales para condicied&scas con menor aptitud agricola.

Por otra parte, ademas de su mejor adaptabilidadngrientes marginales, otra de las
caracteristicas remarcable de las plantas de lag@ob “charlii”, constituye su capacidad
de producir rizomas. En este sentido, es de desaeala produccion de de los mismos en
las especies forrajeras del génkatus resulta casi exclusiva de uliginosus ya que las
plantas de las diferentes poblacionesLddenuisy L. corniculatusdisponibles no los
producen (Kirkbride 1999, Valdés 2000, Vignoliogrkandez 2006).

Sin embargo, en trabajos previos se ha reportadexikiencia de una poblacion de
corniculatus nativa de Turquia, que presenta la capacidadatiipir rizomas (Beuselinck

y Steiner 1996, Li y Beuselinck 1996). Estos misraafores resaltan la importancia de
tales 6rganos en la mejora de la persistenciasdpldmtas déotusen las pasturas, motivo
por el cual utilizaron esta poblacién, con el dbfetde obtener cultivares mejorados.
Actualmente, la obtencion de cultivares rizomatodesotus spp. constituye uno de los
mayores objetivos de los mejoradores para increanéatrentabilidad y productividad de
estas especies (Papadopoulos y Kelman 1999, Becls€004, Beuselinckt al.2005).
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Por dltimo, al igual que el resto de las poblacsodel. corniculatus las plantas de la
poblacion “charlii” presentaron la capacidad denaglar TC en sus hojas. Sin embargo, los
niveles foliares de TC de las plantas pertene@eatda poblacion “charlii” resultaron
comparables a los observados en plantds. déiginosus En relacion a ello y teniendo en
cuenta que se ha reportado que mediante la utdizade L. uliginosuscomo forraje el
consumo voluntario por parte de los animales searia afectado debido a su elevado
contenido de TC (Barry y Duncan 1984, Barry y Mgrl886, Leest al. 1994), existia la
probabilidad que la palatabilidad del forraje prado por las plantas de la poblacion
“charlii” se viera también afectada, lo que limigasu posible utilizacion directa como
forraje.

También es importante destacar que a pesar de spae peblacion fue confirmada
taxondmicamente comlo. corniculatussubsp.corniculatus la misma presenta diferencias
morfoldgicas con respecto a otras poblaciones dridana subsp. (el nivel de ploidia, la
capacidad de producir rizomas y el mayor contemieolC). Ello destaca su particular
interés botanico debido a que resulta factible sapque podria tratarse de una subespecie
o incluso hasta de una especie diferente. En estéls, las caracteristicas mencionadas
gue diferencian a esta poblacion del resto de puivlas dd.. corniculatus coinciden con
caracteristicas morfologicas tipicas He uliginosus en especial en lo referente a la
formacién de rizomagvaldés 2000). Sin embargo, las plantas de estmalkespecie se
caracterizan morfolégicamente por presentar tdiktsilosos. A diferencia de ellas, las
plantas de.. corniculatus“charlii” presentan tallos macizos. Adicionalmentambién se
debe destacar que la morfologia de las piezas |ldkraesultd concluyente en la
determinacion taxondémica de esta poblacion dip|datecuales presentaron piezas florales
morfolégicamente similares a las descritas paesjeecid.. corniculatus

Sumado a estas caracteristicas morfologicas detenteis de la taxonomia, mediante el
analisis filogenético a través de la secuenciaadeedion nriTS se determiné que los
genotipos evaluados de la poblacion “charlii” seregpondian con el grupo filogenético
Lotus corniculatusdiferenciandose de las plantasldauliginosus(Figura 3.7). Mediante
el mismo andlisis también se pudo observar quegé®tipos evaluados tampoco se
encontraban muy cercanos al resto de las accesiehesorniculatusevaluadas.

La informacion obtenida no resulta concluyenteaeddterminacion de un nuevo taxon, sin
embargo resulta un objetivo sumamente interesamofeinmizar los analisis taxondmicos
sobre las especies de este género vegetal.

Consideraciones sobre el éxito de la hibridizadrierespecifica.

No cabe duda de que la estrategia del cruzamiatéoespecifico para el mejoramiento de
las caracteristicas forrajeras Hetus spp. constituye una herramienta de suma utilidad
como fuera sugerido (Kelmaat al. 1997, Grant 1999, Kelman 2006a).

Sin embargo, el cruzamiento interespecifico entrenuisy L. corniculatusno habia sido
previamente evaluado con éxito desde un punto d¢a vile interés agronomico.
Posiblemente ello se deba a la dificultad de olidende hibridos viables a partir de este
cruzamiento interespecifico a causa del difereivied de ploidia entre estas especies (Love
y Love 1961, Afon Suareet al. 1967, Castroviejo 1982, Falistocco y Piccirilli 88
(Grant 1999).

La viabilidad de las semillas resulta un punto ingtte en este tipo de cruzamiento, ya
gue mediante la utilizacion de diversas estrategial® a través de la técnica de rescate
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embrionario se han podido obtener plantas vialdds tenuisx L. corniculatus(Latour et

al. 1978, Grant 1999). En este sentido, la utilizadilnuna poblacion diploide de
corniculatuspara su cruzamiento cdn tenuisfue decisiva para la obtencion de plantas
hibridas viables de manera simple. Estas caratadgsincrementan el potencial de
aplicacion agrondmica de los hibridos obtenidos.

Algunos autores han sugerido que la viabilidadadeHibridos interespecificos obtenidos
resulta mayor cuando los genotipos utilizados cpar@ntales se encuentran distanciados
geogréaficamente (Grant 1999). En este sentiddjllaacion de una poblacion argentina de
L. tenuispara su cruzamiento con una poblaciordeorniculatusproveniente de Espafia,
puede haber favorecido el éxito de la estrategdiaada.

Consideraciones sobre la morfologia del hibridemspecifico obtenido.

Se pudo observar que las caracteristicas de manerés desde el punto de vista
tecnologico de ambos parentales se podian encamtréa descendencia hibrida. Una de
ellas resulta la capacidad de producir rizomas rghda en los genotipos hibridos
obtenidosI(. tenuisx L. corniculatu$, lo cual diferencia notoriamente a estos matside

su parental maternb. tenuis Estos resultados se encontrarian en correspaadenit |0
sugerido previamente en cuanto a que la expresgdmizémas ernL. corniculatusse
encuentra controlado por un Gnico gen dominante (B8uselincket al. 1996). Sin
embargo, el nimero y largo de los rizomas prodcide posible que se encuentren
influenciados por la accién de genes aditivos (Biusk et al. 1996). Por ello, resulta de
interés continuar con la evaluacion cuantitatival@® mismos en el material hibrido
obtenido para seleccionar aquellas plantas quemtess las mejores caracteristicas.

Por otra parte, se pudo observar que a diferereigud parentales, los clones de los
genotipos hibridos presentaron un porte mas enectayor longitud de tallos. En este
sentido, se ha reportado que el tipo de habito rédeimiento erecto es una de las
caracteristicas que mejora la habilidad competitigdas plantas deotus frente a otras
especies (Blumenthal y McGraw 1999).

A su vez, el porte erecto favoreceria la biomasasble para el consumo animal cuando
se encuentran en pasturas polifiticas. Considerahdolas plantas de. tenuispresentan
un porte postrado (Mifidat al. 1990) por lo que gran parte de su biomasa queldiarta
por otras especies de la pastura, afectando sugiradad.

Por ultimo, se ha reportado que las plantad_déenuis presentan mayor tolerancia al
anegamiento que las plantas ldecorniculatus ello se debe a su mayor porcentaje de
aerénquimas en raices, su alta proporcion de baagrea por encima del nivel del agua y
su mayor conductancia estomética (Strik¢ral. 2005a). También se ha descrito que
cuando las inundaciones resultan profundas, ldsstale L. tenuis quedan sumergidos
produciendo la muerte por anoxia de la planta. §a sentido, es posible que las plantas
hibridas soporten inundaciones méas profundas gracesus tallos de mayor longitud y su
porte erecto, lo cual nos hemos propuesto estadabrevedad posible.

El mismo habito de crecimiento fue observado enpkstas obtenidas a partir del
cruzamiento entre plantds tenuisx L. corniculatus(Figura 3.25), lo que permitiria la
seleccion de genotipos que presenten las cardicasisle porte deseadas como objetivo
tecnologico de mejora.
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(primavera del 2011).

Independientemente de esta marcada diferencia @ortd de la planta, es interesante
destacar que para otros parametros morfologicosnadidos (area, densidad de tricomas y
relacion ancho/largo en las hojas de los clone®sigenotipos hibridos) se determinaron
valores intermedios entre sus parentales.

Uno de ellos, la densidad de tricomas, fue evaluamhsiderando que se ha demostrado
previamente em\rabidopsis thalianaque la regulacion transcripcional de la densided
tricomas se encuentra relacionada positivamentdacoegulacion de la expresion de los
genes que determinan la biosintesis de TC y amineis (Dubost al. 2008). Sin embargo
en el material vegetal evaluado en este trabaginservo lo contrario, ya que las plantas de
L. corniculatus con elevados contenidos de TC y antocianinas,eptasn la menor
densidad de tricomas. Estos resultados estariaaceerdo con lo que fuera reportado
previamente por Grubet al (Gruberet al. 2008), quienes observaron que la densidad de
tricomas no se encuentra relacionada con el caltdate TC en plantas detusspp.

Por otra parte, la relacion ancho/largo del folioémtral se ha utilizado como una de las
caracteristicas morfolégicas para diferentiatenuisde L. corniculatus(Valdés 2000), y
los valores intermedios observados en las plantbedas confirmarian, entre otras
caracteristicas, su estatus hibrido.

Consideraciones sobre la tolerancia al estrés salin

La tolerancia al estrés salino observada paraifesedtes genotipos hibridos en relacion a
sus parentales. Cabe destacar que bajo tratansalimo en los ensayos realizados no se
observé un efecto diferente a la reduccién deligieato dentro del periodo de 21 dias en
presencia de 150 mM de NaCl. Sin embargo, cuargilolédmes de genotipos hibridos, junto
con los de sus parentales fueron sometidos a eBiréate mas tiempo (unos 45 dias bajo
150 mM de NaCl) no se observaron sintomas en nmgienlos clones de los genotipos
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hibridos (Figura 3.26 C, D, E y F). Por el contrata toxicidad fue evidente en los clones
de L. tenuis“Pampa INTA”, donde se observé la caida de hogsales y la muerte del
apice principal (Figura 3.26 A). Por su parte lénfas delL. corniculatus“charlii” no
presentaron sintomas causados por el estrés salisgs hojas apicales, aunque se observo
la caida prematura de hojas basales (Figura 3.26 B)

Como fuera mencionado, se ha sugerido que la aagiol de iones tdxicos en las hojas
causan la muerte prematura de hojas mas “viejasih(lg y Tester 2008). Sin embargo,
cabe destacar que en las plantasLdecorniculatus “charlii’, las “hojas viejas” no
mostraban los sintomas tipicos de toxicidad (clemwgrginal) antes de que se desprendan
de la planta. Es probable que el proceso de elgitinegradual de las “hojas viejas” con
altos contenidos de iones toxicos, constituya usamemo de tolerancia por parte de la
planta.

Figura 3.26. Plantas dé.otus spp. bajo tratamiento control y salif®. L. tenuis“Pampa
INTA”, B. L. corniculatus“charlii’, C. L. tenuisx L. corniculatusl, D. L. tenuisx L.
corniculatus2, E. L. tenuisx L. corniculatus3 yF. L. tenuisx L. corniculatus4.

Estas consideraciones, junto a la integracion dajunto de parametros determinados bajo
tratamiento salino en relacién al control, pernsitgyerir que los clones de los genotipos
hibridos presentan mayor tolerancia al estrés salire las plantas de tenuis“Pampa
INTA”.

Uno de los parametros que mejor explica la tolésaalcestrés salino en especied.déus

lo constituye el contenido de cloruros en vastagoconcentracion de este anion ha sido
previamente correlacionada con la sobrevivencigldatas delotus bajo estrés salino
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(Teakleet al.2010b, Sancheet al.2011) y se ha sugerido la posibilidad de increarelat
tolerancia a salinidad mediante la seleccion deoty@rs que presenten una baja
acumulacién de cloruros (Rogestsal. 1997).

En este sentido, resultd interesante observar agielbnes dd.. corniculatus“charlii”
presentaron la menor acumulacion de cloruros éadaion de “hojas viejas”. Por su parte,
los clones de los genotipos hibridos también ptasam niveles menores de cloruros en la
fraccion de “hojas viejas” que los observados endiones dd.. tenuis“Pampa INTA”.
Estas observaciones podrian explicar parcialmease diferencias observadas en la
tolerancia al estrés salino de los genotipos edaklia

Otro de los pardmetros medidos que resultd intetespara detectar diferencias en la
tolerancia relativa al estrés salino, fueron agseltelacionados a la actividad del
fotosistema Il. En particular para aquellos paréosetelacionados con la atenuacién no
fotoquimica (gN y NPQ), se observaron diferenciagecaquellas plantas relativamente
mas tolerantes con respecto a las de menor tolareglativa. En este sentido, cuando la
planta se encuentra expuesta a luz intensa, esz cdpaprotegerse a si misma
incrementando la disipacién de energia de la luZoema de calor; esta disipacion, es
determinada a través de los parametros de atemuagifbotoquimica (Baker 2008).

Se ha observado én thaliana(especie relativamente sensible al estrés salmoparcado
incremento en el NPQ cuando es expuesta a 150 mNu@d¢, y se atribuye parte de este
aumento a la fotoinhibicion causada por los iorescbs presentes en hojas (Stepien y
Johnson 2009). Los mismos autores realizaron nuedsi en la especi€hellungiella
halophila (relativamente tolerante al estrés salino) y ol@en que bajo las misma
situacion de estrés salino, el NPQ no se ve inantade en relacién al control.
Considerando ello, es posible que en los materalafuiados que resultan relativamente
mas sensibles al estrés salino, exista un aumenta tbtoinhibicion debida a los iones
toxicos, lo que se relaciona con el incrementd\i®D observado.

Consideraciones sobre la relacion entre el estedms y los niveles de TC y antocianinas.

Como fuera mencionado en la introduccion generd, TC y antocianinas han sido
relacionados con diferentes estreses ambientakasici®armente para los TC, se ha
observado que el aumento de L@ temperatura y la deficiencia hidrica (Anuragaal.
1993, Carteret al. 1999), asi como la intensidad de la luz (Paolatcal. 2005) y la
deficiencia nutricional (Barry y Duncan 1984, Kemi2006b) afectan los niveles de TC en
vastago de plantas detusspp.

No obstante ello, en los materiales evaluados rw pleterminarse un efecto del estrés
salino sobre los niveles de TC a nivel foliar. Rira parte, si fue observada una
disminucion de los niveles de TC totales en tajlosices, lo cual resulta contrario a las
determinaciones realizadas para raices de la legsaiProsopis strombuliferalonde se
observé un marcado aumento del contenido de TCdsijés salino (Reinost al.2004).

Se ha sugerido que los TC, al ser compuestos apiggiades antioxidantes (Hagernmen
al. 1998) se encontrarian relacionados con los meuasisde detoxificacion de las
especies reactivas del oxigeno y que ello se ogladia con una mayor tolerancia al estrés
salino (Reinoset al.2004). Sin embargo, para los materiales evaluadda presente tesis,
junto con la evaluacidon de otras especies del géfuatos no mostrados) resulta dificil
sugerir que los TC se encuentran relacionados @mmkecanismos de tolerancia al estrés
salino, al menos bajo las condiciones ensayadas.
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Por otra parte, se ha observado que los niveleantlecianinas también se encuentran
afectados por diferentes estreses ambientales ebmoremento de luz UV, la deficiencia
de nitrégeno y fésforo, el ataque de patdégenosexpmsicion a bajo valores de pH (Dixon
y Paiva 1995, Chalker-Scott 1999, Keller 2003). Wumeente, es posible suponer una
posible relacion de estos compuestos con la taleraal estrés debida a su capacidad
antioxidante y a la detoxificacion de las especezxtivas del oxigeno causadas por el
mismo (Chalker-Scott 1999, Warren y Mackenzie 2001)

Pudimos determinar que el estrés salino causé unaoha incremento en los niveles de
antocianinas en tallo. Cabe destacar que estolsagssi fueron consistentes con respecto a
otras especies del género evaluadagaponicus L. filicaulis, L. burtii y L. creticug, en
donde se pudo observar la misma tendencia (datasastrados). Pese a ello, hasta el
momento no ha sido posible determinar una cordalaentre los niveles endodgenos de
estos compuestos y la tolerancia al estrés satimdamtas déotusspp.

Consideraciones sobre la calidad forrajera de |dsridos interespecificos.

La calidad del forraje producido por los clonedategenotipos hibridos resulté superior al
de los clones dé. corniculatus“charlii” y similar al de los clones de. tenuis“Pampa
INTA”. En este sentido, los genotipos hibridos pre#aron alrededor de un 80% de
digestibilidad de la MS y alrededor de 21,5% ddagima bruta, lo que se corresponde con
contenidos que resultan similares a los reportpdeoa_. tenuis(Montes 1988, Acuiia 1998,
Blumenthal y McGraw 1999).

Por otra parte, los beneficios derivados de utilleguminosas forrajeras que presenten
contenidos adecuados de TC para la alimentaciomahnhan sido detalladamente
explicados en el capitulo 1. En relacion a elliweceecordar que se ha determinado lque
tenuis presenta niveles foliares de estos compuestosderados subdptimos. Si bien la
ocurrencia de meteorismo agudo en animales quelceerd.. tenuisno ha sido reportada,
es de suponer que en determinadas situacionesnseades de meteorismo subclinico,
afectando el consumo y por lo tanto la ganancigede de los animales.

Debido a ello, es posible que una de las mejorasim@ortante observada en los genotipos
hibridos sea su moderado contenido foliar de TCedfa sentido, los genotipbstenuisx

L. corniculatuspresentaron un contenido medio de 5,7 mg TC ®&@IMS, el cual se
encuentra muy cercano a los niveles considerado® ¢optimos” (alrededor de 5 mg/g
MS) para las leguminosas forrajeras éLial. 1996).

Ademés de la capacidad de impedir el empaste, otemido adecuado de TC mejora la
eficiencia de utilizacion de las proteinas provetdgs de leguminosas por parte de los
rumiantes (Barry y Manley 1986, Waghahal. 1987, Aertset al. 1999b, Barry y McNabb
1999, Cassidat al.2000).

Sin embargo, mediante la digestion a distintos gigsndel vastago de los diferentes
genotipos evaluados, no fue posible observar ditss en la cinética de digestibilidad de
las proteinas a pesar de que los mismos presentareles diferenciales de TC. En este
sentido, hay que tener en consideracion que elkanaé realizo a través de la digestidn
vitro, y es probable que ello influya en los resultadb$enidos. Por ello, resulta
interesante continuar el estudio mediante un asatis/ivo de estos materiales para una
mejor evaluacion de los mismos.
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Consideraciones sobre la segregacion de los TCapsoacion en la mejora vegetal.

Pudimos observar que el contenido foliar de TCosrclones de los genotipbstenuisx L.
corniculatusseleccionados, no resulto intermedio a los nivee3C de ambos parentales
(Tabla 3.4). Dicha posibilidad, solo resultariartaesi los genes que controlan la
acumulaciéon de TC a nivel foliar fueran simplesoy dominancia completa, como se habia
propuesto originalmente (Ross y Jones 1983, Dalrapal. 1984). Sin embargo, con
posterioridad otros autores han sugerido que los& €ncuentran controlados por efectos
genéticos aditivos y presentan una herencia dekctintitativa (Miller y Ehlke 1997). Este
nuevo postulado explicaria la razon por la cudbserplantas hibridas obtenidas se observé
un contenido inferior al intermedio entre ambosptales.

No obstante ello, todas las plantastenuisx L. corniculatusobtenidas presentaron un
patron de tincion de TC similar al de las plantasLd corniculatus“charlii” (parental
paterno) y diferente al de tenuis(parental materno), situacion que se correspcader

la alta heredabilidad reportada para los genedunraddos en su acumulacién (Dalrymple
et al. 1984, Miller y Ehlke 1996, Kelmagt al.1997).

Es menester también tener en cuenta la elevadabilatad en el contenido de TC que se
observd en las plantas obtenidas del cruzamiente éoms genotipos hibridos, lo cual
resulta coherente con una herencia del tipo cadintitpara este caracter, para la cual se ha
reportado incluso la existencia de efectos de &psstaditiva para los genes que controlan
la acumulacion de éstos metabolitos secundariolle(i Ehlke 1997). En estas plantas se
observé un contenido promedio de TC levementeiorfal de sus parentales hibridos.
Asimismo, sobre el material segregante, se handpasileccionar grupos de plantas que
presentaban marcadas diferencias en el conterlidode TC (Tabla 3.16). En este sentido,
es probable que en una nueva generacion obtenidame el cruzamiento libre entre
hibridos interespecificos, su contenido de TC magtidiera a reducirse. También se puede
suponer que mediante la seleccion recurrente, pesible la obtencion de una poblacion
gue posea contenidos adecuados de TC.

Otra posibilidad de mejora tecnoldgica se podriizar mediante retrocruzas con el
parentalL. corniculatus‘charlii”, ya que, como pudo ser observado en tradaboratorio,

la poblacion obtenida de estos cruzamientos présentontenido foliar de TC superior al
de sus parentales.

En la Figura 3.27 se pueden observar los contenfidleees de TC en los distintos
materiales obtenidos a través de este procedimignte que manera los diferentes
cruzamientos afectan este caracter en la poblaeigregante.



84

A5 o
T e |

;f_.
=
Lo
s L B | [ T
=
= :
= =
U i e I e T e e D ]
=1
|
- e L e
g
=
- !l
E e 0 iSEni + ...............................................................................................
. ' [

N = l .................................................................

i T T T | l i

Le (LT x Lo x e LixLe (Lt el x fLt X Lej Lt
Gaemolipas

Figura 3.27. Contenido foliar de TC ehotus spp. Lc:L. corniculatus“charlii”; Lt: L.
tenuis Lt x Lc: plantas hibridas; (Lt x Lc) x Lc: retnaza de las plantas hibridas don
corniculatus“charlii” y (Lt x Lc) x (Lt x Lc): cruzamientos dre plantas hibridas.

Para finalizar, cabe considerar que los material®nidos representan un sistema
novedoso para continuar con el estudio de la sagi@y de este caracter. En este sentido
mediante la evaluacion del contenido foliar de TQeneraciones posteriores, junto con la
seleccion y cruzamiento de aquellos individuos remténtes en este caracter, se podria
concluir con mayor precision respecto al tipo deeheia que presentan estos compuestos.

3.6. Conclusiones.

» Las plantas dé. corniculatusprovenientes de la Albufera de Valencia constituye
material vegetal que se destaca para su utilizaeibnprogramas de mejoramiento
orientado al incremento de las caracteristicagjienas y adaptabilidad a condiciones de
menor aptitud agricola en el género.

» El cruzamiento interespecifico entte tenuisy L. corniculatusconstituye un método
eficaz para la mejora de las caracteristicas &maajen el género.

» La mayor tolerancia al estrés salino de las plahtbgdas supone un elevado potencial
de utilizacién en ambientes afectados por condesi@udaficas salinas.
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Capitulo 4. Regulacion genética de la biosintesig daninos condensados dnotus spp.

4.1. Introduccion.

4.1.1. Especies utilizadas para el estudio de lagidacion de la biosintesis de taninos
condensados.

La via metabdlica de flavonoides, de la cual deriles TC, es una de las mas estudiadas
del metabolismo secundario de las plantas. El estlel esta via metabdlica se ha visto
favorecido en las plantas por la disponibilidachdgantes dé\rabidopsis thaliand.. que
presentan alteraciones en su biosintesis (los nestanT, del inglégransparent testa
(Koornneef 1990, Shirleet al. 1995). Esta especie ha sido ampliamente utilizaao
modelo de estudio de la biosintesis de TC hasta pacos afios (Lepinieat al. 2006). Sin
embargo, presenta dos inconvenientes que la céewien un modelo incompleto para el
estudio de la biosintesis de estos compuestoiieamente sintetiza y acumula TC en la
testa de la semilla (Debeauj@t al. 2003) y b) solo acumula TC basados en unidades
iniciadoras de epicatequina ya que carece de undlogm del precursor de LAR
(Abrahamset al.2003, Tanneet al.2003) (Figura 4.1).

Por otra parte, la induccion de la biosintesis ynadacion de TC ermMedicago sativa
(alfalfa) es uno de los principales objetivos darmejora forrajera de esta especie. Debido
a ello, la especie modeM. truncatulaha comenzado a utilizarse frecuentemente para el
estudio de estos metabolitos (Gopétral. 1980, Xieet al.2003, Dixonet al.2005, Pangt

al. 2007, Panget al. 2008, Pangpt al. 2009, Peekt al. 2009, Zhao y Dixon 2009), aunque
al igual queA. thaliang las plantas dél. truncatulasolo acumulan TC en la testa de la
semilla (Panget al.2007).

También existen estudios de la regulacion genéeda acumulacion de TC realizados con
plantas del génerbotus particularmente en la especie modelgaponicus(Marleset al.
2003, Yoshidaet al. 2008, Yoshideet al. 2010). A diferencia de las otras dos especies
mencionadas anteriormente, las plantak.gaponicuspresentan cierta acumulacién de TC
en vastago. Sin embargo, los niveles de TC enesgiecie son bajos y solo se acumulan en
tejidos adyacentes a los haces vasculares, tal ooorce en plantas de tenuis
Considerando que las especies modelo (sobre ldgscga realiza un andlisis mas
exhaustivo de sus secuencias genémicas) constituysistema incompleto para el estudio
de los TC, algunos investigadores han sugeriddilizacion de plantas de la espetie
corniculatus para el estudio de los mism@slorris et al. 1993, Damianiet al. 1999,
Paolocciet al. 2005, Paoloccet al. 2007). Esta especie no solo presenta la capadielad
acumular TC en sus hojas, sino que en la biostntieslos mismos se encuentran presente,
en igual importancia, la via de biosintesis desfaisatequinas y la via de biosintesis de las
catequinas (Figura 4.1). Estas dos Ultimas coreitares permiten suponer que la especie
L. corniculatusconstituye un modelo mas completo para el estdéi@ontrol genético de

la biosintesis de TC (Paoloati al. 1999).



86

oh ol
_.--_:-._______.UH .-_-."-::"‘-- ]
. om Nl ___l-‘._‘b#', HOL o W ___\;_\\.q__#,J
L L 1.
N P
™ Leucocianidina "8 Leucociamdina
ANS ANS
I?II—.'
X r,;.,w_,u:u-l
HEL g 0 b ) LARI
ol 5l LAR2
e
H . e
Cianidina
AMR
aH r
e OH
HS <2 [H | “"""-.- vtz D
i -
L R
S :
H X _ oH
Epicatequina Catequina Epicatequina
Arahidopsis Lotus
thaliana cornicidatus

Figura 4.1. Biosintesis de las unidades iniciadoras de logCERquina y epicatequina) a
partir de leucocianidina eh. thalianay L. corniculatus(adaptado de Paolocet al., 2007).

4.1.2. Regulacion genética de la biosintesis de itams condensados.

Se ha observado que la expresion del AbiRR en plantas dé\. thalianase encuentra
estrictamente limitada a las células que acumu@mdrante el desarrollo de la testa de la
semilla (Debeaujort al. 2003). Este gen codifica para la enzima antociaaiceductasa,

la cual cumple un rol central en la biosintesis Td& y su actividad se relaciona
directamente con los niveles de TC encontrado®lwenA. thaliang sino también eM.
truncatula(Xie et al.2003).

Mediante el estudio de las mutantes TTAdehalianase determind que el gekNR se
encuentra regulado por tres factores de transoénpcodificados porTT2 TT8y TTG1
(Nesiet al. 2000, Nesiet al. 2001, Debeaujoet al. 2003). El genl' T2 codifica para una
proteina con motivo R2R3-MYB (Nesit al. 2001), mientras qu&T8 codifica para una
proteina con motivo beta hélice-giro-hélice (bHLH),cual ha sido identificada como un
gen ortologo al gefR de maiz (Neskt al. 2000). Por ultimo,TTG1 codifica para una
proteina en la cual se repite cuatro veces el moiD40 (Walker y Davison 1999). Se ha
determinado que estas proteinas, codificadas gogdaesTT2 TT8y TTG1 forman un
complejo ternario el cual regula directamente laresion deANRY los niveles de TC en la
planta (Baudryet al. 2004, Lepiniecet al. 2006). Un esquema de este complejo puede ser
observado en la Figura 4.2.
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Figura 4.2. Modelo esquematico de la estructura y regulacg&ncdmplejo que activa la
transcripcion de los genes relacionados a la liesgde TC.

En este complejo ternario, una secuencia esped&cADN es reconocida por el motivo
MYB de la proteina codificada por el g&i2 al igual que el motivo bHLH de la proteina
codificada pofTT8 Si bien el complejo MYB/bHLH por si solo puedéiear la expresion
de ANR se ha sugerido que la proteina con motivos WBd@ificado poTTGJ) participa
promoviendo la activacién del complejo MYB/bHLH i & union del mismo al promotor
de ANR Sin embargo, su funcién aun no ha sido definmlapietamente (Baudrgt al.
2004).

Si bien se conoce el papel que juegan estos faatleréranscripcion en la biosintesis de TC,
se ha descrito que tanto las proteinas codificada§T8y por TTG1participan también en
la regulacién de distintos procesos del desarrdéola planta, como la formacion de
tricomas, de raices y de mucilago en la testa derfalla (Schiefelbein 2003, Zhaeg al.
2003, Broun 2005, Yoshiczt al.2008).

Sobre esta base se ha propuesto que el factoamtipcion codificado por el gér2
seria el principal responsable de la acumulaciéh@en plantas. En relacion a ello, se ha
observado que la ausencia del gar2 en plantas dé. thalianano afecta la expresion de
los genesCHS CHI, F3H y F3'H (considerados “genes tempranos”). Sin embargo,sésto
determina que la expresion A&R se vea fuertemente disminuida, al igual que léode
genesDFR, ANSy MATE (Nesi et al. 2001). Los mismos autores observaron que la
expresion ddT2induce la expresion dET8 en raices dA. thalianay que la induccién de
los “genes tardios” (aquellos genes que se enaremivolucrados directamente en la
biosintesis de TC) no ocurre cuando la expresiéoi T2 es normal pero se encuentra
ausente el gelT8

Por otra parte, en los estudios realizados sobrespeecie modeld. japonicusse han
determinado tres genes homologaBTa deA. thaliana Tales genes han sido denominados
LjTT2a LjTT2by LjTT2cy codifican para proteinas con motivos conserv&RiR3-MYB,

las cuales presentan propiedades de interaccioproteinas que presentan motivos bHLH
y WD40 (Yoshidaet al. 2008). A su vez, se ha observado que en estaiesgecmanera
similar a lo que ocurre eA. thaliang la biosintesis de TC se encuentra controladaipor
complejo ternario formado por alguna de las preteicodificadas pacjTT2, junto a las
proteinas codificadas pajTT8 (con motivo bHLH, gen homélogoT@ 8 deA. thaliang y
proteinas codificadas pdfTTG1 (con motivos WDR, gen homodlogo BIG1 de A.
thaliand. La induccion de la expresiéon de los gehgET2 regula positivamente la
expresion déjJANR Sin embargo, se ha determinado que la regulgméitiva es mucho
mayor mediante la expresion conjuntalglET2, LjTT8 y LjTTG1 (Yoshidaet al.2010). A

su vez, si bien los tres geng3 T2 regulan la biosintesis de TC, se ha determinagoetju
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genlLjTT2apresenta la mayor actividad regulatoria de la esipn delLjANR (Yoshidaet

al. 2010). Por ultimo, se ha demostrado que la exgmmesttopica de los tres gerg3 T2

en plantas dé. thalianaprovoca una induccion de la expresion de los gBdg ANSy
ANRY que, a su vez, la expresionlg&T2aincrementa la acumulacion de TC en plantulas
deA. thaliana(Yoshidaet al.2010).

Por otra parte, existen reportes sobre la modulaciégativa de la biosintesis de
flavonoides por parte de proteinas con motivos RZHEBMYBs (Aharoniet al. 2001,
Duboset al. 2008, Matsuket al. 2008). En este sentido, la expresion ectdpicdartgs de
tabaco del genFaMYB1 (que codifica para una proteina R2R3-MYB) caus@ un
disminucion del contenido de antocianinas debidsuanteraccion con la proteina con
motivo bHLH perteneciente al complejo que regulaXpresion de los genes relacionados
a la biosintesis de antocianinas (Aharenial. 2001). De la misma manera, la expresion
ectépica de este mismo gen en plantat.deorniculatustuvo un efecto represor sobre la
expresion de los genes que regulan ambas vias asénteisis de TC (catequinas y
epicatequinas). Los autores sugirieron que suefeadria estar dado por la competencia
entre las proteinas codificadas por los géredYB1ly LcTT2por el mismo sitio de unién
en el complejo R2R3MYB-bHLH-WDR, o bien por la repion transcripcional del gen
TT8(Paolocciet al.2011).

Con excepciéon de los trabajos realizados en plansasgénicas dé. corniculatus la
mayoria de los estudios sobre la expresion dedaggque regulan la biosintesis de TC
fueron realizados en plantas que no acumulan sisimificativos de TC a nivel foliaL(
japonicus M. truncatulg A. thalianay Zea mayp Es por ello que resulta interesante el
estudio de la expresion enddgena de los factoredradescripcion y de los genes
relacionados a la biosintesis de TC en especiesngtigalmente presentan diferentes
contenidos foliares de los mismos. En este sergidestudio de la expresion de estos genes
en los materiales obtenidos durante el desarroflolad presente tesis constituye una
alternativa de gran interés. Considerando ello,pnopusimos el objetivo de incrementar la
informacién disponible en el génetotussobre la regulacion de la expresion de los genes
relacionados a la biosintesis de TC y evaluar seeleaion con los niveles de TC.

4.2. Hipotesis.

El contenido foliar de TC en plantas ldetusspp. se encuentra regulado por los niveles de
expresion de los factores de transcripcion codifisgporTT2y TT8 asi como de los genes
PAL DFR, CHS ANS ANR LAR], LAR2y MATE

4.3. Materiales y métodos.

4.3.1. Material vegetal.

Se utilizaron clones de los genotipos obtenidoarterel desarrollo de las actividades del
capitulo 3 . tenuis“Pampa INTA”,L. corniculatus‘charlii” y los 4 genotipog.. tenuisx

L. corniculatu3. A su vez, se utilizaron ocho plantas obtenidek aluzamiento entre
hibridos que fueron seleccionadas en funcion dmstenido de TC.
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4.3.2. Propagacion y cultivo de plantas.

Todos los materiales fueron propagados en formatatga por clonacidon mediante
estacas (Mujica y Rumi 1999). Las estacas fueramtptlas en macetas de 150°cm
conteniendo arena/vermiculita (1/1), irrigadas solucion Hoagland 0,5X y cultivadas en
camara de cultivo durante 30 dias. Las condicideda camara de cultivo fueron similares
a las descriptas en la seccion 2.3.1.2.

4.3.3. Extraccion de ARN vy sintesis de ADNCc.

Se recolectod la totalidad de hojas y tallos de cdola en forma separada y se congelaron
dichas muestras en ;Nliquido en forma previa a su almacenamiento a G80°
Posteriormente las muestras fueron molidas en moorteediante la utilizacion de ;N
liquido, sobre las cuales se realiz6 la extracd®émRN mediante la utilizacion del kit de
extraccion Total RNA Plant Isolation Kit(Sigma) siguiendo las instrucciones sugeridas
por los fabricantes. La integridad del ARN se eggbor electroforesis en gel de agarosa
(1%) en tampén TAE 1X, con 8 pl de BrEt/100 ml, ahte 30 minutos a 10 V/cm. Se
sembraron en el gel\8 del ARN total mezclados con3 de tampdn de carga. Las bandas
correspondientes a los ARNr se visualizaron mediant transiluminador de luz UV y la
presencia de bandas discretas permitié determaneatégridad del ARN extraido (Figura
4.3).
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Figura 4.3. Visualizacion bajo luz UV de una de las repetiemale las muestras de ARN

obtenidas a partir de hojas y tallos de clones adediferentes genotipos. Se pueden
observar las bandas discretas correspondienteRl #bosomal (gel de agarosa 1% en
buffer TAE 1X, 10V/cm).

Luego de la extraccion de ARN se realizé el tragemto de las muestras con una enzima
degradadora de ADN con el fin de eliminar una gdesitontaminacion con material
genomico. Para ello, se tom6 una alicuota del A&l ty se tratd con la enzima Dnase |
(Ambion) de acuerdo al protocolo reportado poraékicante. Posteriormente se corroboré
la ausencia de contaminacion mediante la amplificade la region nriITS de la misma
manera mencionada anteriormente en la seccion.8.834 ausencia de amplificado en las
muestras indicaron que el ARN se encontraba libee cdntaminaciones con ADN
gendémico. A continuacion se llevdo a cabo la evafiacy cuantificacion
espectrofotométrica del ARN tratado, para lo cwakealizdé una dilucién de pl de la
muestra en 1 ml de agua y se midio la absorban2&0ay 280 nm. Solo se utilizaron las
muestras que presentaron una relacién de absoab26@inm/280 nm comprendida entre 2
y 2,2. Para la cuantificacion se utilizé el valdstenido a una absorbancia de 260 nm
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considerando que, a esta longitud de onda, unadrdd absorbancia corresponden a 40
mg de ARN/m.

Para la sintesis de ADNCc se utilizé una alicuotiagdenuestras anteriores contenienda3
del ARN tratado. La reaccion de transcripcion reaefue realizada por el método de
cebado al azarrgndom priming utilizando la enzima “SuperScript IlI H-Reverse
Transcriptase” (Invitrogen) y 100 pmol de hexamg@larmacia Biotech) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. De esta manerabse/oo el ADNc disuelto en un
volumen final de 4@, el cual fue almacenado a -20°C hasta su utilirac

4.3.4. Clonacion de genes.
4.3.4.1. Diseio de cebadores y amplificacion esg@a de los genes.

Para el disefio de cebadores degenerados se ichatifilas secuencias nucleotidicas de los
genes de interés presentes en las espéci¢isaliang M. truncatulg L. japonicusy L.
corniculatus tal como fueron reportadas por el banco de geeéslational Center for
Biotechnology Informatiorghttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Posteriormentes Isecuencias
correspondientes a cada gen fueron alineadas ntedgantilizacion del programa BioEdit
version 5.0.6 (Hall 1999), a partir de lo cual stedtaron las regiones conservadas y se
disefiaron cebadores sobre la base de las mismadameeth utilizacion del programa
“OligoExpress” (Applera Biosystems). Los cebadadesefiados fueron utilizados para la
amplificacién de los genes correspondientes utiibacomo molde el ADN gendmico y
ADNCc extraido de los clones de corniculatus“charlii”, L. tenuis“Pampa INTA” yL.
tenuisx L. corniculatus Las reacciones en cadena de la polimerasa (P&&Rsplizaron de
manera similar a la descripta en la seccién 3.2dmla diferencia de que para cada par de
cebadores se adecud el programa utilizado por retotgclador en funcion de las
caracteristicas de los mismos y de la longitudadsetuencia del amplicon. El producto de
amplificacién obtenido fue directamente, o indie@cénte a través de transformacion
bacteriana, utilizado para su secuenciacion.

4.3.4.2 Preparacién de células competentes y transiacion bacteriana.

Para la transformacion de los productos de amatifim de interés, las células bacterianas
competentes fueron preparadas segun el métodoitdgsor Inoueet al. (1990), el cual
permite obtener células con una eficiencia de toamscion de 1 a 3 x 2QWFC pg'de
ADN plasmidico. Para ello, se tomaron células Escherichia coli XL-1 Blue,
almacenadas a -80°C y se realiz6 una siembra pmamgnto en placas de Petri con
medio LB-agar (10 g triptona, 5 g extracto levaddrg NaCl, 1 ml NaOH 1 N, 15 g agar,
agua destilada hasta 1000 ml) suplementadas aacitéha a una concentracion final de
12 ng ml*, las cuales fueron incubadas durante toda la n@@#¥C. Luego se inocularon
6 colonias en 100 ml de medio SOB (triptona 20xtraeto de levadura 5 g, NaCl 0,5 g,
KCl 250 mM 10 ml, MgCGl 2M 5 ml, agua destilada hasta 1000 ml, pH fin8l) ¥, se
incubd este cultivo a 18°C con agitacion vigoroasté alcanzar una densidad éptica de 0,6
(a2 una longitud de onda de 600 nm). La suspensifulac obtenida se incub6 a 4°C
durante 10 min y se centrifugé a 2500 rpm por 10 ani4°C. El precipitado formado se
resuspendié en 32 ml de una solucién TB (Pipes M) MnCl, 55 mM, CaC] 15 mM,
KCI 250 mM) pre-enfriada y se incub6 a 4°C durdiianin. Posteriormente se centrifugo
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la muestra a 2500 rpm durante 10 min a 4°C y dipitado obtenido se resuspendié en 8
ml de solucién TB, a la cual se adicion6 DMSO hasia concentracion final de 7% (v/v).
Se incubd la muestra a 4°C durante 10 min y laespn celular se dividio en alicuotas
de 200ul, las cuales se congelaron eslijuido y se almacenaron a -80°C hasta su uso.
La clonacion y transformacion bacteriana de logrfrantos amplificados se realizo
mediante el sistema T&A Cloning Vector Kit (Realokich Corporation) siguiendo las
instrucciones provistas por el fabricante. La mez# reacciéon se componia del2Xel
vector de clonacion (25 ndj, 1 ul de T4 ADN ligasa (3Ufl), 1 ul de tampon A de ADN
ligasa, 1ul de tampén B de ADN ligasa, el producto de PCRyyaamiliQ hasta completar
los 10pl. Luego de incubar esta mezcla durante toda laeac4°C fue adicionada a un
tubo con 20Qul de células competentes y se incubd en hielo Pani®. Posteriormente se
procedio a aplicar un choque térmico a las muestiagd5°C por 45 segundos, seguido de
una inmediata incubacién en hielo por 5 min. Pastaente, se afiadieron 7hDde medio
de cultivo LB y 75ul de glucosa 2 M. Se incubé la muestra a 37°C @aa@gn por 1 hora,
luego de lo cual fue centrifugada a 3000 rpm pomil® para acumular las células en el
fondo del tubo. Las células se resuspendieron et &0 medio de cultivo liquido y fueron
plagueadas en placas de Petri conteniendo medmulteo LB agar suplementado con
ampicilina (concentracion final de 5@ ml™) mas 10Qul de IPTG 100 mM y 2@l de X-
gal (50 mg mif). Las colonias transformadas se seleccionaroreporétodo blanco/azul
(blue/whitg. Se extrajo ADN plasmidico de las colonias seéte@das y se secuencio el
fragmento de amplificacion presente en los mismdizando cebadores especificos del
vector (M13y T7).

4.3.4.3. Secuenciacion y disefio de cebadores edjmad.

El producto de amplificacion ya sea directo o prosete de bacterias transformadas fue
purificado mediante el método etanol/EDTA/acetatosddio en placas de 96 pocillos. El
mismo se realizo agregando a cada producto de RCRelacetato de sodio 3M y 2bde
etanol 100% (v/v); posteriormente se agitdé suavéenavirtiendo la placa 4 veces y se
incubd a temperatura ambiente durante 15 minutescedtrifugd durante 45 minutos a
1650 rpm, inmediatamente después se invirtié legplase centrifugo a 185 rpm durante 1
minuto para luego descartar el sobrenadante. Cetemparidad se agregaron 36 de
etanol 70% (v/v) a cada pocillo y nuevamente sériéfegd a 1650 rpm durante 15 minutos
y luego de invertir a 185 rpm durante 1 minuto phescartar el sobrenadante.

A continuacién la muestras se resuspendieron esollacion tampon para su posterior
inyeccion en el analizador de secuencias nucleasdiprovisto por el kit “BigDye
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit” y fuerolyastadas en un analizador ABI Prism
3100 (Applied Biosystems). Las secuencias obtenifd@son alineadas utilizando el
programa BioEdit version 5.0.3. La secuencia nuiema y el alineamiento entre las
poblaciones “charlii” delL. corniculatusy “Pampa INTA” delL. tenuis para los genes
FeTT2 FebHLH FePAL FeDFR FeCHS FeANS FeANR FeLAR1ly FeLAR2pueden
observarse en el Apéndice 3.

En ellas se detectaron las regiones conservadgsrta de las cuales se disefaron
cebadores especificos utilizando el programa Ohkgogss (Applied Biosystems) para su
utilizacion en la cuantificacion relativa a tiempeal. La secuencia de los mismos puede
observarse en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Cebadores especificos utilizados para la cuaatithe relativa a tiempo real de
la expresion de los genes que regulan la biosgntlesTC erotusspp.

Nombre Secuencia

FelaEF Forward 5 TGACAAGCGTGTGATCGAGAGG 3
FelaEF Reverse 5 GATACCTCTTTCACGCTCAGCCTT 3
FeTT2 Forward 5 GCAGGTTTGAAGCGTTGTGG 3
FeTT2 Reverse 5 TGATATATTGCCTCTCTTGATACCTGG 3
FeTT2 a-c Forward 5 CAGGTTTGAAGCGTTGTGGG 3
FeTT2 a-c Reverse 5 ATTGCCTCTCTTGATACCTGGTTT 3
FeTT2b Forward 5 CAGGTTTGAAGCGTTGTGGC 3
FeTT2b Reverse 5 ATTGCCTCTCTTGATACCTGGTCTT 3
FebHLH Forward 5 CAGAGGATCTCTCAGATTCAGAGTGG 3
FebHLH Reverse 5 CCAGGCAAACTTTGGTTGGG 3
FePAL Forward 5 GGCACCCCAATTGGTGTTT 3
FePAL Reverse 5 CGGTGAACTGAGCAAACATGAG 3
FeCHS Forward 57 CAATTTTTTGGATTGCACACCC 3
FeCHS Reverse 5° GAATAGGACACATGCACTTGACATG 3
FeDFR Forward 5 GTCCACTTGGATGATCTTTGTCTTG 3
FeDFR Reverse 5 AATGTCATGGATAGTAGCCTCAGATG 3
FeANS Forward 5 GGAAGTTACCAGCGACTATGCAA 3
FeANS Reverse 5 CCTTCCTTCTTCGAGACCCAA 3
FeANR Forward 5 CCAACTCGCTACACCTGTGAATTT 3
FeANR Reverse 5 TGACCCGTTTAACTTTCGCCC 3
FeLAR1 Forward 5 GCTAAATCATTCATGGTGTTATAAACGA 3
FeLAR1 Reverse 5 ACCTACGAGTGAAATGACAACGTCTAT 3
FeLAR2 Forward 5 CCTTCAGAATTTGGGCACGAT 3
FeLAR2 Reverse 5 TTCGAACAGATGTAGGTGTATGGGA 3
FEMATE Forward 5 CCCTTACTCTCAGCTTCTCTTGG 3
FEMATE Reverse 5 GAGCTTGAAATAAGGCCAAATTCC 3

4.3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa a tiengal.

Las muestras de ADNc obtenidas fueron diluidas aguma miliQ en una relacién 1:10 y
utilizadas para la reaccion en cadena de la pcadisaea tiempo real (RT-qPCR) mediante la
utilizacion de un equipo ABI Prism 7300 SDS (ApgdliBiosystems). En cada reaccion se
utilizaron 5 pl de la muestra; 10 pl de SYBR Gré&pplied Biosystems); 0,2 pl de cada
cebador (a una concentracion de 10 pM) y 4,6 plagea miliQ. El programa de
amplificacion estaba comprendido de un primer E&®°C durante 2 min; un segundo
paso de desnaturalizaciéon a 95°C durante 10 mirterger paso de 50 ciclos donde se
altern6 una temperatura de 95°C durante 15 seg°@ @drante 1 min. Por dltimo, se
realiz6 un cuarto paso donde se determiné la adevdesnaturalizacion de los fragmentos
amplificados mediante un ciclo de incubacién a 9pdC€ 15 seg, 60°C por 1 min y 95°C
por 15 segundos. Ademas, los fragmentos amplifedfaeron evaluados por electroforesis
en gel de agarosa (1%) en tampon TAE 1X, con &BriEt/100 ml, durante 30 minutos a
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10 V/cm, donde se comprobo la ausencia de produntspecificos y el tamafio del
amplicon.

Para el calculo de la eficiencia de amplificaci@oadda gen se realizaron seis diluciones
seriadas del ADNc obtenido de las hojas de loseslael. corniculatus“charlii’, y
posteriormente estas muestras fueron analizadasuoebadores especificos por medio
de RT-gPCR. El valor de Ct obtenido fue graficaddumcion del logaritmo en base 10 de
la dilucién vy la eficiencia fue calculada a pad#& la pendiente de la recta ajustada por
regresion (Pfaffl 2001).

4.3.5. Cuantificacién de taninos condensados.

De las mismas muestras a partir de las cualesaiedréa extraccion de ARN se realizé la
cuantificacion de TC de manera similar a como faescrito en la seccion 2.3.1.4.

4.3.6. Disefo experimental y analisis de datos.

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado4ogpeticiones bioldgicas donde cada
tratamiento correspondia a los distintos genotg@duados. Cada repeticion bioldgica se
encontraba constituida por el ADNc proveniente dé8es del mismo genotipo. A su vez,
de cada muestra de ADNc se realizaron dos repegisitecnicas. Los datos obtenidos se
analizaron mediante la utilizacién del métod®"2 propuesto por Livak y Schmittgen
(Livak y Schmittgen 2001). Para ello, se utilizageh de referenciazEF y el valor de Ct
obtenido para un gen de una muestra en particutarefferido al valor de Ct obtenido con
el gen de referencia en esa misma muestra (senelag el valoACt). Posteriormente este
valor se refirid alACt de la muestra de referencia (los valores fueederidos alACt
promedio de las muestras de ADNc obtenido de Igshd® los clones de tenuis“Pampa
INTA"), se obtuvo de esta manera el valgtCt el cual fue aplicado a la formuld’™.

El andlisis estadistico de la expresion relativaesdiz6 mediante la aplicacion de andlisis
de micromatrices de ADN del programa InfoStat (rfzoet al.2011) con 5000 ciclos de
remuestreo y comparacion de a pares (p<0,05). hébs& de correlacion se realizaron
mediante la determinacion de coeficientes de ami@h de Pearson con un nivel de
confianza del 99% utilizando el programa InfoStat.

4.4, Resultados.
4.4.1. Clonacion de genes y control de la espedii&d de los cebadores.

A modo de resumen en la Tabla 4.2 se detallannigitled e identidad de los genbsEF,
FebHLH FeTT2 FePAL FeDFR FeCHS FeANS FeANR FeLAR1y FeLAR2
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Tabla 4.2.Genes clonados en las plantaslLttenuis‘Pampa INTA” y Lc:L. corniculatus
“charlii” y su identidad con secuencias deposita@as el banco de genes (NCBI).
Referencias: 1. (Paolocet al.2005); 3. (Bavaget al. 1997); 5. Allison G.G. y Robbins,
M.P., sin publicar; 6. Hughes, J.W. y Robbins, Mdt publicar; 7. (Paoloceit al. 2007)

y 8. (Yoshideaet al.2010).

Gen Especie Longitud (pb) Descripcion Presenta similitud con Similitud Ref.
1laEF Lt 676 ADNc L. corniculatus, factor de elongacion 1-alpha, 98% 1
1eEF Lc 805 ADNc ARNmM secuencia parcial (AY633710) 98%

FebHLH Lt 671 ADNc L. japonicus, factor de transcripcion bHLH 99% 8
FebHLH Lc 649 ADNCc (LjTAN1), ARNm (AB492285) 99%
FeTT2 Lt 716 ADNCc L. japonicus, factor de transcripcion R2R3-MYB 99% 8
FeTT2 Lc 711 ADNCc (LjTT2b), ARNm secuencia completa (AB300034) 99%
FePAL Lt 436 ADNc L. corniculatus, fenilalanina amonio-liasa (PAL), 97% 1
FePAL Lc 369 ADNc ARNm secuencia parcial (AY633709) 98%
FeDER Lt 1696 ADN genémico L. corniculatus, dlh(l)c(ig;féa;\ga;nol reductasa (DFRa) 95% 3

L. corniculatus, dihidroflavanol reductasa (DFR), 9

AMi 0,
FebFR Le 1751 ADN genomico secuencia completa (AY633707) % 1
L. corniculatus, chalcona sintasa (CHS), secuencig,
FeCHS Lt 325 ADNC ol (AE TR §oe 5
L. corniculatus, chalcona sintasa (CHS), secuencig |
FeCHS  Lc 322 ADNc ol (GE TR 8ae 5
et L. corniculatus, antocianina sintasa (ANS), -
FeANS Lt 1348 ADN genémico secuencia parcial (AY028931) 99% 6
L. corniculatus, antocianina sintasa (ANS), -
FEANS Le 330 ADNc secuencia parcial (AY028931) 99% 6
o L. corniculatus, antocianina sintasa (ANS), .
FeANS Lc 1493 ADN genémico secuencia parcial (AY028931) 98% 6
FeANR Lt 457 ADNc L. corniculatus, antocianidina reductasa (ANR1-1)99% 7
FeANR Lc 465 ADNCc ARNm secuencia completa (DQ349108) 99%
FeLAR1 Lt 687 ADNc L. corniculatus, leucoantocianidina reductasa 99% 7
FeLAR1 Lc 705 ADNc (LAR1-2), ARNm secuencia completa (DQ34910199%
L. corniculatus, leucoantocianidina reductasa
! 0,
FeLAR2 Lt 498 ADNc (LAR2-1), ARNm secuencia completa (DQ349104)99 %
_ L. corniculatus, leucoantocianidina reductasa
? 0,
FeLAR2 Lt 910 ADN genomico (LAR2-2), secuencia completa (DQ349107) 98% 7
L. corniculatus, leucoantocianidina reductasa
! 0,
FeLAR2  Lc 498 ADNC | AR2-1), ARNm secuencia completa (DQ349104} 0%
- L. corniculatus, leucoantocianidina reductasa
FeLAR2 Lc 911 ADN genémico 89%

(LAR2-2), secuencia completa (DQ349107)

En el apéndice 3 puede observarse que para casaraiento se ha resaltado en color
verde la secuencia sobre la cual se disefiaronelosdores que fueron utilizados para la
cuantificacion relativa de la expresion de los generrespondientes. La amplificacion
sobre las muestras de ADNCc utilizando estos celkadtio como resultado un producto de
111 pb pardoEF, 64 pb par&eTT2 82 pb pard&ePAL 104 pb par&keDFR 142 pb para
FeCHS 93 pb par&eANS 121 pb par&eANR 92 pb par&eLAR1y 131 pb par&elLAR2
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La eficiencia de amplificacion para todos los celvas evaluados resulté superior al 90% y
no se observaron diferencias para la eficiencidodediferentes genes (p>0,01). En la
Figura 4.4 se puede observar como ejemplo alguméssdurvas obtenidas.

o FedNT  (y=-553x4 102 B =090)
= FeDER (y=-35lx4 111 B =089
o JaEF  r=-3d2nt 114 K =089
o Fel ARD (v=-335+ 109 & =099

Chelo en e punno de deteccian (Gt}
=

0.5 0 I}.IS 1 ]5 .*
Logll de la concentracién
Figura 4.4. Eficiencia de amplificacion de los amplicongésEF, FeEDFR FeANSYy
FeLAR2 Entre paréntesis se presenta la ecuacién deta apistada y su coeficiente de
regresion.

La especificidad de los cebadores pudo ser confian@através de la presencia de una sola
banda del tamafio esperado luego de realizar laradfl@esis en gel de agarosa de los
productos amplificados en la reaccién de RT-qPG&u(R 4.5).

Le LHI LH2Z2 TLH3 LH4 Lt Le LHILHZLHILHA Lt Lo L1 LH2 LHS LHd

P-alfabF

1-alfaEF

Lt [g LH]1 LH2 LH3 LH4
Lt Le LHILHZLH3ILBAR Lt L& DHi LH2 1HS LH

FelT2 ~ FeCHS
Figura 4.5. Geles en donde se sembré el producto obtenida &T1qPCR de los genes
1aEF, FeTT2 FeCHSy FeLAR1para las muestras de hoja delLttenuis*Pampa INTA”,
Lc: L. corniculatus“charlii” y LH: L. tenuisx L. corniculatusl, 2, 3 y 4. Gel de agarosa
2% en buffer TAE 1X, 10V/cm. Marcador de peso molac1Kb+.
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Adicionalmente, la especificidad de los cebadoresmfirmé mediante el estudio de la
curva de desnaturalizacion, donde se pudo obsdavgiresencia de un Unico pico
correspondiente con la temperatura de fusion daelymto amplificado. La temperatura de
fusion observada para el gen de refererki&F fue de 82,2°C. Para el factor de
transcripcion FeTT2 se observaron dos picos a 76,5 y 79,3 °C, mienjjas se
determinaron picos Unicos a 76,7°C, 79,2°C y 78 dataFeTT2a-¢ FeTT2by FebHLH
respectivamente. Por su parte, para los gée€AL FeCHS FeDFR FeANS FeANR
FeLAR1 FeLAR2y FeMATEIa temperatura de fusion del producto amplificadode 80,2;
81,2;78,9; 81,1; 80,4; 75,9; 82,2 y 80,3°C respantente.

4.4.2.Cuantificacion relativa de la expresion génica.

Los valores de expresion relativa para los dissijenes evaluados en hoja se pueden
observar en la Figura 4.6. Estos datos indicarbajeexpresion relativa en los cloned.de
tenuis“Pampa INTA” para los gendseTT2 FeTT2h FeCHS FeDFR FeANS FeANR
FeLAR1 FeLAR2y FeMATE en relacion a la expresion observada en clones.de
corniculatus “charlii” (p<0,05). En este sentido resulta inteme® remarcar que la
expresion del factor de transcripcié@TT2ben los clones dé&. corniculatus“charlii”
resulté 73 veces superior al determinado para llmses delL. tenuis Por su parte, se
observaron expresiones relativas intermedias eclto®es de los genotipds tenuisx L.
corniculatus en especial aquellas correspondientes a losréactle transcripciOReTT2y
FeTT2by la de los “genes tardios” que regulan la biesist de TC KeANS FeANR
FeLARly FeMATBE.

También se observaron diferencias entre genotipaslp expresion relativa de los factores
de transcripcioireTT2a-cy FebHLHy del genFePAL (p<0,05). Sin embargo, en este caso
se observo un patron diferente al observado expeesion del resto de genes. De esta
manera, para la forma a-c del factor de transénp€ieTT2 pudo observarse que su
expresion relativa no se diferencio entre cloneardeos parentales. Por el contrario, en los
clones de los genotipos hibridos se observé unaesim relativamente menor, con
excepcion de los clones de tenuisx L. corniculatusl, los cuales presentaron valores
similares a aquellos observados en clones de arpbosntales. Para el factor de
transcripcionFebHLH los valores mas bajos de expresion fueron obsesvadra los
clones delL. corniculatus En los clones de los genotipos hibridos pudo rebsse una
mayor expresion relativa deebHLH con respecto a aquella determinada en los clankes d
corniculatus la cual resulté similar a la de tenuispara algunos genotipos o incluso
superior a otros. Para el géePAL los valores mas bajos de expresion relativa fueron
observados en los clones de tenuis los cuales se diferenciaron de los valores de
expresion observados en los clones deorniculatus A su vez, los clones de los genotipos
hibridos presentaron una expresion similar a lardbos parentales. De todas formas, las
diferencias observadas en la expresion relativaesies tres genes mencionados fueron
menores a 2.



97

A 3 i L |.'
30 ? =
a0 d fia £ ol
£ gl . :
= 5 = b ; ! =3 |
Eig b = | i | . u 30 a
| i a - = 1 by h
il g 4 1
0 o il
Lo LD CLHY TH3 LH4 L Lo LHY O LH2 LH3 LHe Lk fo: LHD LHY TH3 LH4 L
3 3 1k
E d e ¢
:_:':_:,. 1 el w e ;—' 7 b E 8 5
5 o O " Z e o
£ LN v - ab & i bk
% = =4 b ;
o | i o 1 | o ;
& 0 = ! &g 4
] y 1 1}
L rtHE LN LHI LRY ] Lo LHD EHT O LHZ LH3 [ Lo LHD LHE LH3 LH: LX)
Mg 10 10
e
£30 g ¥ g g
b & 1 F b
& 4 -5 4 &
=10 ¢ = A L & by
H COE T =12 ' a: 2 ' n
- L a i -
1] 1 C [ o
Le LHD LHI THR LH4 I Lo LHP LHZ LHE LH4 0 Le LHD LHI LH: LH4 i
a4 ¥ 0 0
. b
= 10 g 16 2197
Ean 12 32
B e ¥ B & B
g b } -5 o
% b I [ g [+
[T b ¢ i = =4 a8 a ; E 4 g b b T
a a i 3 3 - B S a
L] y ] L]
Le LHI LH} [HR [LH4 £Lr Le IHI LH2 LH2 LH4 Lr Le LHY LH} LHR [LH4 Ly
Gienodipo Genodipe Gienodipo

Figura 4.6. Expresion relativa (ER) de los genlesTT2 FeTT2a-¢ FeTT2h FebHLH,
FePAL FeCHS FeDFR FeANS FeANR FeLAR1 FeLAR2y FeEMATEen hojas de plantas
de Lotus spp. Valores expresados comt*? referidos al. tenuis Medias con la misma
letra no presentan diferencias significativas (PSR, Lc: L. corniculatus“charlii”, Lt: L.
tenuis“Pampa INTA” LH: L. tenuisx L. corniculatusl, 2, 3y 4.

Por otra parte, el analisis de la expresion redatie los distintos genes en muestras de tallo
pueden observarse en la Figura 4.7. En este cgaadseobservar que la expresion relativa
presentd un patron similar al observado en lassh@anque las diferencias en expresion
fueron menos marcadas. En este sentido, paradnestd.. corniculatusse observo una
expresion relativa mas elevada para los géedg 2 FeTT2a-¢ FeTT2h FeCHS FeDFR
FeANS FeANR FeLAR1 FeLAR2y FeMATEen relacion a la expresion observada para los
clones de.. tenuis(p<0,05). Los clones de los genotipos hibridosgr@son valores de
expresion relativa intermedios al determinado enclones de ambos parentales. Para el
factor de transcripcioRebHLH se observd una expresion mayor en clonels. denuisen
relacion a los dé. corniculatus mientras que los clones detenuisx L. corniculatus3
presentaron expresiones relativamente mayores.
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Figura 4.7. Expresion relativa (ER) de los genlesTT2 FeTT2a-¢ FeTT2h FebHLH,
FePAL FeCHS FeDFR FeANS FeANR FeLAR1 FeLAR2y FeMATEen tallos de plantas
de Lotus spp. Valores expresados comt*? referidos al. tenuis Medias con la misma
letra no presentan diferencias significativas (PSR, Lc: L. corniculatus“charlii”, Lt: L.
tenuis“Pampa INTA” LH: L. tenuisx L. corniculatusl, 2, 3y 4.

4.4.3. Correlacion entre la expresion de los gengdos niveles de taninos condensados.

Se observo una correlacion positiva entre los oathts de las diferentes fracciones de TC
y la expresion relativa de los factores de trapstin FeTT2y FeTT2b De la misma
manera, la expresion de los geeDFR FeCHS FeANS FeANR FeLAR1 FeLAR2y
FeMATE correlaciond positivamente con los niveles de daintas fracciones de TC
(Tabla 4.3). No obstante, no se observo correlaalgana en relacion a la expresion del
genFePAL asi como de la expresion de los factores dedrigiegdn FeTT2a-cy FebHLH
con los niveles de ninguna de las fracciones de TC.
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Tabla 4.3.Correlacion entre la expresion de los genes quéar la biosintesis de TC y el
contenido de TC. Correlacion de Pearson.

TC solubles TC insolubles TC totales
Gen Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
. p-valor L p-valor L p-valor
correlacion correlacion correlacion
FeTT2 0,83 0,0008 0,97 <0,0001 0,91 <0,0001
FeTT2a-c -0,17 0,5900 -0,25 0,4400 -0,21 0,5100
FeTT2b 0,94 <0,0001 0,93 <0,0001 0,95 <0,0001
FebHLH -0,36 0,2500 -0,11 0,7500 -0,25 0,4200
FePAL -0,31 0,3300 -0,50 0,1000 -0,40 0,2000
FeDFR 0,99 <0,0001 0,92 <0,0001 0,98 <0,0001
FeCHS 0,78 0,0029 0,90 <0,0001 0,85 0,0005
FeANS 0,70 0,0100 0,76 0,0045 0,74 0,0100
FeANR 0,82 0,0010 0,92 <0,0001 0,88 0,0002
FelL AR1 0,97 <0,0001 0,98 <0,0001 0,99 <0,0001
FelL AR2 0,99 <0,0001 0,89 <0,0001 0,97 <0,0001
FeEMATE 0,95 <0,0001 0,98 <0,0001 0,99 <0,0001

Cabe destacar que, a su vez, estos datos indicaragaxpresion de los factores de
transcripcionFeTT2 y FeTT2b se encontrdé correlacionada de forma positiva @on |
expresion de los gend=eDFR FeCHS FeANS FeANR FelLAR1 FeLAR2y FeMATE
(Tabla 4.4). Por otro lado, la expresion de estmdofes de transcripcion se encontrd
correlacionada negativamente con la expresiéneteFgPAL En relacién a los factores de
transcripcion FeTT2a-cy FebHLH no se observd correlacion significativa entre su
expresion y la expresion de los otros genes evatugichbla 4.4).

Tabla 4.4. Correlacion entre la expresion relativa de lodoias de transcripcion y los
genes evaluados. Correlacion de Pearson.

FeTT2 FeTT2a-c FeTT2b FebHLH
Gen Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
L p-valor . p-valor . p-valor L p-valor
correlacion correlacion correlacion correlacion

FePAL -0,49 0,0010 -0,41 0,01 -0,29 0,060 -0,002 0,90
FeDFR 0,82 <0,0001 -0,10 0,54 0,92 <0,0001 -0,27 0,09
FeCHS 0,79 <0,0001 0,04 0,80 0,77 <0,0001 0,07 0,68
FeANS 0,70 <0,0001 0,31 0,05 0,85 <0,0001 -0,30 0,05
FeANR 0,89 <0,0001 0,06 0,73 0,90 <0,0001 -0,18 0,26
FeLAR1 0,91 <0,0001 -0,25 0,13 0,93 <0,0001 -0,23 0,15
FeLAR2 0,78 <0,0001 -0,15 0,37 0,87 <0,0001 -0,32 0,04
FEMATE 0,90 <0,0001 -0,23 0,15 0,92 <0,0001 -0,19 0,24

Por dltimo, se realiz6 la cuantificacion de losatés foliares de TC y de la expresion
relativa de los gendsePAL FeCHS FeDFR FeANS FeANR FeLAR1y los factores de
transcripcionFeTT2 y FeTT2b en las plantas obtenidas y seleccionadas a pietir
cruzamiento entre genotipos hibridos (segunda geider). Los valores obtenidos en este
caso pueden observarse en la Tabla 4.5.



100

Tabla 4.5. Expresion relativa de genes relacionados a ldrigss de TC y niveles de TC
foliares en plantas obtenidas del cruzamiento eloBecuatro genotipog. tenuisx L.
corniculatusseleccionados. nd: no determinado.

FeTT2 FeTT2b FePAL FeCHS FeDFR FeANS
(2-AACY) (2-AACY) (2-AACYH) (2-AACYH) (2-AACY) (2-AACY)
Planta 1 24,70 150,10 2,20 2,54 1,85 16,69
Planta 2 50,47 133,64 2,75 3,58 0,27 8,96
Planta 3 45,81 91,37 3,69 3,01 0,87 16,03
Planta 4 nd 140,65 nd nd nd nd
Planta 5 nd 282,22 nd nd nd nd
Planta 6 32,82 146,23 3,36 2,82 1,25 11,68
Planta 7 50,92 252,46 3,01 2,77 0,64 12,80
Planta 8 18,71 216,71 2,42 3,01 1,10 21,10
FeANR FeLAR1 TC solubles  TC insolubles TC totales
(2-AACY) (2-AACY) (mg/g MS) (mg/g MS) (mg/g MS)
Planta 1 7,01 0,80 0,54 0,73 1,27
Planta 2 3,36 0,50 0,23 2,15 2,37
Planta 3 6,28 0,22 0,19 2,39 2,59
Planta 4 9,45 nd 0,25 3,45 3,69
Planta 5 23,42 nd 3,34 3,83 7,17
Planta 6 6,34 1,57 2,85 5,77 8,62
Planta 7 6,81 8,37 2,27 7,29 9,56
Planta 8 10,30 5,64 5,94 7,86 13,80

Cabe destacar, que a diferencia de las observacieabzadas anteriormente en clones de
L. corniculatus L. tenuisy los genotipos seleccionados de su progeniedaipmo se
observo correlacion significativa (p>0,05) entre@Xgpresion de estos genes y los niveles de
TC en estos nuevos materiales.

4.5. Discusion.

Como fuera mencionado previamente, el factor destrgocion codificado pof T2 regula

la expresion de los “genes tardios” de la biosisitde TC en las especies moddéo
thaliana M. truncatulay L. japonicus(Nesi et al. 2001). De la misma manera, en los
materiales evaluados en este trabajo de tesis, goskrvarse que los niveles relativos de
expresion deFeTT2se encuentran correlacionados con los nivelesxgeegion de los
genefFeANS FeANR FeLAR1 FeLAR2y FeMATE

Ademas, también pudo determinarse una correlaaibre éos niveles de expresion de
FeTT2y los deFeCHSy FeDFR ambos genes considerados “genes tempranos”.tRor o
parte, cabe destacar que se ha reportado quet@l ectranscripcion codificado p®iT8
resulta necesario junto cdmnr2 para la adecuada regulacién de los “genes tardieda
biosintesis de TC en las plantas modelo (Baedr3l. 2004), y que mediante la expresion
ectépica dd T8en plantas de. corniculatus se logré modificar la expresion de los “genes
tardios” de la biosintesis de TC y en consecudasiaiveles de los mismos (Damiatial.
1999, Paoloccet al. 1999). Sin embargo, en los materiales obtenidesajuados en esta
tesis, no se observo que los niveles de expresidelobHLH se encuentren correlacionados
con la expresion de los “genes tardios” o bienlosmiveles de TC.
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Por otra parte, el nivel de expresion del factortrd@scripcionFeTT2y de los “genes
tardios” se encontraron fuertemente correlacionadaosel contenido de TC en el sistema
de estudio formado pdr. corniculatus“charlii”, L. tenuis“Pampa INTA” y los cuatro
genotipos hibridos seleccionados. De esta manerpodda sugerir que el nivel de
expresion der'T2 resulta determinante de los niveles de TC en gdaagronO0micamente
importantes del génetmtus asi como fuera sugerido en otros trabajos ercespmodelo
(Nesiet al.2001). Sin embargo, en las plantas obtenidasrdeamiento entre los hibridos
interespecificos no se observo una correlacionfiigtiva entre los niveles de expresion
de este factor de transcripcion y el contenido @Ge De la misma manera en otros ensayos
realizados, en los cuales se evaluaron tres gesotptenidos de la retrocruza entre los
hibridos yL. corniculatus“charlii” y plantas de las poblaciones comercidiBsyero” y
“Gladiador” deL. corniculatus junto con plantas de la poblacién “Maku” deuliginosus

se observé la ausencia de correlacién entre laesiXpr relativa dé&eTT2y los niveles de
TC (datos no mostrados). Debido a ello, podrianugersr como hip6tesis alternativa que
la expresion del factor de transcripcidm2 no es el Unico determinante de los niveles de
TC.

Como fuera mencionado en la introduccion, la maydd los estudios de la regulacion de
la biosintesis de TC fueron realizados en plantasng presentan la capacidad de acumular
estos compuestos en sus hojas. En este sentiddassdpecie modelo. japonicustiene la
capacidad de acumular TC a nivel foliar, si bieralanzan niveles relativamente bajos
(Gruberet al.2008) y, a nivel foliar, los mismos se ubican sw@ate en tejidos adyacentes
a los haces vasculares de manera simildr genuis Por su parte, eA. thaliana la
acumulacién de TC solo ocurre en sus silicuas (Bgba et al. 2003), lo que ha podido
incrementarse mediante la expresion ectopidgTE2 (Yoshidaet al.2010). Sin embargo,
estos mismos autores observaron que, luego deaeddi tincion de TC en las plantas
transformadas, los mismos se encontraban en @btaflyacente a los haces vasculares y
no distribuidos en el meséfilo de las hojas. Dea esainera, se podria sugerir que la
acumulacion de TC en el tejido adyacente a los sha@sculares en hoja, podria
encontrarse determinado por los niveles de expre@d T2 y que la acumulacion de TC
en las células del mesdfilo no se encuentra detedni Gnicamente por los niveles de
expresion de este factor de transcripcion.

En este sentido es importante destacar que sirtlmegxisten diferencias en el contenido
total de TC en hojas de los dos ecotipot. d@ponicus(1,06 + 0,5 mg TC/g MS para el
ecotipo Gifu y 1,13 + 0,2 mg TC/g MS para el eocotiplG20), en determinaciones
realizadas en nuestro laboratorio se observo emissios una expresion diferencial del
factor de transcripciofreTT2 (datos no mostrados), donde el ecotipo Gifu ptésana
expresion relativa 13 veces superior a la del poddG20. En relacion a ello, al analizar
las imagenes de la tincion de TC en las hojas s eos ecotipos se pudo observar que
ambos presentaban TC solamente en el tejido adga@eros haces vasculares. Sin
embargo se observé que para el ecotipo MG20, loseTéncuentran localizados en forma
mayoritaria hasta el apice del foliolo, mientrae ggn el ecotipo Gifu se encuentran
presentes de la mitad del foliolo hacia la basgufgi 4.8). Es posible que esta sutil
diferencia en la intensidad de tincion de TC seuente relacionada con la diferencia
observada en los niveles de expresioi @2 para ambos ecotipos dejaponicus Nuevas
determinaciones y analisis son requeridos pardrooenf esta nueva hipotesis.
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Figura 4.8. Tincion de TC en hojas de japonicusA. Ecotipo Gifu.B. Ecotipo MG20.

Sobre la base de esta hipoétesis, se analizardottagafias de las tinciones foliares de TC
en L. corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. En ellas se pudo observar que
independientemente de la diferencia muy marcada gessencia o no de TC en el tejido
del mesdfilo, en el tejido adyacente a los hacssulares de las plantas corniculatusse
observé una mayor cantidad de TC que en el tefigacente a los haces vasculares de las
hojas del. tenuis Posiblemente, esta diferencia marque que en estisriales la
correlacion entre el contenido foliar de TC y logetes de expresion deeTT2resulten
significativos, lo cual puede observarse tambiéelenaterial obtenido a partir de los tallos
de estos mismos materiales.

Por otra parte, en los materiales vegetales oliengkl cruzamiento entre hibridos
interespecificos se observan cuatro situacioneseatiifes en relacion al contenido de TC: a)
TC en el tejido adyacente a los haces vasculaeesey mesofilo, b) TC en el mesofilo pero
ausente en el tejido adyacente a los haces vassuldr TC en el tejido adyacente a los
haces vasculares pero ausente en el mesofilo ¥ uBentes en el tejido adyacente a los
haces vasculares y en el mesodfilo (Figura 4.9)eAlizar la cuantificacion del contenido
foliar de TC en la situacion a y b se observar&elaes elevados de TC, mientras que en la
situacion ¢ y d se observaran niveles bajos deSi®ien en la situacion b se observan
altos contenidos de TC, los mismos se encuentrsenées 0 en menor medida en el tejido
adyacente a los haces vasculares lo que se cancksje con bajos niveles relativos de la
expresion del factor de transcripciéeTT2 De la misma manera en la situacion d, se
observarian niveles bajos de TC y simultAneameatelservarian elevados niveles
relativos de la expresion deeTT2 De esta manera, podrian explicarse los resultados
observados en relacion a la ausencia de correspaiadentre el nivel de expresion del
factor de transcripcioReTT2y el contenido foliar de TC para las plantas olgnha partir
del cruzamiento entre genotipos hibridos.



103

A N B C | D

Figura 4.9. Tincion de TC en hojas de plantas obtenidas dedaeniento entre hibridos
interespecificos.A. TC presentes en el tejido adyacente a los hacesuleaes y
distribuidos en el mesofild. TC distribuidos en el mesofil€. TC presentes en el tejido

adyacente a los haces vasculallesSin presencia de TC.

e

Por otra parte, cabe destacar que si bien se latadp que la expresién de la forma
LjiTT2a enL. japonicuspresenta la mayor actividad regulatoria de la @sipn deLJANR
(Yoshidaet al. 2010), en el sistema de estudio utilizado pardeshrrollo de la presente
tesis se observé que la expresiorFdéd T2a-c(homologa djTT2ay LjTT2¢) no presentd
correlacion con la expresion de&eANR Sin embargo, si se encontré6 una correlacion
significativa entre la expresion de la forfeaTT2by del genFeANR de la misma manera
gue para la mayoria de los otros genes evaluadessguencuentran relacionados a la
biosintesis de TC.

4.6. Conclusiones.

 La obtencion de hibridos interespecificos ehtréenuisy L. corniculatusrepresenta una
herramienta util para el estudio de los mecanisiheaggulacion de los niveles de TC.

* En plantas dd_otus spp. que presentan naturalmente niveles diferescide TC, la
expresion del factor de transcripciBabHLHNo seria determinante de los mismos.

* La regulacion de los niveles de TC es un procesabnéco complejo que no depende
exclusivamente de los niveles de expresion dedagganalizados en este trabajo.
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5. Capitulo 5. Rol de los taninos condensados en sanbiosis mutualista entreLotus
Spp. Yy rizobios

5.1. Introduccion.
5.1.1. Fijacion biolégica de nitrégeno.

La mayoria de las leguminosas establecen simbinaisialistas con bacterias de suelo
capaces de fijar nitr6geno. Estas bacterias soacoes genéricamente como rizobios. A
su vez, la infeccidén de los rizobios en las raidedeguminosas, causa el desarrollo de
nuevos organos, los cuales se denominan nodulescfidit al. 2001).

Los nddulos son colonizados por rizobios y se éstabuna cooperacion metabdlica
planta-rizobio, donde la bacteria reduce el nitn@gatmosférico en amonio, el cual es
provisto a la planta para su incorporacién en casfms organicos. Por su parte, la planta
le provee a la bacteria los carbohidratos derivatibsproceso de fotosintesis, los cuales
son utilizados como fuente de energia y carbonddivyet al. 1995). De esta manera, el
proceso simbidtico permite a las leguminosas atiliel nitrégeno atmosférico, siendo
capaces de colonizar suelos con bajos contenidestdeslemento y contribuyendo a una
mejor adaptacion de las mismas a las condicionéficaed adversas (Bordeleau y Prévost
1994, Zahran 1999).

Se reconocen dos tipos diferentes de nddulos queesarrollan en las raices de las
leguminosas: los del tipo indeterminado y los deglo tdeterminado. Los nodulos
indeterminados son cilindricos y presentan un regrnia persistente que continuamente
genera nuevas ceélulas, las cuales son infectadaslpozobio. Estas nuevas células
infectadas y las bacterias que se encuentran as, édrman un nuevo tejido, el cual
presenta una activa fijacion de nitrégeno. Estegso genera un gradiente de estados de
desarrollo; desde el meristema joven en el &pidenddulo hasta el tejido viejo y
senescente en la base del nodulo cerca de laP@iantra parte, los nédulos determinados
son de forma esférica y carecen del meristemagpense, por lo que no presentan un
gradiente de estados de desarrollo (Gage 2004).

El tipo de ndédulo que se desarrolla en respuesta adeccion por rizobios es especifico
del hospedante y no depende de la bacteria. LHaa(fedicago sativay los tréboles
(Trifolium spp.) forman nodulos indeterminados al igual §lietruncatulg la cual es
utilizada como modelo de estudio de las leguminasaseste tipo de nodulacién (Cook
1999). Por su parte, las especied.dausdesarrollan nddulos determinados al igual de lo
gue ocurre con soj&(ycine maxy Phaseoluspp. (Brewin 1991). En virtud de ello, como
fuera mencionado anteriormente, la espécigaponicuses utilizada como modelo de
estudio de las leguminosas con nodulacion del dtipterminado (Pajuelo y Stougaard
2005).

5.1.2. Especificidad de la simbiosis entre rizobigslas especies deotus.

Mesorhizobium lotiy Bradyrhizobiumsp. son considerados tradicionalmente como los
simbiontes de las especies detus (Jarviset al. 1982, Kanekoet al. 2000). Algunas
especies del género, corhocorniculatus L. tenuis L. filicaulis y L. japonicus establecen
simbiosis conM. loti. Por el contrario, las cepas &eadyrhizobiumsp. no nodulan o
forman ndédulos inefectivos en las especied ateis anteriormente mencionadas, pero son
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capaces de nodular otras especies del género tomlginosus L. angustissimu® L.
subbiflorus Por el contrario, éstas Ultimas, no establecebissis efectiva coMM. loti
(Monzaet al. 1992, Brockwellet al. 1994, Irisarriet al. 1996, Baraibaet al.1999).

En la actualidad existe poca informacion dispongalere los rizobios capaces de nodular a
las especiek. uliginosus L. angustissimuy L. subbiflorus Por el contrario, es mayor el
conocimiento sobre aquellos capaces de nodular esjgecies del grugo corniculatus y

ello se deba que establecen simbiosis efectiva con la espeadeloL. japonicusy con
otras especies del género que presentan interésératm. En este sentido, la
secuenciacion del genoma completo de la cepa MABFED se ha realizado ya hace
varios afos atras, junto con la determinacion astauctura molecular de los factores Nod
(moléculas bacterianas requeridas para la nodupgi@ducidos por diferentes cepas de
esta especie (Saeki y Kouchi 2000). Sin embargoortes recientes indican que las
bacterias que nodulabotus podrian presentar una diversidad mayor que aquekase
habia descripto inicialmente y que las limitabasados especies mencionadas (Estetlla
al. 2009).

Independientemente de la especie que se encuemtrarfdo nddulos elnotusspp., existen
cepas que son capaces de establecer simbiosivaseen ciertas especies del género pero
no en otras. Es muy poco aun lo que se conoce dabreazones que regulan esta
especificidad, habiéndose sugerido que la mismegddpender solamente del hospedante
al igual que para el tipo de nédulo formado.

Algunos autores han sugerido que la composiciamsyniveles de TC presentes en raices
de plantas dd.otus forman parte de los mecanismos de determinacidnrasgyo de
hospedantes en la simbiosis mutualista con rizqlaskhurst 1970, Pankhuedtal. 1979,
Pankhurst y Jones 1979, Pankhwstal. 1982, Cooper y Rao 1992). Estos autores han
estudiado tres tipos de cepas de referencia sag@specificidad de hospedante: a) una
cepa de estrecho rango de hospedante conocida B@mRa213, la cual forma nddulos
efectivos con las especiés tenuis L. corniculatusy L. japonicus b) otras dos cepas de
estrecho rango de hospedante denominadas NZP23DG8¢45, que forman nddulos
efectivos con la especike. uliginosusy c) una cepa de amplio rango de hospedante
denominada NZP2037, y la cual forma nédulos efestan todas las especies mencionadas
(Pankhurst 1970, Pankhurst al. 1979). Estos autores también han sugerido quefda ¢
NZP2213 resulta sensible a los niveles elevadosaypaedominancia de prodelfinidina en
los TC presentes en las raiced.daliginosus.

En este sentido, Pankhuettal (1982) evaluaron el efecto de los TCLdailiginosusen el
crecimientoin vitro de las cepas NZP2213 y NZP2037 y observaron qualélidad de
ambas era afectada por la presencia de TC duiafésd estacionaria de crecimiento. Sin
embargo, cuando fueron agregados en la fase exgiahete crecimiento de la cepa
NZP2213, pudieron observar un efecto bacteriost@hizante un periodo de 5 horas, luego
de lo cual, las células perdieron viabilidad sub&ate. Cabe recordar que un efecto
bacteriostatico es aquel que no produce la muestéadbacteria, sino que impide su
reproduccion; la bacteria envejece y muere sinraigacendencia. Por el contrario, con la
cepa NZP2037 se observo que el efecto bacteriostésultd mas duradero en el tiempo
(10 horas), para posteriormente observarse unadeidn en la viabilidad.

En otro experimento, los mismos autores observgtenla cepa NZP2037 era capaz de
crecer aun en presencia de concentraciones de §0UQimI, mientras que la cepa
NZP2213 detenia su crecimiento en presencia decameentracion cuatro veces inferior
(25 pg TC/ml). Teniendo en cuenta estos resultpadetularon que la tolerancia de la cepa



106

NZP2037 se debia a la mayor capacidad de las séllgaacomplejar TC, lo que
determinaba que fueran necesarias concentraciodss elevadas de TC, para inhibir
completamente las funciones celulares.

Por otra parte, se ha observado que las especlesulrjue formaron nédulos inefectivos
con la cepa NZP2213 (uliginosus L. subbiflorusy L. angustissimys diferian de las otras
especies en la proporcion de prodelfinidina en saikes, ya que su relacion
prodelfinidina/procianidina/otras se encontrabae=ttl/38/1 y 75/25/0, mientras que en
ninguna de las especies que formaban nodulos \@feciton esta misma cepéa. (
corniculatus L. tenuis L. japonicus L. krylovii, L. filicaulis y L. schoeller) presentaban
prodelfinidina en sus raices y la relacion prodétina/procianidina/otras, se encontraba
entre 0/90/10 y 0/95/5 (Pankhurst y Jones 1979).

Es importante destacar que las conclusiones dedbajos mencionados anteriormente se
han basado en el estudio de la composicion cueliaytitativa de diferentes especies del
génerolLotus A partir de estos resultados, cabria la pos#ulidle que las diferencias
observadas en la capacidad de tales especies gi@ialeeer simbiosis efectivas con
determinados rizobios, no se deban exclusivamentsuaparticular composicion
cuali/cuantitativa de TC, sino también a otrosdees involucrados en la determinacion de
la especificidad de la simbiosis, no necesariamezitrionados con el metabolismo de
estos polifenoles.

De este modo, adquiere relevancia la posibilidadgstadiar como se afecta la simbiosis
mutualista entre rizobios y plantas de una mismpaa@s delLotusy que simultaneamente
presenten diferencias en la composicion cuali/dciadive de TC, evitando asi la influencia
de otros factores inherentes a la especie quenandsstar involucrados. Considerando ello
nos planteamos el objetivo de evaluar la posib&edencia de los TC en las raices de
especies del génetmtusen la especificidad de la interaccion emogusspp y rizobios.

5.2. Hipotesis

Los TC afectan la especificidad en la simbiosisualigta entre rizobios y especies del
géneroLotusspp.

5.3. Materiales y métodos.
5.3.1 Material vegetal.

Para los primeros ensayos @dizaron plantas dé. corniculatuscv. Leotransformadas
con la construccion CaMV35Sh las cuales fueron cedidas por el Dr. Francesotobel
(IGV-CNR ltalia). El factor de transcripcioBn (alelo bol3, genR) codifica para una
proteina con dominio bHLH, la cual promueve la bitessis de antocianinas en maiz
(Tonelli et al. 1991). En las plantas de corniculatustransformadas, la expresion de este
factor de transcripcion afectd los niveles de adaoiin de TC, obteniéndose de esta
manera genotipos con mayores 0 menores nivelessdenismos (Damianet al. 1999,
Paolocciet al. 1999), lo que las convierte en herramientas dedestle suma utilidad para
evaluar el efecto de los TC en la especificidathdgmbiosis.

Se usaron 4 genotipos (denominados 121.1; Sn6;yS8A10) los cuales presentaban
contenidos contrastantes de TC. El genotipo 12dn%tituia el genotipo control, ya que se
encontraba transformado con el vector vacio. Par parte, lIos otros tres genotipos se
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encontraban transformados con el vector que poghfactor de transcripcioBn bajo el
control del promotor CaMV35S. En relacion al gepotil21.1 (control), los genotipos
denominados Sn6, Sn9 presentaban menores nivelES geel genotipo Sn10 presentaba
mayores niveles.

En otros ensayos realizados, se utilizaron plad@as. uliginosus“Maku”, L. tenuis
“Pampa INTA”, L. corniculatus‘charlii” y el genotipo hibridd.. tenuisx L. corniculatus2.
En todos los casos, se utilizé el método de prapagavegetativo mediante la clonacion
por estacas (ver seccion 2.3.1.3).

5.3.2. Cepas utilizadas para la inoculacion deotus spp.

Para la aplicacién de los tratamientos se utilizaren forma separada, tres cepas de
referencia. En la Tabla 5.1 se incluye una bregerggcion de las mismas.

Tabla 5.1. Cepas utilizadas para la inoculacion de plantagatas spp. El simbolo +
significa que la formacion de nodulos; el simbolo significa la formacion de
pseudonddulos; la letra E significa fijacion dedgeno eficiente mientras que la | significa
fijacion de nitrogeno ineficiente. Adaptado de Ramktet al. (1979a y 1979b).

L. tenuis/ L. corniculatus L. uliginosus
Cepa Rango de infeccion Formacion Fijacion de  Formacion Fijacion de
de n6dulos nitrégeno de nodulos nitrégeno
Mesorhizobium loti NZP2213 estrecho + E * |
Bradyrhizobium loti NZP2309 estrecho + | T E
Mesorhizobium loti NZP2037 amplio + E A E
Contenido de TC en raices Bajo Alto

Los cultivos celulares se realizaron en medio tiquiy (5 g de tripteina, 3 g de extracto
de levadura y 0,5 g de cloruro de calcio/1000 mladea destilada) y los mismos se
cultivaron a 32°C en agitacion durante aproximaddaendos dias. Una vez alcanzada una
densidad 6ptica de 0,8 (a 600 nm), se utilizarehali cultivos para la inoculacion de las
plantas.

5.3.3. Inoculacion y cultivo de plantas.

Las plantas fueron cultivadas en jarras Leonar®@® cni de capacidad. Las mismas
permitieron trabajar con sustrato y solucionesieigorestériles evitando la contaminacion
(Figura 5.1) El sustrato utilizado consistié en umezcla de vermiculita/perlita/arena de
cuarzo en proporcion 1/1/1. La mezcla fue estadlizen autoclave a 1 atm durante 60 min
y posteriormente utilizada para montar las jarrasnard a las cuales se les agreg6 solucién
nutritiva Evans 1X sin el agregado de nitrégenoa ez armadas se autoclavaron a 1 atm
durante 20 min. Las estacas fueron desinfectadi@mantlo hipoclorito de sodio al 10%
durante 5-7 minutos y posteriormente fueron imgldas en las jarras, trabajando dentro de
un flujo laminar. Los clones fueron luego cultivaddurante 10 dias en camara de cultivo
bajo condiciones semi-controladas (ver secciénl2B. A los 10 dias de cultivo, las
plantas se encontraban enraizadas y en ese momsentealizo la inoculacion con las
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diferentes cepas bacterianas segun el tratamientespondiente. Para ello se agregé 1 ml
del cultivo en TY liquido entre medio de las raidesplantas, para lo cual se utilizé una
micropipeta y la punta se hundio en diferentesgaidel sustrato mientras se expulsaba el
liqguido. Luego de la inoculacion las plantas setinoaron cultivando bajo condiciones
semi-controladas de camara de cultivo durante 35. &n el momento de la cosecha se
tomaron datos de la longitud del tallo principaaga planta se fracciono segun el tejido en
raices, tallos y hojas. Las muestras fueron seca®¥SC y se determiné el peso seco de
cada tejido. Estas muestras asi tratadas fuerdizadds posteriormente para la
determinacion de TC y contenido de nitrégeno.

Figura 5.1. Sistema de jarra d utilizado pr los eniédy inoculacion de plantas
deLotusspp. con cepas de rizobios.

5.3.4. Analisis de taninos condensados.

La cuantificacion de TC se realizdé para hojaspsalraices y nodulos de los diferentes
materiales evaluados. Para ello se utilizo la nedtmgida descripta en la seccion 2.3.1.4. A
su vez se realizo la tincion de TC en raices naldglae los diferentes genotipos, mediante
la metodologia mencionada en la seccion 2.3.1.4.

Por otra parte, para determinar cualitativamergerllo presentes en los distintos tejidos de
plantas de_otus evaluadas, se utilizo la técnica de cromatogmdiaapa fina (TLC, del
inglésThin Layer Chromatographyen placas de celulosa. Para ello, en un primeo pa
realizé la hidrolisis &cida de los TC para conviedi en antocianinas (de alli el nombre de
proantocianidinas: las prodelfinidinas rendiranfidielinas y las procianidinas rendiran
cianidina). Para la hidrolisis se tomé una alicut#al0 mg de material seco y molido y se
coloc6 en un tubo para microcentrifuga de 1,5 ml 200 pul de SDS 1% y 1,2 ml de n-
butanol/HCI (19/1). Luego se incubé durante 90 naawa 95°C, se centrifugd durante 30
segundos a 9000 rpm y con posterioridad se exélagpbrenadante traspasandolo a un
nuevo tubo de 1,5 ml donde se lo sec6. Posteridemeh precipitado se resuspendioé en
HCI 2N y se incub6 10 minutos en agitacibn a 75R0r ultimo, para separar las
antocianinas se agregaron 60 pl de alcohol iscamidie agitdé y se centrifugé durante 30
segundos a 9000 rpm. La fase superior (qQue con@srentocianinas) se extrajo a un nuevo
tubo el cual fue almacenado en oscuridad a -20f& uaposterior analisis mediante TLC.
La TLC se llevo a cabo en un solo sentido utilizasdmo solvente agua/acido formico/
acido clorhidrico (10/30/3) siguiendo la metododogfopuesta por Nybom (Nybom 1964).
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La muestra se sembro en el extremo inferior déaleapde celulosa. Para ello, la siembra se
realizé en alicuotas de 1 pl y repitiéndose cineoeg y dejando secar entre siembras.
Luego la placa se introdujo en una cuba para Tlira@a con el solvente. La separacion
se dio por concluida, una vez que el frente hunaddanzo la parte superior de la placa.
Las antocianinas pudieron ser observadas a singtie Y omo patrones de referencia se
utilizaron cianidina y delfinidina puras (Sigma-Aich).

5.3.5. Determinacion de nitrégeno.

Los niveles de nitrégeno totales fueron estimaddsa@és de la concentracién de N-
Kjeldahl. Para ello se realizé la determinaciéragipde una alicuota de 50 mg de material
seco y molido mediante la técnica propuesta posdiely Sommers (Nelson y Sommers
1973) la cual consta de tres pasos: digestionjla@én y por dltimo titulacion. Para la
digestién se colocé la muestra en tubos Binese afiadieron 4 ml de,$0;y una “punta
de espatula” del catalizador {80,/CuSQ, 1/15 p/p). La mezcla fue digerida durante 5
minutos a 460°C. Luego se agregaron 10 ml g@,H se digirid6 1 minuto mas a 460°C.
Luego de la digestion, se completé el volumen dedastra hasta 50 ml con agua miliQ y
de alli se tomo una alicuota de 10 ml para la lde&in.

En el destilador se colocaron los 10 ml de la mmaedigerida y se agregaron 3 ml de
hidréxido de sodio para neutralizar la muestradéstilacion se realizé durante 5 minutos y
el destilado obtenido fue recogido dentro de ueneneyer conteniendo 10 ml de acido
borico y un indicador para titulacion (verde derbozresol y rojo de metilo).

Por altimo, la titulacion se realiz6 con$0, 0,004 N y los valores se refirieron a ppm de
N mediante una curva de calibracién construida giicina digerida y destilada de la
misma manera que las muestras.

5.3.6. Disefio experimental y analisis estadistico.

En los primeros ensayos con las plantas transgedata corniculatusse utilizo un disefio
completamente aleatorizado con dos factores; eheqprifactor correspondié con el
tratamiento y constaba de cuatro niveles (contirolireocular, inoculado con NZP2213,
inoculado con NZP2037 e inoculado con NZP2309%egundo factor correspondi6 con el
genotipo y constaba de cuatro niveles también {123n6, Sn9 y Sn10). Se utilizaron 6
repeticiones para cada genotipo x tratamiento lases consistian en una planta clonada
cultivada en una jarra Leonard. Para los otrosyasseealizados en diferentes especies de
Lotus se utilizé un disefio completamente al azar canfdctores de manera similar a los
anteriores. Sin embargo, para el primer factor goeespondidé con el tratamiento se
utilizaron solamente tres niveles (control sin wiac, inoculado con NZP2213 e inoculado
con NZP2309); el segundo factor correspondié coesigecie y presentd 4 nivelds (
tenuis “Pampa INTA”, L. corniculatus“charlii”, L. uliginosus“Maku” y L. tenuisx L.
corniculatus 2). Se utilizaron 6 repeticiones para cada traatoi x especie y cada
repeticion se encontraba constituida por una pleloteada cultivada en una jarra Leonard.
Para todos los casos, la homogeneidad de varisezesmprobo a través de la prueba de
Levene y la distribucion normal de las observagoadraves de la prueba de normalidad
de Shapiro-Wilks. El analisis se realiz6 a travésid ANOVA de dos vias con un nivel de
confianza del 95% y para aquellos casos en quésena diferencias significativas se
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realizo el test de comparaciones multiples de Duroman un nivel de confianza del 95%.
Para todos los analisis se utiliz6 el programaStdb(Di Rienzeet al.2011).

5.4. Resultados.
5.4.1. Ensayos realizados con las plantas transgéas del . corniculatus.

Mediante una estimacién visual en el momento dm$zcha del ensayo, se pudo observar
gue todos los genotipos inoculados con las cepaB2B@ y los clones sin inocular,
presentaban un aspecto clorético en relacion caeliag clones inoculados con las cepas
NZP2213 y NZP2037 (Figura 5.2 A). Luego de reticar clones de las jarras Leonard, se
pudo observar que aquellos que se encontrabantriaggmiento control (sin inocular) no
formaron ndédulos, lo cual indicaba ausencia de aroimacion. Al mismo tiempo, se
observé que los clones inoculados con la cepa NER235i como los inoculados con las
cepas NZP2037 y NZP2309, presentaban numerosososodisimismo, pudo observarse
gue los nodulos formados por las cepas NZP2213 R2Z7 presentaban color rosado
(Figura 5.2 B), mientras que aquellos formados lpocepa NZP2309, eran de color
blanquecino y de menor tamafio relativo (Figura®.2

| G |
Figura 5.2. A. Ejemplo de clones bajo tratamiento control sincular y tratamiento

inoculado con la cepa NZP221.Ejemplo de nddulos formados por la cepa NZP2213.
Ejemplo de nédulos formados por la cepa NZP2309.
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Por otra parte, no se observo interaccion sigrifiaaentre el genotipo x tratamiento para la
longitud del tallo principal (F=0,93; p=0,51), taogp para el peso seco del vastago
(F=0,88; p=0,55). Si bien para los clones de lostildds genotipos se observaron

diferencias en el largo del tallo principal (F=20,9<0,0001), simultaneamente no fue

posible observar diferencias entre los mismos ghrpeso seco del vastago (F=1,43;

p=0,25). Finalmente, se observaron diferencias dasbial tratamiento, tanto para la

longitud del tallo principal (F=19,09; p<0,0001)nco para el peso seco del vastago
(F=10,58; p=0,0001). Los valores obtenidos parasedbs parametros pueden observarse
en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Altura y peso seco del vastago de los diferenegmtipos transgénicos de
corniculatus Prueba de Duncan, dentro de cada bloque grisasiedn una letra comin no
son significativamente diferentes (p<0,05).

Longitud del tallo principal (cm)

Genotino Control NZP2037 NZP2213 NZP2309 Promedio genotipos
P (media+d.e) (mediatd.e.) (mediatd.e) (mediadte.) (media +d.e.)
121.1 1733 + 460 22,33 + 1,36 2506 + 455 15,06 + 0,35 1994 + 500 c
Sn10 12,67 + 2,03 1589 + 3,25 21,61 + 2,84 14,83 + 2,33 1625 + 413 b
Sné 10,83 + 1,26 12,50 + 577 1583 + 1,48 10,22 + 2,06 1235 + 356 a
Sn9 10,89 £+ 1,06 1156 + 0,86 16,72 £ 0,79 11,56 = 1,67 12,68 + 2,64 a
. Promedio tratamientos
Tratamiento .
(media +d.e.)
Control 1293 + 357 a
NZP2037 1557 + 528 b
NzZP2213 1981 + 459 ¢
NZP2309 1292 + 2,65 a
Peso de vastago (g/planta)
Genotino Control NZP2037 NZP2213 NZP2309 Promedio genotipos
P (media+d.e.) (mediaxd.e) (media*d.e.) (mediaz*d.e.) (media + d.e.)
121.1 0,06 = 0,03 0,12 = 0,04 0,14 = 0,05 0,10 = 0,02 0,11 + 0,04 a
Sn10 0,08 + 0,01 0,13 * 0,02 0,17 £ 0,04 0,10 = 0,04 012 + 0,04 a
Sné 0,09 + 001 0,10 * 0,01 0,13 * 0,03 0,10 = 0,02 011 + 0,02 a
Sn9 0,08 + 0,01 0,11 * 0,00 0,11 * 0,02 0,10 = 0,01 0,10 * 0,02 a

Promedio tratamientos

Tratamiento (media + d.e.)

Control 0,08 + 0,02 a
NZP2037 0,12 + 0,02 bc
NZP2213 0,14 + 004 ¢
NZP2309 0,10 £ 002 b

Cabe destacar que los clones de todos los genatipeslados con la cepa NZP2213
presentaron una mayor longitud del tallo princigamayor peso seco del vastago en
relaciéon al tratamiento inoculado con la cepa NZP2g el control sin inocular, y que los
clones inoculados con la cepa NZP2037 presentaiones intermedios para estos mismos
parametros.

Por otra parte, en el analisis del nimero de n&di@ejando de lado el tratamiento control
qgue no presentd nédulos) no se observd interadcaamiento x genotipo significativa
(F=0,37; p=0,89) y tampoco se observaron diferesmbébido al genotipo (F=0,33; p=0,80).
Sin embargo, si pudieron observarse diferenciasidaebal tratamiento (F=50,46;
p<0,0001). En este sentido se observé que los cloveeulados con la cepa NZP2309
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formaron un nimero de nodulos mayor al formadol@®iclones inoculados con las cepas
NZP2213 y NZP2037. Los valores obtenidos puedeargbsse en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3.Numero de nédulos formados en raices de los diesegenotipos transgénicos
de L. corniculatus Prueba de Duncan, dentro de cada bloque grisamexdin una letra
comun no son significativamente diferentes (p<0,05)

Numero de nédulos por planta

Genotipo NZPZOS? NZE2213 NZE2309 Promegio genotipos
(media £ d.e.) (media + d.e.) (media £ d.e.) (media £ d.e.)
1211 68,67 + 18,34 60,00 *= 26,27 152,33 + 54,81 93,67 + 5439 a
Sni10 56,67 + 25,01 71,11 + 14,17 179,56 + 51,52 102,44 + 65,22 a
Sn6 63,44 + 28,32 60,33 *+ 17,33 160,89 + 25,68 94,89 + 53,78 a
Sn9 48,89 + 542 4556 + 13,62 171,00 + 36,38 88,48 + 6494 a

Promedio tratamientos

Tratamiento (media + d.e.)

NZP2037 59,42 + 19,65 a
NZP2213 59,25 + 1845 a
NZP2309 16594 + 38,78 b

Para el contenido de TC en raices se observd umeadaion tratamiento x genotipo
significativa (F=16,14; p<0,0001) y también se obamn diferencias entre genotipos
(F=497,4; p<0,0001) y entre tratamientos (F=21580,0001). Del andlisis de los
diferentes genotipos dentro de cada tratamientqqus® determinar que en general, los
clones del genotipo Sn10 presentaron niveles de @ices marcadamente superiores a
los encontrados en los clones de los demas geso#mimismo, pudo determinarse que
los clones de los genotipos Sn6 y Sn9 presentaveten similares a los del genotipo 121.1
(Tabla 5.4). Por otra parte, se observé que tangénotipos de los clones inoculados con
la cepa NZP2213, presentaron menores contenidod Gleen raices, que aquellos
inoculados con la cepa NZP2309 (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Contenido de TC en raices de los diferentes gammetdel. corniculatus
Prueba de Duncan, dentro de cada bloque gris mediasuna letra comin no son
significativamente diferentes (p<0,05).

mg TC/g MS
(media + d.e.)

mg TC/g MS

Genotipo  Tratamiento (media + d.e.)

Tratamiento  Genotipo

Control 278 + 1,79 a
1211 NZP2213 1,83 + 0,23 a 121.1 2,78 + 1,79 a
NZP2309 582 £ 0,67 b Control Snl10 27,42 + 1,43 b
Sn6 548 + 1,35 a
Control 27,42 + 143 b Sn9 492 + 3,26 a
Snl0 NZP2213 742 + 0,29 a
NZP2309 = 22,95 + 4,16 b 121.1 1,83 + 0,23 a
Snl0 742 + 029 b
Control 548 + 1,35 b Nzp2213 Sn6 193 + 0,66 a
Sné NZP2213 193 + 0,66 a Sn9 198 + 04 a
NZP2309 787 £ 217 b
121.1 582 + 0,67 a
Control 492 + 3,26 ab Sni0 22,95 + 4,16 b
Sn9 NZP2213 198 + 04 a NZzP2309 Sn6 787 + 217 a
NZP2309 753 £ 171 b Sn9 753 + 1,71 a
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En general, se observaron diferencias en el palrtincion de TC en los nodulos

formados por las diferentes cepas. En relacionla sé observé que en los ndédulos
formados en clones inoculados con la cepa NZP2281ZR2037, los TC se ubicaron de

forma aleatoria en la superficie del nédulo, pud@observarse incluso el centro de color
rosado (Figura 5.3 B y C). Por su parte, en losutu&dformados por la cepa NZP2309 se
observé una mayor densidad de TC en la superfetia@iulo (Figura 5.3 D).

-
Figura 5.3. Tincion de TC en raices, como ejemplo se mues#iges y ndédulos de clones
del genotipo Sn10A. Tratamiento control sin inoculaB. Tratamiento inoculado con la
cepa NZP2213C. Tratamiento inoculado con la cepa NZP2037Tratamiento inoculado
con la cepa NZP2309.

5.4.2. Ensayos realizados con diferentes especied dtus.

Al igual que en los ensayos realizados en las gdammansgénicas, se observé al momento
de la cosecha que los clonesldecorniculatus“charlii”, L. tenuis“Pampa INTA” yL.
tenuis x L. corniculatus2 bajo tratamiento control e inoculado con la cé&zP2309,
presentaban un aspecto clorético en relacion eléoes inoculados con la cepa NZP2213.
De manera contraria, para clonesLdeiliginosusse observd aspecto clorético en aquellos
inoculados con la cepa NZP2213 en relacion a losuilados con la cepa NZP2309 (Figura
5.4).
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L. tenuis "Pampa [NTA" L. corniculatus "charlii"

Control NZP2213 NZP2309 Control NZP2213 NZP2I0%

L. wliginosus "Maku L. tenuis x L. cornicilatus 2

Control NZP2213  NZP2309 Control NZP2213 NZP2309

Figura 5.4. Plantas dé_otus spp. bajo tres tratamientos: Control: sin inoGUNZP2213:
inoculado con la cepa NZP2213; NZP2309: inoculaxtola cepa NZP2039.

5.4.2.1. Contenido foliar de nitrégeno.

Para el contenido de nitrégeno en vastago se dbsama interaccion tratamiento X
genotipo significativa (F=17,02; p<0,0001). Por lado, y al analizar el contenido de
nitrégeno dentro de cada genotipo, se observaferedcias debido al tratamiento para los
clones delL. corniculatus(p=0,019),L. tenuisx L. corniculatus2 (p=0,001) yL. tenuis
(p=0,003). Aquellos genotipos inoculados con laac&fzP2213 presentaron niveles de
nitrdgeno mas elevados en relacién al tratamieatdral y al genotipo inoculado con la
cepa NZP2309. Por el contrario, si bien se observaliferencias en el contenido de
nitrdgeno en clones de. uliginosusdebidas al tratamiento (p=0,002), se determinaron
mayores contenidos en los clones inoculados coada NZP2309, en comparacion con el
tratamiento control y con el tratamiento de inocidla con la cepa NZP2213 (Figura 5.5.
A). Por otro lado, se observaron diferencias elogegenotipos dentro de cada tratamiento
(p<0,05). En este sentido, y para los clones irzatnd con la cepa NZP2309, se observaron
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valores superiores y similares para los genotipdenuisy L. uliginosusen comparacion
con los observados dn corniculatusy el hibrido interespecifico. Estas diferencias se
modificaron cuando las plantas se encontrabantbat@miento control sin el agregado de
nitrogeno, dondd.. uliginosusy el hibrido interespecifico presentaron valorggriores
mientras que.. tenuisel mas elevado, siendo intermediolercorniculatus Por ultimo en
plantas inoculadas con la cepa NZP2213, los caldsnsuperiores se observaronlen
tenuisy los menores eh. uliginosus resultando intermedios dn corniculatusy en las
plantas hibridas (Figura 5.5 B).

L2 ymwipeus
W Cuoptrol
[ | WMEPZZES

Comlenéde de nithiygeno (mg RS0 mg MS
Comtenide de nitrdgens imp MOS0 mg MWE |

L Lixlo? it Ln WAF2300 Comirod MNIEPF22I3
A Gemiolips 'B Iralamiento
Figura 5.5. Contenido de nitrdgeno en vastago de los difesegg@otipos deotusspp. Lc:
L. corniculatus“charlii’, Lt x Lc 2: L. tenuisx L. corniculatus2, Lt: L. tenuis“Pampa
INTA”, Lu: L. uliginosus A. comparacion entre tratamientd8. comparacion entre
genotipos. Prueba de Duncan, dentro de cada gndfézbas con una letra comin no son
significativamente diferentes (p<0,05).

5.4.2.2. Parametros de crecimiento.

Para el peso seco del vastago se observé intemateitamiento X genotipo significativa
(F=3,68; p=0,004). Del andlisis de este parametra fps distintos tratamientos dentro de
cada genotipo se observo que no todos los genodipaisiados presentaron diferencias
causadas por el tratamiento. En este sentido, senabque los clones de corniculatus
“charlii” (F=2,57; p=0,11) yL. tenuisx L. corniculatus2 (F=0,52; p=0,61) presentaron
similar peso seco del vastago bajo los tres trafiatos. Sin embargo, en los clonesLde
tenuissi pudieron observarse diferencias (F=3,84; p9@&Diual que para los clones de
uliginosus (F=6; p=0,01). Por otra parte, del analisis de desotipos dentro de cada
tratamiento se observaron diferencias para elniate&o control (F=16,84; p<0,0001) y el
inoculado con la cepa NZP2309 (F=8,22; p=0,0008). & contrario, no se observaron
diferencias para los genotipos bajo tratamientoutamlo con NZP2213 (F=3,08; p=0,051).
Los resultados obtenidos pueden observarse erbla $&.
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Tabla 5.5. Peso seco de vastago de los diferentes matedealestus evaluados. Valores
expresados en gramos. Prueba de Duncan, denteddebtoque gris medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p<0,05)

. . Peso seco . . Peso seco
Genotipo Tratamiento (media £ d.e) Tratamiento Genotipo (media + d.e))
NZP2309 0,39 + 0,11 a L.corniculatus 0,39 *= 0,11 b
L. corniculatus Control 0,25 + 0,09 a NZP2309 LtxLc2 041 + 0,10 b
NzP2213 044 = 021 a L. tenuis 0,18 + 0,05 a
L. uliginosus 0,59 +* 0,24 c
NZP2309 041 + 0,10 a
LtxLc2 Control 048 = 0,11 a L.corniculatus + 0,25 * 0,09 a
NZP2213 046 += 0,15 a Control LtxLc2 048 + 0,11 c
L. tenuis 0,19 + 0,03 a
NZP2309 0,18 + 0,05 a L. uliginosus 0,35 + 0,02 b
L. tenuis Control 0,19 + 0,03 ab
NZP2213 0,25 + 0,06 b L.corniculatus @ 0,44 = 0,21 a
LtxLc2 0,46 + 0,15 a
NZP2309 059 + 0,24 b NzP2213 L. tenuis 0,25 + 0,06 a
L. uliginosus Control 0,35 + 0,02 a L. uliginosus 0,32 £ 0,07 a
NZP2213 0,32 + 0,07 a

5.4.2.3. Nodulos.

Se observéd que los nodulos formados por la cepa2RFPR en los materiales. tenuis
“Pampa INTA”, L. corniculatus‘charlii” y L. tenuisx L. corniculatus2 eran en general de
color rojizo y algunos pocos de color verde. Pagardédulos formados en clones de estos
mismos genotipos pero con la cepa NZP2309, se\arser diferencias segun el genotipo
gue se evaluo, ya que para los cloned deenuisinoculados con esta cepa, los nodulos
formados resultaron en su totalidad de color blafo los clones dé. corniculatus
“charlii” y L. tenuisx L. corniculatus2, la mayor proporcion resultaron blancos, pero
también fue posible observar un nimero significatte nodulos de color rojizo. Por otra
parte, para los clones de uliginosuslos nodulos formados por la cepa NZP2039
resultaron rojizos y en algunos casos de colorirggnso, mientras que los formados por la
cepa NZP2213 eran en su mayoria de color blance.ndolulos formados por la cepa
NZP2309 en los distintos materiales pueden obssx\ar la Figura 5.6.

L. tenuis LtxlLc?2 L. corniculatus L. uliginosus
=

i IJ
DL T

otk (v
0s nodulos doszor la

I.i I
_ ) ii!"l. 3 :
Figura 5.6. Raices dé.otusspp. en donde se pueden observar |
cepa NZP23009.
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En cuanto al numero de nédulos, se observo qus tadglantas sin inocular (controles) se
encontraban desprovistas de nodulos. Al evaluatielero de nodulos en los clones bajo
los tratamientos inoculados se observo interactigtamiento x genotipo significativa
(F=7,58; p=0,0004). Del analisis del efecto detatrdento dentro de cada genotipo se
observaron diferencias para los clones deorniculatus L. tenuisy L. uliginosus(p<0,01).
En este sentido cabe destacar que en los clonescdeniculatus al igual que para los de
uliginosusse observé un mayor nimero de nédulos en aquielkasilados con la cepa
NZP2309 en relacion a los inoculados con la cepB2223. Lo contrario pudo observarse
en los clones dé&. tenuis donde se observdé un menor nimero de nédulos eslles)
inoculados con la cepa NZP2309 en relacion a losuilados con la cepa NZP2213. Al
mismo tiempo, pudo determinarse que en los cloeés tenuisx L. corniculatus2 no se
observaron diferencias debidas al tratamiento pata parametro (F=16,33; p=0,91). Los
datos obtenidos pueden ser observados en la T&bla 5

Tabla 5.6. NUumero de nddulos dmtusspp. inoculados con dos tipos de cepas (NZP2309
y NZP2213). Prueba de Duncan, dentro de cada blggsienedias con una letra comun no
son significativamente diferentes (p<0,05).

. . N° nodulos . . N° nodulos
Genotipo Tratamiento . Tratamiento Genotipo .
P (media +d.e.) P (media + d.e.)

| comiculatus | NZP2309 (85,50 % 20,32 b L. corniculatus | 55,50 + 20,32 b

NZP2213 2633 + 942 a \ZP2306 LtxLc2 78,33 + 26,90 b

L. tenuis 6,67 £+ 7,06 a

LixLe 2 NZP2309 |78:33 + 26,90 a L. uliginosus | 71,67 + 26,95 b
NZP2213 76,00 + 39,43 a

L. corniculatus 126,33 + 9,42 a

. NZP2309 | 667 + 706 a LtxLc2 76,00 + 39,43 b

L. tenuis NZP2213 4217 + 24,36 b Nzp2213 L tenuis 42,17 + 24,36 a

L.uliginosus 23,00 + 7,46 a
L. dliginosus NZP2309 |71,67 + 26,95 b
NZP2213 23,00 + 7,46 a

5.4.2.4. Contenido de taninos condensados.

Para el contenido total de TC en raices a las glesgetiraron previamente los nodulos, se
observé interaccion tratamiento x genotipo sigatfim (F=2,64; p=0,024). Se pudo
determinar que el tratamiento no afecto los nivdke3 C totales en raices de los clones de
L. corniculatus L. tenuisx L. corniculatus2 y L. uliginosus(p<0,05). Por su parte, para los
clones deL. tenuis si pudieron observarse diferencias debido abnranto (F=5,3;
p=0,018). En clones de este genotipo, las raices fgeron inoculadas con la cepa
NZP2309 presentaron un mayor contenido de TC quellag inoculadas con la cepa
NZP2213. Por otra parte, se observaron diferemeite genotipos bajo tratamiento control
(F=3,45; p=0,036), inoculado con la cepa NZP2306%/(68; p=0,001) e inoculado con la
cepa NZP2213 (F=13,66; p<0,0001). Los valores atddbsnpueden observarse en la Tabla
5.7.
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Tabla 5.7. Contenido de TC totales en raicesladus spp. evaluados bajo tratamiento
control, inoculado con NZP2309 e inoculado con NZE® Prueba de Duncan, dentro de
cada bloque gris medias con una letra comun naigoificativamente diferentes (p<0,05).
TC totales (mg/g MS) TC totales (mg/g MS)

Genotipo Tratamiento (media + d.e.) Tratamiento Genotipo (media + d.e.)
NzZP2309 596 + 1,15 a L. corniculatus 596 + 115 ¢
L. corniculatus Control 515 £ 2,07 a NZP2309 Ltx Lc 2 454 + 0,70 bc
NzP2213 511 + 144 a L. tenuis 293 £+ 059 a
L. uliginosus 303 = 206 ab
NzZP2309 454 + 0,70 a
LtxLc2 Control 380 £ 0,62 a L. corniculatus 515 + 2,07 b
NzP2213 356 £+ 095 a Ltx Lc 2 380 £ 0,62 ab
Control .
L. tenuis 256 £ 0,69 a
NzZP2309 293 + 059 b L. uliginosus 478 = 205 b
L. tenuis Control 256 + 0,69 ab
NzP2213 1,88 + 0,37 a L. corniculatus 511 £ 144 ¢
Ltx Lc 2 356 £+ 095 b
NzP2309 303 £ 206 a NzP2213 L. tenuis 1,88 + 037 a
L. uliginosus Control 478 + 205 a L. uliginosus 536 £ 120 c
NzP2213 53 * 120 a

Por otra parte, para el contenido de TC en los Ioddse pudo observar una interacciéon
significativa entre el tratamiento x genotipo (F=Z28 p<0,0001). Por un lado, para todos
los genotipos evaluados se observaron diferenciasl eontenido de TC del nédulo en
funcién a la cepa utilizada (p<0,05). En este dende observéd que cuando los clonek.de
corniculatus L. tenuisx L. corniculatus2 y L. tenuis fueron inoculados con la cepa
NZP2213, el contenido de TC del nédulo formado ifderior que en aquellos formados
por la cepa NZP2309 para el mismo genotipo, misrgtee 1o contrario pudo ser observado
en los clones de. uliginosus donde los valores inferiores fueron determinadoaquellos
nodulos formados por la cepa NZP2309. Por otreepad observaron diferencias en el
nivel de TC de los ndédulos formados por los clomedos distintos genotipos evaluados
tanto para la cepa NZP2309 (F=6,38; p=0,005) coara pa cepa NZP2213 (F=85,91;
p<0,0001). Los valores de TC en nédulos puedenredrse en la Tabla 6.8.

Tabla 5.8. Contenido de TC en ndédulos de los diferentes madter de Lotus spp.
inoculados con las cepas NZP2213 y NZP2309. Prdeldauncan, dentro de cada bloque
gris medias con una letra en comun no son sigtifemaente diferentes (p<0,05).

Genotipo NZP2213 NZE2309 p-valor
(media £ d.e.) (media £ d.e.) NZP2213 vs NZP2039

L. corniculatus 3,14 £289 a 6,76 £ 2,19 a 0,0347

LtxLc2 289 +132 a 15,78 £ 5,90 b 0,0004

L. tenuis 135 £ 0,32 a 8,13 + 2,47 a 0,0007

L. uliginosus 2554 £ 410 b 11,51 £ 0,55 ab 0,0009

Por ultimo, también se evalud el contenido de T@a&stago. En este caso, a diferencia de
los anteriores, la interaccion tratamiento x ggywtio fue significativa para TC solubles
(F=1,9; p=0,1), insolubles (F=0,48; p=0,8) y tosalé=0,83; p=0,5). Tampoco se
observaron diferencias significativas para losrdiiées tratamientos (TC solubles F=1,17;
p=0,3; insolubles F=0,02; p=0,9 y totales F=0,0#0,0), aunque si se observaron
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diferencias significativas entre los clones dedigintos genotipos para el contenido de TC
solubles (F=164,1; p<0,0001), insolubles (F=64%),p001) y totales (F=94,1; p<0,0001).
Los contenidos foliares de TC en todos los casesofusuperiores en los clones lde
uliginosus“Maku” y L. corniculatus“charlii” e inferiores enL. tenuis“Pampa INTA”,
mientras que los clones del genotipbotenuisx L. corniculatus2 presentaron niveles
intermedios (Tabla 5.9).

Tabla 5.9. Contenido de TC en vastago de los diferentes mbgsrde Lotus spp.
evaluados bajo tratamiento control, inoculados leooepa NZP2309 e inoculados con la
cepa NZP2213. Prueba de Duncan, dentro de cadaebigis medias con una letra en
comun no son significativamente diferentes (p<0,05)

TC solubles (mg/g MS)

Genotipo Control NZP2309 NZP2213 Promedio genotipos
L. corniculatus 1,98 + 1,21 183 + 1,16 1,96 + 1,83 191 + 132 b
L. tenuis 0,04 + 0,04 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,02 a
LtxLc2 0,05 + 0,01 0,12 + 0,06 0,03 + 0,02 0,07 + 0,05 a
L. uliginosus 12,99 + 4,79 12,52 + 3,14 12,71 + 4,54 753 + 169 c
. TC insolubles (mg/g MS)
Genotipo Control NZP2309 NzP2213 Promedio genotipos
L. corniculatus 17,87 + 1,24 17,46 + 1,59 18,67 + 0,11 17,96 + 1,23 d
L. tenuis 0,39 + 0,02 0,29 + 0,02 0,61 = 0,22 0,49 + 0,20 a
LtxLc2 786 + 2,55 956 + 242 7,14 + 1,27 819 + 228 b
L. uliginosus 791 + 135 6,09 + 1,74 859 + 0,96 12,74 + 397 c
. TC totales (mg/g MS)
Genotipo Control NZP2309 NzP2213 Promedio genotipos
L. corniculatus 19,85 + 2,07 19,29 + 1,04 20,62 + 1,87 19,88 £+ 1,66 c
L. tenuis 0,44 + 0,06 0,32 + 0,02 0,64 * 0,23 0,52 + 021 a
LtxLc2 792 + 2,56 9,68 + 245 7,18 + 1,28 826 + 231 b
L. uliginosus 20,90 + 5,19 18,61 + 4,69 21,30 + 4,32 20,27 + 4,62 ¢

5.4.2.5. Diferencias cualitativas de los taninos edensados.

Se evaluaron los tipos de TC predominantes enléoes de los diferentes genotipos bajo
los tratamientos evaluados. Para las raices sinlogdle los clones de. tenuis L.
corniculatusy L. tenuisx L. corniculatus2 se observd que presentaban solamente TC del
tipo de las procianidinas, mientras que para losed delL. uliginosusse observé una
diferencia en el tipo de TC segun el tratamientlicago, ya que las raices controles e
inoculadas con la cepa NZP2213 presentaban TGpadeté las prodelfinidinas y del tipo
de las procianidinas en similares proporcionesntras que en los clones inoculados con la
capa NZP2039 presentaron en sus raices predomandadiC del tipo de las procianidinas

(Figura 5.7).



120

Figura 5.7. Cromatografia en capa fina de celulosa de losi@ifblirados provenientes de
raices sin nédulos de los clones de los diferaggastipos evaluados. Dpy: delfinidina; Cy:
cianidina; C: control sin inocular; M: inoculadorcta cepa NZP2213; B: inoculado con la
cepa NZP2039; LtL. tenuis Lc: L. corniculatus Lu: L. uliginosus LH2: L. tenuisx L.
corniculatus2.

Por otra parte, en los nédulos formados en raiedssiclones de los genotipbstenuis L.
corniculatusy L. tenuisx L. corniculatus2 se observé una predominancia de TC del tipo
de las procianidinas independientemente de la repmallada, mientras que en los clones
del. uliginosusse observé que tanto los nédulos formados paepa 8lZP2213 como por
NZP2039, presentaron TC de los dos tipos (prodiaasdy prodelfinidinas), con una
mayor predominancia de aquellas del tipo prodelinas (Figura 5.8).

L. tenuis L. corniculatus

L. tenuis x L. corniculatus 2 L. uliginosus

Figura 5.8. Cromatografia en capa fina de celulosa de losi@ifblirados provenientes de
nédulos dd_otusspp. Cy: cianidina; Dp: delfinidina; NZP2213: &atiento inoculado con
la cepa NZP2213; NZP2309: tratamiento inoculadolaarepa NZP2309.
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5.5. Discusion.

Como fuera mencionado, algunos autores han prapugs¢ los niveles de TC se
encuentran relacionados a la especificidad derhiesis (Pankhurst al. 1979, Pankhurst

y Jones 1979, Pankhurst al. 1982), sin embargo esta hipotesis resulta obgetabl el
sentido de que se ha basado en resultados obtaneftiante la utilizacion de diferentes
especies del génerootus En este sentido, cabe la posibilidad de que ifesedcias
observadas por estos autores en la capacidad ede especies para establecer simbiosis
efectivas con determinados rizobios, no se debierariusivamente a su particular
composicion cuali/cuantitativa de TC, sino tamb#&rotros factores involucrados en la
determinacion de la especificidad de la simbiasishecesariamente relacionados con el
metabolismo de estos polifenoles. La utilizaciorgdaotipos similares que solo presentan
modificaciones en sus niveles y en la composici®T@, permite evitar la influencia de
otros determinantes propios de la especie relagameon la especificidad de la simbiosis
y mejorar las evaluaciones del efecto de estoshokias. En este sentido, los materiales
transgénicos utilizados en el presente trabajotitopsron un material vegetal apropiado
para evaluar si los niveles de TC afectan la naitita Si bien el contenido de TC en raices
(a diferencia del contenido foliar) de los genasif@n6 y Sn9 resultaron similares a los del
genotipo 121.1, los mismos fueron marcadamenteisupe para el genotipo Snl0, el cual
presentd niveles incluso mayores a los observadosiees dé. uliginosus

Cuando estos genotipos fueron inoculados con lasas cepas de referencia utilizadas en
los trabajos previos (Pankhumst al. 1979, Pankhurst y Jones 1979) se pudo observar la
ausencia de interaccion tratamiento x genotipo pasaparametros observados. Esto
indicaria que independientemente del contenido @eeii raices, los genotipos evaluados
responden de la misma manera a la inoculacion deredtes cepas. En este sentido, los
nodulos formados por la cepa NZP2309 resultaronca@mente mas numerosos, de
menor tamafio y aspecto blanquecino, en relacion auellos formados por la cepa
NZP2213, los cuales presentaban un aspecto réjimviamente, se ha reportado que el
aspecto rojizo de los nodulos se encuentra reladmrgeneralmente con su capacidad
fijadora de nitrégeno (Lodwigt al. 2003) y que la inoculacién con cepas que forman
nodulos pero que resultan inefectivos en la fijacite nitrogeno (denominadas “fix-*)
resultan generalmente hipernodulantes (Lohar y ¥iaBdsch 2005). Estas
consideraciones, en conjunto con los resultadesnatis en los parametros de crecimiento,
indican que los nddulos formados por la cepa NZB289 estos genotipos resultaron
ineficientes para la fijacion de nitrégeno. Pocahtrario, los ndédulos formados por la cepa
NZP2213 resultaron eficientes para la fijacion e geno.

Los resultados obtenidos se encuentran en conadedaan los reportes realizados con
anterioridad para estas mismas cepas, ya quedasbavado que la cepa NZP2213 resulta
de estrecho rango de hospedante y solo interac@&f@wivamente con las especies
tenuisy L. corniculatus mientras que la cepa NZP2309 resulta tambiérstteahio rango
pero interacciona efectivamente donuliginosus(Pankhurst 1970). Por ultimo, similares
conclusiones pueden elaborarse a partir de losltadses obtenidos en los ensayos
realizados con clones de tenuis L. corniculatus L. tenuisx L. corniculatus2 vy L.
uliginosuscon estas dos cepas de estrecho rango.

Si bien algunos autores han sugerido que los TfCegjeun efecto bactericida, y que las
bacterias de la cepa NZP2213 en particular, seeatran afectadas por el nivel de los
mismos (Pankhurstt al. 1982), cabe destacar que en los clones del genSmd0 (los
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cuales presentaban niveles de TC muy elevados £magtes), la formaciéon de nodulos
efectivos por parte de la cepa NZP2213 no se @otafla, y tampoco modifico el efecto
observado en presencia de la cepa NZP2309.

Lamentablemente, mediante la utilizacion de loogpas transgénicos no pudo evaluarse
la posible influencia de la composicion de TC emsaecificidad de la simbiosis, ya que
estos genotipos presentaban TC cualitativamentélasgs. Como fuera mencionado
anteriormente, se ha reportado que la relacién igmmina/prodelfinidina podria
encontrarse relacionada con la especificidad dsir@iosis (Pankhurset al. 1979,
Pankhurst y Jones 1979). En relacion al efectdtatiab de los TC, cabe destacar que para
el genotipo “charlii” deL. corniculatusy los genotipos hibridds. tenuisx L. corniculatus

se observé que a nivel foliar presentaron ciered@minancia de TC del tipo de las
prodelfinidinas, aunque también se observd la pmaedel tipo de las procianidinas,
mientras que par&. uliginosusse observé Unicamente la presencia de prodetfidi
(Figura 5.9).

Dpy C‘ % IEEl B2 THY £ Hd  Lu
® 5 .

Figura 5.9. Cromatografia en capa fina de celulosa de los T@iamente hidrolizados
provenientes de vastago detusspp. Dpy: delfinidina; Cy: cianidina; L&. corniculatus
“charlii”; LH: L. tenuisx L. corniculatusl, 2, 3 y 4; Lul. uliginosus‘Maku”.

Sin embargo, a diferencia del vastago, al evalualitativamente los TC de la raices de los
clones delL. corniculatusy L. tenuisx L. corniculatus2, se observd que solamente
presentaban TC del tipo de las procianidinas (Bigu8). Por otro lado, para los clones de
L. corniculatusse observo una marcada diferencia en los niveeBQientre el vastago y
las raices y ademas se determind que los mismosl@an nédulos efectivos con la cepa
NZP2213. Por otra parte, cabe destacar que endieescdel. tenuisx L. corniculatus2 se
observé un aumento del contenido de nitrogeno enclones inoculados con la cepa
NZP2309 con respecto a los clones sin inoculamugi§.5). Esta observacion, sumada a la
presencia de una proporcion no menor de noédulasplecto rojizo, permite suponer que
los mismos realizan, al menos parcialmente, unteter nitrégeno.

Para poder concluir al respecto del efecto cualdate los TC presentes en raices sobre la
especificidad de la simbiosis, resulta recomendéblatilizacion (al igual que para el
estudio cuantitativo) de genotipos similares esirgero que se diferencien en la relacion
prodelfinifina/procianidina. En este sentido, soteresantes los estudios de Roblenal.
(2005), quienes transformaron plantasLdecorniculatuscon el gen que codifica para la
enzima F3'5'H (ver Figura 1.5). Sin embargo, noignath lograrse genotipos que se
diferencien en cuanto a la proporcion de prociaaigtirodelfinidina/propelargonidina
(81/14/5) que presentan normalmente los cultivos rdiz de L. corniculatus no
transformados. Por ello, resulta interesante laeratddn de materiales con estas
caracteristicas para poder avanzar con los estadiosspondientes.
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Por ultimo, cabe destacar el mayor contenido deob$§ervado en raices de los clones de
los diferentes genotipos transgénicos cuando fuegroaculados con la cepa NZP2039 en
relacion con aquellos inoculados con la cepa NZB2P& la misma manera, también fue
observado un mayor contenido de TC en nddulos fdosgor cepas inefectivas en los
clones de las diferentes especiesLd&us en relacion con aquellos formados por cepas
efectivas. En este sentido, se ha reportado quesembdulos inefectivos formados por la
cepa NZP2213 en plantas deuliginosusse observan niveles elevados de TC (4,75 mg
TC/g PF), a diferencia de los niveles de TC en hla&formados por la cepa NZP2039
(0,39 mg TC/g PF) los cuales resultaron signifiGatiente inferiores (Pankhurst al.
1979, Pankhurst y Jones 1979, Cooper y Rao 1992¢l Hesarrollo del presente capitulo
pudimos observar esta misma situaciéon, no sololparelones dé. uliginosusinoculados
con NZP2213, sino también en cloned.déenuis L. tenuisx L. corniculatus2 y diferentes
genotipos dé.. corniculatusinoculados con la cepa NZP2309, por lo que pairfonerse
que el aumento de TC en nddulos inefectivos sesponde con una respuesta general para
las especies del género evaluadas.

5.6. Conclusiones.

* El contenido de TC en raices detusspp. no afecta la especificidad de la simbiosis ¢
rizobios.

* No es posible descartar la hipdtesis de que Ixiéglaprodelfinidina/procianidina se
encuentre relacionada con la especificidad dentdissis con rizobios. Por ello, resulta
imprescindible realizar nuevos estudios para padaciuir fehacientemente sobre su
posible incidencia en los mecanismos de interacgitegconocimiento que podrian estar
involucrados.

» El desarrollo de nédulos inefectivos &otus spp. se encuentra acompafiado de un
incremento en los niveles de TC, lo cual sugiengaldicipacion de estos compuestos, en
los mecanismos de defensa de la planta.
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6. Consideraciones finales.
Sobre las hipotesis planteadas y sus conclusiones.

A partir del objetivo propuesto de contribuir anteejora de la calidad forrajera y de la
adaptabilidad de especies del génastusa suelos de menor aptitud agricola, con especial
énfasis en el estudio de las funciones biologicds Jos mecanismos de regulacién de los
niveles de los taninos condensados, se planteairgimamente tres hipotesis a poner a
prueba.

Una de ellaslbs TC afectan la especificidad en la simbiosisualigta entre rizobios y
especies del género Lotus sppfia sido puesta a prueba mediante las actividades
desarrolladas en el capitulo 5. A partir de losltados obtenidos se ha podido determinar
gue los niveles de TC enices déotusspp. no afectan la especificidad de la simbiasis ¢
rizobios. A su vez, se ha podido concluir que skd®llo de nodulos inefectivos éntus
spp. se encuentra acompafado de un incrementcsdevieles de TC, lo cual sugiere la
participacion de estos compuestos, en los mecanidmdefensa de la planta.

Las otras dos hipoétesis planteadas contenido foliar de TC en las plantas de L. tenu
resulta bajo en relacién al recomendado para lequimsas con fines forrajerdy “en L.
tenuis, al igual que en L. corniculatus, existeiabilidad intra e inter-poblacional para el
contenido foliar de TC y la misma puede ser aprbada para modificar el contenido de
dichos metabolitos a través de la seleccion reatdg’éhan sido puestas a prueba durante el
desarrollo de las actividades del capitulo 2. Stdbiemse de los resultados obtenidos se ha
podido concluir que el incremento de los contenidi®d C foliares eh. tenuisconstituye

un objetivo tecnologico de mejora, la cual difi@ime podria ser lograda a través de la
seleccion recurrente, si se tiene en cuenta laneiaseale individuos con contenidos
elevados de dichos compuestos.

Los resultados obtenidos hasta ese momento nogaratia plantear dos nuevas hipétesis.
Una de ellas, €l patron de tincion de TC representa una herranaieeficaz para la
diferenciacion especifica entre L. tenuis y L. caufatus’ se puso a prueba en el capitulo 2.
Los resultados obtenidos permitieron concluir gupagron de tincion de los TC foliares
podria ser utilizado como técnica de rutina pamdet@rminacion de la pureza especifica de
las diferentes poblaciones detenuisy L. corniculatus

La otra hipotesis planteada fuel“cruzamiento interespecifico entre L. tenuis y L.
corniculatus permite la obtencidon de materiales etalps novedosos que combinen las
mejores caracteristicas forrajeras de ambas espgegiato con una mayor tolerancia al
estrés salind Las actividades para poner a prueba esta higbtesresponden aquellas
descriptas en el capitulo 3. Mediante los resuftaglatenidos en este capitulo pudimos
concluir que el cruzamiento interespecifico emtréenuisy L. corniculatusconstituye un
método eficaz para la mejora de las caracteristaragjeras (niveles de TC, presencia de
rizomas y porte de las plantas) en el género yaugayor tolerancia al estrés salino de las
plantas hibridas supone un elevado potencial deadgiibn en ambientes afectados por
condiciones edéficas salinas.

Posteriormente nos planteamos una nueva hipotegisatda por los resultados obtenidos
en el capitulo 3. Con esta hipotesis se propuserpomprueba que Feontenido foliar de
TC en plantas de Lotus spp. se encuentra regulandgs niveles de expresion de los
factores de transcripcion codificados por TT2 y T&8i como de los genes PAL, DFR,
CHS, ANS, ANR, LAR1, LAR2 y MATEas actividades desarrolladas, presentes en el
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capitulo 4 permitieron concluir que la obtenciénhdleridos interespecificos entre tenuis

y L. corniculatusrepresenta una herramienta Util para el estuditoslenecanismos de
regulacion de los niveles de TC. Por otra parteptén se pudo concluir que en plantas de
Lotusspp. que presentan naturalmente niveles diferescie TC, la expresion del factor
de transcripciorFebHLH no seria determinante de los mismos, mientradaguegulacion

de los niveles de TC es un proceso metabdlico egmplie no depende exclusivamente de
los niveles de expresion de los genes mencionados.

A continuacion se realiza una resefia de los remdtenas relevantes durante el desarrollo
del presente trabajo de tesis considerando su tmgdos nuevos objetivos e hipotesis que
se plantean a partir de ellos.

Sobre el impacto de los resultados y perspectivasds.

Algunas de las especies del génkeotus se destacan por su capacidad de acumular TC a
nivel foliar. Debido a los beneficios que otorgataanutricion animal, estos compuestos
han sido objeto de estudio para su aplicacion tnaiégica en leguminosas forrajeras.

Esta capacidad, junto con la relevancia agronémidantifica de estas especies motivd su
utilizacion como sistema de estudio. En particulaenuis es considerada especie clave en
la Pampa Deprimida del Salado y su utilizacion cdommjera para ambientes restrictivos
se ha incrementado en los Ultimos afios.

A pesar de la importancia de tenuis la informacion publicada sobre sus niveles fekar
de TC resultaba controvertida y la variabilidadaespecifica para este caracter no habia
sido evaluada. Tampoco existia informacién sobreprtoteso de mejora tendiente a
adecuar el contenido foliar de TC en poblacionesLddenuis a diferencia del.
corniculatusy L. uliginosus especies acerca de las cuales si existian antdesdle tales
procesos.

Nuestros resultados demostraron, contrariamente esperado, qué. tenuis acumula
niveles sub-6ptimos de TC a nivel foliar y que hoismos carecen de variabilidad intra e
inter-poblacional. A partir de los mismos se puedacluir que si bien un incremento
moderado en los niveles de TC ldetenuistendria un efecto beneficioso sobre su calidad
forrajera, el mismo no podria ser logrado por sédecrecurrente.

Durante el desarrollo de estas actividades qued¥idencia la problematica existente y el
dafio econdémico que causa la dificultad de difeesn@n taxonOmica entre. tenuisy L.
corniculatus Las metodologias propuestas hasta el momentodgerentes autores
resultaban complejas, costosas y no permitian&isarapido de numerosas muestras en
forma rutinaria (capitulo 2). En relacion a ellajdpnos determinar que mediante la
observacion del patron de tincion de TC en hojagussle diferenciar ambas especies de
manera rapida, sencilla y con un bajo costo. Unumes grafico de la metodologia
propuesta puede observarse en la Figura 6.1.
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A)  Plantulas de L. renuis v L. corniculaius ) Diferente patrdn de tincidn de TC
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Figura 6.1. Resumen gréafico de la metodologia propuesta padiférenciacion entrée.
tenuisy L. corniculatus Las semillas de la accesion de tenuisa evaluar se hacen
germinar y se cultivan hasta que presenten doss hejgandidas. Las plantulas asi
obtenidas pueden resultar en una mezcld..d&enuisy L. corniculatus las cuales son
similares morfologicamentéA). Se extrae una hoja de estas plar{®fs la cual es
decolorada con etanol. Posteriormente en la hajaloi@da se realiza la tincion de TC y su
patron de tincion permite diferenciar de que espseitrat{C).

Si bien mediante la metodologia propuesta se pueifienenciar a estas dos especies, cabe
destacar que la taxonomia de algunas de las esgpentegran este género resulta dificil
de determinar. Debido a ello, es necesario conticoa los estudios que faciliten una
diferenciacién taxondmica precisa de las especiesrgegran el génetmtus

Por otra parte, debido al fracaso en obtener uiapdn delL. tenuiscon contenidos
foliares adecuados de TC a través de seleccionlsasailizé una metodologia alternativa
con el mismo fin. La misma se baso en la técnichilliedizacion interespecifica entte
tenuis y L. corniculatus En este sentido, utilizando poblaciones tetraet®i delL.
corniculatusy L. tenuis se han obtenido con anterioridad hibridos inpeEesicos. Sin
embargo, la baja viabilidad del material logradiccdIté su aplicacion agrondmica. Debido
a ello nos planteamos la estrategia novedosa digautpoblaciones diploides de.
corniculatuspara su cruzamiento cantenuis

Esta estrategia requirio orientar los esfuerzosekcsionar una poblacion de.
corniculatus diploide y preferentemente con una mayor toleeneiativa a diferentes
estreses ambientales. En este sentido, cabe degtacdos cultivares de. corniculatus
comercialmente disponibles, ademas de ser tetdgdoen su totalidad, derivan de
programas de mejoramiento orientados a la obterdsdmateriales con alta potencialidad
de produccién. Estos cultivares, pensados paratiimacion en sistemas ganaderos
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intensivos que cuentan con buenos recursos edafiessltan en cultivares productivos
pero a la vez poco tolerantes a diferentes estedBséscos.

Debido a ello, el hallazgo de la poblacionldecorniculatusen la Albufera de Valencia
resultd uno de los puntos cruciales para el éxocduzamiento interespecifico. Ello se
debe a las caracteristicas de esta poblacionalarepresenta un germoplasma sumamente
interesante para ser utilizado en programas deramjento de la calidad forrajera en el
género. A modo de comparacion entre especies yagiobes, en la Tabla 6.1 se
mencionan aquellas caracteristicas relevantes.

Tabla 6.1. Comparacion de las caracteristicas relevantes especies y poblacioneslde
tenuisy L. corniculatus

L. tenuis L. corniculatus L. corniculatus
(poblacidon diploide) (poblaciones comerciales)
Ploidia 2n=2x=12 2n=2x=12 2n=4x =24
Niveles de TC 0,75+ 0,3 mg TC/g MS 23,13 +7,1 mg TC/g MS 6,53 /g TC/g MS
Rizomas / estolones No produce Produce No produce

Poblacion adaptada a condicio  Poblaciones seleccionadas po
edaficas marginales, potencial potencial productivo, utilizacion
utilizacion en areas de baja en areas de elevada aptitud
aptitud agricola agricola

Especie tolerante a condiciones
Aptitud edaficas marginales, utilizacion
en areas de baja aptitud agricola

Del cruzamiento entre esta poblacion torenuisse destaca, en primer lugar, la facilidad
del mismo y el elevado porcentaje de viabilidadadsemilla obtenida. En este sentido, en
estudios previos, la realizacion de cruzamientdseeestas dos especies presentaba la
limitante del escaso porcentaje de viabilidad deilégs obtenidas.

En segundo lugar, los hibridos obtenidos a pasiredte cruzamiento representan un
material destacable en cuanto a su potencial &oafl adecuado contenido foliar de TC,
la presencia de rizomas, el porte mas erectostdibomayor longitud y mayor tolerancia al
estrés salino lo diferencian de los cultivared deenuisdisponibles en el mercado. Debido
a ello, el hibrido obtenido ha sido premiado erCehcurso Nacional de Innovaciones
(INNOVAR 2009) dentro de la categoria “Innovacioeesel Agro”.

A su vez, considerando que ambos parentales pevida ambientes donde se encuentran
sujetos a diferentes estreses ambientales, eshpealpze presenten una elevada tolerancia a
otros estreses abidticos que suelen afectar laupeah de forraje. Debido a ello, resulta
interesante determinar la tolerancia de estos rab#eral estrés alcalino y al anegamiento,
uno de los objetivos a los que estamos orientandetras investigaciones actualmente.
Una de las posibles limitaciones que presentamelssltados del presente trabajo de tesis
deriva del hecho de que la totalidad de los exparios han sido llevados a cabo bajo
condiciones semi-controladas en cuartos de cu#iwovernaderos. Teniendo en cuenta el
potencial de aplicacion del material obtenido, alehente nos encontramos desarrollando
la evaluacion a campo y del consumo animal de kEtemnales obtenidos.

De la misma manera, se preve continuar con lazeeadin de cruzamientos interespecificos
utilizando nuevas poblaciones de corniculatus diploides provenientes de diferentes
ambientes, asi como el seguimiento de la descerdalec las poblaciones hibridas
resultantes.

Para considerar el impacto cientifico, cabe mem@eigue desde hace afios la importancia
nutricional de los TC en leguminosas ha motivadestudio de la biosintesis de estos



128

metabolitos. El objetivo de ello es el de realizava posible mejora biotecnologica
tendiente a incrementar y/o inducir su acumulaeidraquellas especies forrajeras carentes
de los mismos en sus vastagos.

Estos estudios, que comprenden la regulacion tigogmal y biosintesis de estos
compuestos, han sido realizados en especies mddeé&studio Arabidopsis thalianay
Medicago truncatulaprincipalmente). Sin embargo, a pesar de que se dméenido
transformantes que sobreexpresan diferentes “gemaedidatos” involucrados en su
biosintesis, hasta el momento no se han logradenebiplantas d®. sativay Trifolium
repensque presenten una acumulacion marcada de TC lfoliae.

En este sentido, cabe destacar que ninguna despesies modelo estudiadas tiene la
capacidad de acumular TC a nivel foliar. Resultpremdente que a pesar de sus multiples
ventajas, solo unos pocos autores han utilizadeaoodelo de estudio de la biosintesis de
TC a las especies del généxatus En este sentido, se destacan los trabajos reafizzl.
japonicus(leguminosa modelo de estudio). Sin embargo, ceenpuede observar en los
resultados obtenidos en el presente trabajo, sgecie, al igual qué. tenuis presenta
bajos contenidos foliares de estos compuestos misrsos solo se encuentran distribuidos
en el tejido adyacente a los haces vasculares.

Debido a ello, el sistema de estudio utilizado lepresente trabajo resulta novedoso por el
hecho de incluir especies filogenéticamente cescana contenidos contrastantes de TC y
en diferente ubicacion tisular, junto con su dedeania hibrida que presenta niveles
intermedios. De estos estudios pudo concluirselajuegulacion de la acumulacion de TC
a nivel foliar resulta mas compleja de lo que fuplanteado originalmente sobre las
especies modelo de estudio.

Esta evidencia refuerza la idea de que las espe@kgéneroLotus son potenciales
candidatos y herramientas Utiles de trabajo parapt@mentar los estudios sobre la
regulacién de la acumulacién de TC. A partir d® sk podrian poner a prueba nuevas
hipotesis, pudiendo algunas de ellas fundamentarsgue estos compuestos presentarian
una regulacion organo-especifica, en la cual lanatacion de TC en el tejido del mesofilo
de la hoja se encuentra dominada por los mismossg@ero en manera diferente a lo que
ocurre en otros érganos o incluso regulada poretifes genes. Por otro lado, se podria
plantear la hipotesis de que la acumulaciéon de Ti@vel foliar depende del correcto
balance transcripcional d€T2 TT8 y TTG] integrantes del complejo que regula la
biosintesis de los mismos. Asimismo, se podria pameueba la hipotesis de que existe un
gen inhibidor que se encuentre expresado en hejagukllas plantas que no acumulan TC.
Para finalizar, se encuentra reportado en la lghdita que tanto el contenido como el tipo
de TC presentes en raices afectan la especifidieldal simbiosis (capitulo 5). Sin embargo,
pudimos observar que en plantas con diferentesesid® TC en raices, pero con el mismo
fondo genético, la especificidad de la nodulacionsa vio afectada. Estas plantasLde
corniculatusformaron nédulos efectivos con cepasvisorhizobium lote inefectivos con
cepas d@radyrhizobiumsp. independientemente de sus niveles de TC esstah su vez,
en plantas dé. tenuis L. corniculatusy L. uliginosus se observd que la infeccion con
cepas ineficientes en la fijacion de nitrogenodien efecto inductor de la acumulaciéon de
TC en raices de la planta infectada, estos resdtadeden observase en la Figura 6.2.
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L. tenuis- L. corniculatus L. uliginosus
Infeccién con cepa Infeccién con cepa  Infeccién con cepa Infeccién con cepa
Mesorhizobium loti Bradyrhizobium sp.  Mesorhizobium loti Bradyrhizobium sp.
(NZP2213) (NZP2309) (NzP2213) (NZP2309)
Formacion de Formacion de
nédulo eficiente nédulo ineficiente
en la FBN en la FBN

v v

Contenido de TC en nédulo (mg TC/g MS)

1,3+£0,3 L. tenuis 8,1+25
31129 L. corniculatus 6,8+2,2
11,5+£0,5 L. uliginosus 25541

Figura 6.2. Esquema de los tratamientos evaluados y comandlilye en la formacion de
noédulos y su contenido de TC. FBN = Fijacion Biadégde Nitrégeno.

Sobre la base de las observaciones realizadafiaregaresante continuar con los estudios
relacionados al efecto de los TC sobre la espataficde los rizobios que interactian
simbidticamente con las especies ld#us Para ello se han planteado nuevas hipétesis
donde se pretende probar que la inoculacién coascegficientes en la fijacién biologica
de nitrégeno induce la expresion de los factorestrdescripcion que regulan la
acumulaciéon de TC y posiblemente la composicionlate mismos, (en especial la
proporcion delfinidina:cianidina), afectando laedficidad de la relacién simbiotica.

Considerando que muchos de los resultados obtedigi@te el desarrollo del presente
trabajo han generado nuevas hipotesis y objetav@mntinuacion se presenta un resumen
de aquellas perspectivas de interés futuro:

» Continuar con el estudio taxonémico de la poblatialtada en la Albufera de Valencia.
Ya que, si bien a partir de sus caracteres moiifmégy reproductivos esta poblacion fue
determinada comhb. corniculatussubsp corniculatus los resultados obtenidos mediante
el analisis de polimorfismos en la secuencia déSidugieren que podria tratarse de un
nuevo taxon.

» Considerando el potencial de aplicacion del mdtdriarido obtenido, entendemos
necesario su evaluacién a campo y la respuestaabotemsumo animal, con el objeto de
obtener un cultivar comercial para su utilizaci@n parte de los productores.

* Realizar nuevos cruzamientos interespecificos cohlapiones delL. corniculatus
diploides provenientes de diferentes ambientesnyojeon los hibridos ya obtenidos,
llevar a cabo la evaluacion de su tolerancia adifies estreses abidticos.
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» Continuar con el estudio de la regulacion transwipal de la acumulacion foliar de TC
aprovechando la ventaja de contar con materialestiggcamente similares pero con
contenidos foliares contrastantes de TC.

 Evaluar el efecto de la composicion de TC (relagitotianidina:prodelfinidina) sobre la
especificidad de la simbiosis mutualista entrehi@s yLotusspp. A su vez, evaluar si la
efectividad en la fijacion biol6gica de nitrogerfeca la expresién de aquellos genes que
regulan la acumulacion de TC.
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Apéndices.
Apéndice 1.
La Devesa de la Albufera de Valencia.

A unos 15 km al sur de la ciudad de Valencia (Eapaé encuentra el Parque Natural de la
Albufera Parc Natural de I"Albuferp el cual cuenta con 21.120 ha y constituye unlosie
espacios naturales mas representativos e inteessdatla Comunidad Valenciana. Dentro
del parque se pueden distinguir tres subsistenaasbaentes principales: a) la laguna, b) el
marjal-arrozal y c) la restinga (Benavent Olmeisal. 2004). La restinga es un corddn
litoral emergido de unos 30 km de longitud y 1 kenagthcho. Solo una parte de este cordon
(unos 10 km) se libré del proceso urbanistico ystitnye una de las areas de mayor valor
ecoldgico de la peninsula: la Devesa de la Albuflra/alencia (Benavent Olmax al.
2004, Ramirez De Arellano 2007).

En la Devesa se pueden encontrar algunas espetiessndel génerbotus siendo la mas
abundanté.. creticus la cual cumple un importante rol como especiagia en la fijacion
del primer cordon dunar (Escaragt al. 2010). Por otra parte, en las depresiones
interdunares de la Devesa, se ha observado langiasge poblaciones de corniculatus
(Costaet al.1984, Ramirez De Arellano 2007).

Las depresiones interdunares se encuentran ago ¢k toda la Devesa y son conocidas
localmente como malladake$ mallaes Originalmente ocupaban un 25% de la superficie
de la Devesa, pero debido al proceso de urbanizacsd superficie disminuyé
drasticamente (Benavent Olmesal.2004). Entre las distintas malladas se han obderva
diferentes condiciones edaficas, reconociéndosdl@ndos tipos de suelos predominantes:
los Solonchacks gleycos y los Gleysoles calcariEggura Al). En ambos tipos de suelos
predomina la estructura limosa, se encuentran afest por condiciones halo-
hidromorficas y en general presentan bajo conted&outrientes y materia organica. La
diferencia entre ellos esta dada en que los swelbipo Solonchacks gleycos presentan
condiciones salinas, mientras que los Gleysolesadabs no se encuentran afectados por
elevadas concentraciones de sales (Rubio Delgadd. 1998). En la Tabla Al puede
observarse los valores medios de pH y conductividiéctrica de cinco malladas tipicas.
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Dfar Primer ordon Mallada Zoma de Mallada Dumas Tijs Laguna
Mieditcrranco dumar Lratisiciog

Arenosol calcarico

Gleysol calcirico solonchak gleyco

Arena no compactada

Horizonte con manchas de hideomarfisag, Condiciones reductoras.

Horizente compactado con tendendia a estructura columnar, Condiciones
reductoras,

Harizonte de reduccian

B EHD

Figura Al. Esquema topografico de la Devesa de la Albuferdalencia. En el mismo se
pueden observar los tres tipos de suelos predotemasus horizontes (Rubio Delgaeto
al. 1998).

Tabla Al. Valores de pH y conductividad eléctrica (CE) eedftes profundidades de
suelo (0 a 10, 10 a 15y 10 a 20 cm) de cinco adlae la Albufera de Valencia (Ramirez
De Arellano 2007).

pH CE (dS/m)
Mallada
0alOcm 10a15cm 0al0cm 10a20cm

Canyar 8,99 9,10 4,50 6,80
Canyar 2 8,96 9,14 9,10 7,90
Malladeta/Cayar 9,00 9,13 5,00 4,40
Malladeta 9,02 9,67 3,00 6,60
Tuberia 9,19 9,51 9,20 7,30

Las condiciones edaficas restrictivas de las madlalan determinado que en ellas se
desarrollen comunidades vegetales del tipo haléfgab-halofita. Asimismo, se distinguen
cuatro clases fitosociologica$hero-SalicornieteaArthrocnemeteaJuncetea maritimiy
Nerio tamaricetedCostaet al. 1984).

Climéticamente el area corresponde segun Kopersuhtipo mediterraneo, y segun
Thornthwaite se define como Semiarido D, con exaksagua en invierno, Mesotérmico
B’; y con baja concentracion estival de la eficadimi@a. La precipitacion media anual es
de 450 mm y la temperatura media anual es de 17¢sfiC reducida oscilacion térmica
debido al efecto el mar Mediterraneo. Sin embangasionalmente se producen heladas en
los meses de diciembre y enero (Ramirez De AreR&Q7).
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En funcion de las condiciones edéficas restricti#zals que se encuentran sujetas las
especies presentes en las malladas de la Albuker&alencia, resulta de interés la
evaluacion de las poblacionesldecorniculatusalli presentes.

Para ello, durante los meses de junio y julio d#d72se procedié a ubicar, evaluar y
recolectar semillas de las poblacioned_deorniculatusque se encontraban en la Devesa
de la Albufera de Valencia (Espafia). Los datosaicmpnamiento global y superficie de
las poblaciones encontradas fueron tomados constirumento Garmin-GPS 12 usando el
sistema de coordenadas UTM (del inglémiversal Transverse Mercafpr Se
seleccionaron las tres poblacioned_deorniculatusque presentaban la mayor superficie y
de ellas se colectaron las semillas provenientésm@gor niumero posible de plantas
integrantes de cada poblacion. A su vez, se tomagstras compuestas de los primeros
20 cm del suelo en el que crecian. En estas maesdrdeterminé el pH y la conductividad
eléctrica (CE) mediante la utilizacion de un pH4mé&onductimetro (Hanna, HI 255). El
pH se determind en agua, para lo cual se realiadiuacion suelo/agua de 1/2,5; mientras
que la CE se determind utilizando el procedimigfg@asta saturada.

Para cada poblacién seleccionada se identificaasnekpecies vegetales acompafnantes
utilizando una clave dicotémica desarrollada pobfecina Técnica Devesa-Albufera y la
colaboracién del botanico Antonio Vizcaino y Fracoi Collado (ambos pertenecientes a
dicha oficina).

Se pudieron ubicar 12 poblaciones naturales. @erniculatusen la Devesa de la Albufera,
las cuales se encontraban confinadas en difereratigdas (Figura A2.A). En dicha época
se observo que en la mayoria de las malladas,rsigentral se encontraban encharcada o
hameda. Por su parte, las condiciones edaficasedsm@ncontraban las poblacioned.de
corniculatuspresentaban en comun un elevado pH (> 8,5); naiemue la conductividad
eléctrica resultdo variable. De esta manera se rdataron tres tipos diferentes de
poblaciones en funcion de la conductividad eléatdel suelo en el que se encontraban: a)
poblaciones en suelos con elevada conductividactriei# (alrededor de 13 dS/m); b)
poblaciones en suelos con baja conductividad @aat®,2—0,5 dS/m) y c) poblaciones en
suelos con conductividad eléctrica intermedia (@S8n).

Las poblaciones de mayor tamafio que se seleccioeatian una superficie de 49G,m
110 nf y 200 nf para las de tipo a, b y ¢ respectivamente. Suaaidin geogréfica en
escala UTM era 731307,7-4358456,4 para la poblabsbtipo a (Figura A2.B); 730322,2-
4361704,4 para la del tipo b (Figura A2.C) y 730354361549,5 para la del tipo ¢ (Figura
A2.D).
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Figura A2. A. Foto satelital de la Devesa del Parque Naturdhddbufera de Valencia.
En ella se indican mediante circulos rojos la poside las poblaciones de corniculatus

Los circulos de mayor tamafio indican las poblacdaepresentativas; su letra corresponde
con las fotos de la derecha. Planta dd.. corniculatusde la poblacién que se encontraba
en la zona con mayor conductividad eléctrica, lu§dallada de la Mata del Fang.
Plantas dd.. corniculatuscreciendo en asociacion cétymus elongatuen la zona de
menor conductividad eléctricd. Plantas deL. corniculatuscreciendo en la zona de
conductividad eléctrica intermedia, lugar: Mallatiala Rambla.

Las especies vegetales que acompafiaban a las ipobkdel. corniculatusresultaron
diferentes segun el tipo de poblacion se tratases poblaciones del tipo a y ¢ se
encontraban acompafadas por especies vegetaléitabaddsub-haléfitas. Mientras que en
las del tipo b se destaco la presencia de agra@pérgado Elymus elongatysla cual se
encontraba en mayor abundancia acompafanda@rniculatus En la Tabla A2 se puede
observar una lista de las especies que en maypo@ién se encontraban acompafando a
las poblaciones de. corniculatus
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Tabla A2. Especies acompafiantes de las poblacionés derniculatusen los diferentes
tipos de malladas.

Poblaciones del tipo a Poblaciones del tipo b Poblacies del tipo ¢
Carex extensa
Arthrocnemum fructicosum Inula crithmoides
Carex extensa Inula viscosa
Epilobium hirsutum Elymus elongatum Juncus acutus
Inula crithmoides Juncus acutus Lagurus ovatus
Juncus acutus Juncus maritimus Limonium maritimum
Juncus maritimus Sonchus maritimus Plantago crassifol
Limonium dufourii Schoenus nigricans
Phragmites australis Scirpus holoschoenus

Sonchus maritimus

Las especies acompafiantes de las poblaciones paelatiy ¢ corresponden con las
integrantes de la clase fitosociol6gidancetea maritimiBr.-Bl. 1931, comuUnmente
reconocida como “pradera salada”. Por su partéaspoblaciones del tipo b las especies
acompafantes corresponden con las integrantes ddade fitosocioldégicaMolinio-
Arrhenathereted®. Tx. 1937.

Cabe destacar que las plantasidecussp. se encontraban presentes en los tres tipos de
poblaciones dé. corniculatus En este sentido, se observo en varias ocasiaeealgunas
plantas dd.. corniculatuscrecian entre plantas dancussp. como puede observarse en la
Figura A3.

a -‘ﬁ

7 P E ) s =d Sk i1 3 X5 |
Figura A3. Plantas dd.. corniculatuscreciendo junto coduncus acutugn dos de las
poblaciones estudiadas en la Devesa de la Albdiekéalencia (Espafia).
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Apéndice 2.

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas deed&n nriTS de las muestras de
corniculatus“charlii”, L. tenuis“Pampa INTA” y de diferentes colonias transfornmadan
el producto de amplificacion de tenuisx L. corniculatusl y 3 (Lt x Lc). ADN, secuencia
parcial.

"80

40 50 60 70

L. corniculatus  --------mn mmmmmiiii e C CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATT--- TG GGCAGGCTTG GGG TGTATC
L. tenuis AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATTACTTG GGCARGCTTG GGG TGTATC
Lt x Lc 1 coll AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATTACTTG GGCAAGCTTG CGG CGTATC
Lt x Lc 1 col2 AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATT---TT GGGCAGCTTG GGG TGTATC
Lt x Lc 1 col3 AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATTACTTG GGCAAGCTTG GGG TGTATC
Lt x Lc 1 col4 AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATTACTTG GGCAAGCTTG GGG TGTATC
Lt x Lc 1 col5 AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATTACTTG GGCAAGCTTG GGG TGTATC
Lt x Lc 1 col6 AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATT--- TG GGBCAGGCCTG GGG TGTATC
Lt x Lc 3 coll AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATTACTTG GGCAAGCTTG GGG TGTATC
Lt x Lc 3 col2 AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATT--- TG GGCAGGCTTG GGG TGTATC
Lt x Lc 3 col3 AGGATCATTG TCGTATCCTT GCAAACAAAC CAACCTGTAA ACTCGITTGA CTATTACTTG GGCAAGCTTG CGG TGTATC
P e e e I I I I I
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L. cornicul atus CCACCTCAGC CTCCCAACT- ATATTAGGGG GAAATYCCAA CGGGGICTCC TCCTAGTAAA TAACAAACCC CGGCGCTTGA
L. tenuis CCACCTCAGC CTCCCAACTT ATACTAGGGG GAAATCCCAT TGGGGICTCC TCCTAGTAAA YAACAAACCC CGGCGCTTGA
Lt x Lc 1 coll CCACCTCAGC CTCCCAACTT ATACTAGGGG GAAATCCCAT TGGGGICTCC TCCTAGTAAA CAACAAACCC CGGCGCTTGA
Lt x Lc 1 col2 CCGCCTCAGC CTCCCAACCA ATATTAGGGG GAAATCCCAT TGGGGTCTCC TCCTAGTAAA CAACAAACCC CGGCGCTTGA
Lt x Lc 1 col3 CCACCTCAGC CTCCCAACTT ATACTAGGGG GAAATCCCAT TGGGGICTCC TCCTAGTAAA TAACAAACCC CGGCGCTTGA
Lt x Lc 1 col4 CCACCTCAGC CTCCCAACTT ATACTAGGGG GAAATCCCAT TGGGGICTCC TCCTAGTAAA TAACAAACCC CGGCGCTTGA
Lt x Lc 1 col5 CCACCTCAGC CTCCCAACTT ATACTAGGGG GAAATCCCAT TGGGGICTCC TCCTAGTAAA TAACAAACCC CGACGCTTGA
Lt x Lc 1 col6 CCACCCCAGC CTCCCAACT- ATATTAGGGG GAAATCCCAA TGGGGTCTCC TCCTAGTAAA TAACAAACCC CGGCGCTTGA
Lt x Lc 3 coll CCACCTCAGC CTCCCAACTT ATACTAGGGG GAAATCCCAT TGGGGICTCC TCCTAGTAAA TAACAAACCC CGGCGCTTGA
Lt x Lc 3 col2 CCACCTCAGC CTCCCAACT- ATATTAGGGG GAAATTCCAA CGGGGICTCC TCCTAGTAAA TAACAAACCC CGGCGCTTGA
Lt x Lc 3 col3 CCACCTCAGC CTCCCAACTT ATACTAGGGG GAAATCCCAT TGGGGICTCC TCCTAGTAAA CAACAAACCC CGGCGCTTGA
P e e e I o I I (R I

170 180 190 200 210 220 230 240

L. corniculatus  TGCGTCAAGG AACTGAAATT GITAGITGCA CTCTTGICGG - CCCGITTAC GGTGCTTGTG CAAGAGTTGC CATGACACAT
L. tenuis YGCGTCAAGG AAYTGAAACT GTTAGCTGCA CTCTTGTCGG GCCCGTTTAC GGTGCTYGTG CAAGAGITGC CATGACACAT
Lt x Lc 1 coll TGCGTCAAGG AATTGAAACT GTTAGCTGCA CTCTTGTCGG GCCCGTTTAC GGTGCTTGCG CAAGAGITGC CATGACACAT
Lt x Lc 1 col2 TGCGTCAAGG AATTGAAACT GTTAGCTGCA CTCTTGTCGG GCCCGTTTAC GGTGCTTGCG CAAGAGITGC CATGACACAT
Lt x Lc 1 col3 TGCGTCAAGG AATTGAAACT GTTAGCTGCA CTCTTGTCGG GCCCGTTTAC GGTGCTTGTG CAAGAGITGC CATGACACAT
Lt x Lc 1 col4 TGCGTCAAGG AATTGAAACT GTTAGCTGCA CTCTTGTCGG GCCCGTTTAC GGTGCTTGTG CAAGAGITGC CATGACACAT
Lt x Lc 1 col5 TGCGTCAAGG AATTGAAACT GTTAGCTGCA CTCTTGTCGG GCCCGTTTAC GGTGCTTGTG CAAGAGITGC CATGACACAT
Lt x Lc 1 col6 TGCGTCAAGG AACTGAAATT GITAGITGCA CTCTTGTCGG - CCCGTTTAC GGTGCTTGTG CAAGAGITGC CATGACACAT
Lt x Lc 3 coll TGCGTCAAGG AATTGAAACT GTTAGCTGCA CTCTTGTCGG GCCCGTTTAC GGTGCTTGTG CAAGAGITGC CATGACACAT
Lt x Lc 3 col2 TGCGTCAAGG AACTGAAATT GITAGITGCA CTCTTGTCGG - CCCGTTTAC GGTGCTTGTG CAAGAGITGC CATGACACAT
Lt x Lc 3 col3 TGCGTCAAGG AATTGAAACT GTTAGCTGCA CTCTTGTCGG GCCCGTTTAC GGTGCTTGCG CAAGAGITGC CATGACACAT
R FREEEY FEEEY P R R P R PR R I UEEE R EERE) R |
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L. corniculatus  TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
L. tenuis TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
Lt x Lc 1 coll TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
Lt x Lc 1 col2 TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
Lt x Lc 1 col3 TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
Lt x Lc 1 col4 TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
Lt x Lc 1 col5 TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
Lt x Lc 1 col6 TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
Lt x Lc 3 coll TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
Lt x Lc 3 col2 TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
Lt x Lc 3 col 3 TCTACATAAA ATGACTCTCG GCAACGGATA TCTCGGCTCT CGCATCGATG AAGAACGTAG CGAAATGCGA TACTTGGTGT
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L. cornicul atus GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGITGAGGGC ACGTCTGCCT
L. tenuis GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGTCGAGGGC ACGTCTGCCT
Lt x Lc 1 coll GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGTCGAGGGC ACGTCTGCCT
Lt x Lc 1 col2 GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGTCGAGGGC ACGTCTGCCT
Lt x Lc 1 col3 GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGIC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGICGAGGGC ACGICTGCCT
Lt x Lc 1 col4 GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGTCGAGGGC ACGICTGCCT
Lt x Lc 1 col5 GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGCTGCGCCC GAAACCATTA GGICGAGGGC ACGTCTGCCT
Lt x Lc 1 col6 GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGITGAGGGC ACGICTGCCT
Lt x Lc 3 coll GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGICGAGGGC ACGICTGCCT
Lt x Lc 3 col2 GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGTTGAGGGC ACGTCTGCCT
Lt x Lc 3 col 3 GAATTGCAGA ATCCCGTGAA CCATCGAGTC TTTGAACGCA AGITGCGCCC GAAACCATTA GGTCGAGGGC ACGTCTGCCT
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CATCGITGCC
CATCGITGCC
CATCGITGCC
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T P T DU R
440 450
ATGCTTCGTG CTATGOGGCG TSTGGGGTGA
ATGCTTCGTG CTATGCGGCG TGOGGGGTGA
ATGCTTCGTG CTATGCGGCG TGOGGGGOGA
ATGCTTCGTG CTATGCGGCG TGOGGGGOGA
ATGCTTCGTG CTATGCGGCG TGOGGGGTGA
ATGCTTCGTG CTATGOGGCG TGOGGGGTGA
ATGCTTCGTG CTATGOGGCG TGOGGGGTGA
ATGCTTCGTG CTATGCGGCG TGTGGGGTGA
ATGCTTCGTG CTATGCGGCG TGOGGGGTGA
ATGCTTCGTG CTATGOGGCG TCTGGGGTGA
ATGCTTCGTG CTATGOGGCG TGOGGGGOGA
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ATGTTGGCCT
ATGITGGCCT
ATGITGGCCT
ATGITGGCCT
ATGITGGCCT
ATGTTGGCCT
ATGTTGGCCT
ATGITGGCCT
ATGITGGCCT
ATGTTGGCCT
ATGTTGGCCT

470

550

AAGGCTCACG GITGGTITTAA
AAGGCTCACG GITGGCTTAA
AAGGCTCACG GITGGCTTAA
AAGGCTCACG GITGGTITTAA
AAGGCTCACG GTTGGCTTAA
AAGGCTCACG GITGGCTTAA
AAGGCTCACG GITGGCTTAA
AAGGCTCACG GITGGTITTAA
GAGCGCTCACG GITGGCTTAA
AAGGCTCACG GTTGGTTTAA
AAGGCTCACG GTTGGCTCAA

ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT
ATTTGGGTCC ATGGTAGGGT

ATGCCATGAT
ATGCCATGAT
ATGCCATGAT
ATGCCATGAT
ATGCCATGAT
ATGCCATGAT
ATGCCATGAT
ATGCCATGAT
ATGCCATGAT
ATGCCATGAT
ATGCCATGAT

GGATGGTGGM TGAGTAACGC

GGATGGTGGT
GGATGGTGGT
GGATGGTGGT
GGATGGTGGT
GGATGGTGGT
GGATGGTGGT
GGATGGTGGT
GGATGGTGGT
GGATGGTGCEC
GGATGGTGGT
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TCATGGGTAA
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TCATGGGTAA
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TCATGGGTAA

CCTTATCATG
CCTTATCATG
CCTTATCATG
CCTTATCATG
CCTTATCATG
CCTTATCATG
CCTTATCATG
CCTTATCATG
CCTTATCATG
CCTTATCATG
CCTTATCATG

580

CTTGGGACCT
CTTGGGACCT
CTTGGGACCT
CTTGGGACCT
CTTGGGACCT
CTTGGGACCT
CTTGGGACCT
CTTTGGACCT
CTTGGGACCT
CTTGGGACCT
CTTGGGACCT

TTAAGCATAT
TTAAGCATAT
TTAAGCATAT
TTAAGCATAT
TTAAGCATAT
TTAAGCATAT
TTAAGCATAT
TTAAGCATAT
TTAAGCATAT
TTAAGCATAT

"590

R B UREEE R T
600 610
ACAGACCCGC ATGCGTGGTG TAACCACTCT
RYAGACCCGC ATGCGIGGTG TAAMCGCGCT
ATAGACCCGC ATGCGTGGTG CAACCGCGCT
ATAGACCCGC ATGCGTGGTG CAACCGCGCT
GTAGACCCGC ATGCGIGGTG TAACCGCGCT
GTAGACCCGC ATGCGIGGTG TAACCGCGCT
GTAGACCCGC ATGCGIGGTG TAACCGCGCT
ACAGACCCGC ATGCGTGGTG TAATCACTCT
GTAGACCCGC ATGCGTGGTG TAACCGCGCT
ACAGACCCGC ATGCGTGGTG TAACCACTCT
ATAGACCCGC ATGCGTGGTG CAACCGCGCT

"620

TGAGTAACGC
TGAGTAACGC
TGAGTAACGC
TGAGTAACGC
TGAGTAACGC
TGAGTAACGC
TGAGTAACGC
TGAGTAACGC
TGAGTAACGC
TGAGTAACGC

CACAATGAGA
CACAATGAGA
CACAATGAGA
CACAATGAGA
CACAATGAGA
CACAATGAGA
CACAATGAGA
CACA- TGAGA
CACAATGAGA
CACAATGAGA
CACAATGAGA

" 630
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Apéndice 3.

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas d¢bfale elongacion l-alfd4EF) de las
muestras dé. corniculatus‘charlii” y L. tenuis‘Pampa INTA”. ADNc, secuencia parcial.

N BT PR R BRI RN BTN RS DU BN DU R DU EURSN DOR
10 20 30 40 50 60 70 80

L. cornicul atus GATCCTTTTT CACGICAGCC TCCAGITGIC AAGAACCACG TATTCTGAAG GCTCTTGITC ATATCAGCGG CCTTCTTCTC
[ =11 1| R T I
N Y UREEEY FEREY PP PR IR P P Y NEEEE] EEEE P R I I
90 100 110 120 130 140 150 160
L. cornicul atus CAGCTTTTGA ATACCCGCTT GTAATTCCAC GACAAGGGTT TGIGTGATAG GCCATGICGA CTCTGGCAAG TCCACCACCA
L. teNUI'S meme oo e o oo oo - - CATGTCGA CTCTGGCAAG TCCACCACCA
R IEEEEY PR P R Y I Rl EREEY RN PP [P PR RN I
170 180 190 200 210 220 230 240
L. cornicul atus CTGGCCACTT GATCTACAAG CTTGGAGGTA TITGACAAGCG TGIGATCGAG AGGTTTGAGA AGGAGGCCGC TGAGATGAAC
L. tenuis CTGGCCACTT GATCTAYAAG CTTGGAGGTA TIIGACAAGCG TGIGATCGAG AGGTTTGAGA AGGAGGCYGC TGAGATGAAC
P e e e I o I I (R I
250 260 270 280 290 300 310 320
L. corniculatus  AAGAGGTCCT TCAAGTATGC GTGGGIGCTT GACAAACTGA AGGCTGAGCG TGAAAGAGGT ATCACCATTG ATATCGCTCT
L. tenuis AAGAGGTCMI TCAAGTATGC GTGGGTGCTT GACAAATTGA AGCCTGAGCG TGAAAGAGGT ATCACCATTG ATATYGCTCT
P e e e e I I e
330 340 350 360 370 380 390 400
L. cornicul atus GTGGAAGTTT GAGACCACCA AGTACTACTG CACAGTCATT GATGCTCCCG GCCACAGGGA TTTCATCAAG AACATGATTA
L. tenuis GTGGAAGTTT GAGACCACCA AGTACTACTG CACWGTCATT GATGCTCCCG GCCACAGGGA TTTCATCAAG AACATGATTA
P e e e I o I I (R I
410 420 430 440 450 460 470 480
L. cornicul atus CTGGAACTTC ACAGGCTGAC TGTGCTGTGC TCATCATTGA CTCCACCACT GGTGGTTTTG AAGCTGGTAT CTCTAAGGAT
L. tenuis CTGGAACTTC ACAGGCTGAC TGTGCTGTGC TCATCATTGA CTCCACCACT GGTGGTTTTG AAGCTGGTAT CTCTAAGGAT
S UREEES PR P P IR N [P R RN I IEEE TS PRRE IR NP
490 500 510 520 530 540 550 560
L. cornicul atus GGACAGACCC GTGAGCATGC TCTCCTTGCT TTCACCCTTG GTGTGAAGCA GATGATCTGT TGITGTAACA AGATGGATGC
L. tenuis GGACAGACTC GTGAGCATGC TCTCCTTGCT TTCACCCTTG GTGTGAAGCA GATGATCTGT TGITGTAACA AGATGGATGC
R IR R I B R I R R DEEEE] EREEY T PR N I
570 580 590 600 610 620 630 640
L. corniculatus  TACCACCCCC AAGTACTCAA AGGCTAGGTA TGAAGAAATC GTGAAGGAAG TCTCTTCCTA CTTGAAGAAG GTTGGGTACA
L. tenuis TACCACCCCC AAGTACTCAA AGGCTAGGTA TGAAGAAATY GTGAAGGAAG TCTCTTCCTA CTTGAAGAAG GITGGGTACA
P e e e I I I I I
650 660 670 680 690 700 710 720
L. corniculatus  ACCCAGACAA AATCCCTTTC GITCCCATCT CTGGTTTTGA GGGAGACAAC ATGATTGAGA GGTCCACCAA CCTTGACTGG
L. tenuis ACCCTGACAA AATCCCCTTC GTTCCCATCT CTGGKTTTGA GGGAGACAAC ATGATTGAGA GGTCCACCAA CCTTGACTGG
R R R I B I I [ B I I R Rl NEEER] Ry
730 740 750 760 770 780 790 800
L. corniculatus  TACAAGGGAC CAACCCTTCT TGAGGCTCTT GACCAGATCA ACGAGCCCAA GAGGCCCTCA GACAAGCCAC TCAGTGTAGC
L. tenuis TACAAGGGAC CAACCCTTCT TGAGGCTCTT GACCAGATCA ATGARCCCAA GAGGCCCTCA GACAAGCCMC TCAG GTTGC
N
L. cornicul atus ATCTA- - - -
L. tenuis CCCTTCAGG

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas detbfade transcripciorFeTT2 de las
muestras deé. corniculatus‘charlii” y L. tenuis‘Pampa INTA”. ADNc, secuencia parcial.

o N R R N PR NP PR PR PR IR R IR R IR R
10 20 30 40 50 60 70 80

L. corniculatus  AGGGTTGGAT CGAGGTGICT GGACAGCACA GGAAGACCAA ATCCTCCGAG ATTATGITAA TCTCCATGGC CCAGGAAAAT
| =T VT R I L
N Y UREEES FEREY PP PP PR P P PR NEEEE] EEEE P R IR I

90 100 110 120 130 140 150 160

L. cornicul atus GGAGGAACCT TCCTCAAAGT GCAGGTTTGA AGCGTTGICE CAAAAGCTGC AGACTTCGAT GGCTGAATTA TCTAAGACCA
L. tenuis = se--e--ees a--a-o-o--- GCAGGITTGA AGCGITGIGG GAAAAGITGT AGACTTAGAT GGTTGAATTA TCTGAAACCA
P e e I I I I I

170 180 190 200 210 220 230 240

L. cornicul atus GGTATCAAGA GAGGCAATAT ATCAACAGAT GAAGAAGAAC TTATCATTCG ACTTCATAAA CTATTAGGAA ACAGATGGTC



L. tenuis COTATCAAGA GAGCCAATAT ATCA- - - - - - - - - - - s - mmmmmoms commomooos momoooo ooooo--
P e e e I o I I (R I
250 260 270 280 290 300 310 320
L. corniculatus  TCTCATAGCT GGAAGGCTTC CAGGCCGAAC AGACAATGAG ATAAAGAATT ACTGGAACAC CAATTTATGT AAAAAAGTTC
[ =111V R T I e
P e e e I o I I (R I
330 340 350 360 370 380 390 400
L. corniculatus  AAGATGGTGI TATGGCTGGT GAGTCTAAAA CCAAAACCCC ATCTACACAG GAGAAAAACC TGCATCATGA TCATCAGAAA
[ =11 1| R T I
P e e e I o I I (R I
410 420 430 440 450 460 470 480
L. cornicul atus GCAAAGGCTC AATCAATTAC TCCTTCACCC CCTAAAAACA ATATGATATA TACAAAGGCA TCCAAGTGCT CCAAGGTGCT
[ =111V R T I e
R UREEES FEEE PP P IR N [P R RN I IR PRRE IR NP
490 500 510 520 530 540 550 560
L. corniculatus  TCTCCTGGAT CCTGITCTCC CTTGTCCGIC AATGCAAATG CAGAGCGACA ATTTCATCAC AGAATTATTA GAAGAAGCAG
| =T VT R I e T
R R I I B L I R N DEEEE] EEEEY T PP N I
570 580 590 600 610 620 630 640
L. cornicul atus GAGCAGAGTC ATTGCTTGTG GATCATGATA GTGCTGCCAC CAAAGAAGAT GGAATTCTGG CATTTCTCTT TGATGATGAT
L. L@NUI'S mmmm e e e e e es e eeeoen eeeaas e
P e e I I I I
650 660 670 680 690 700 710
L. cornicul atus GAGAAGGAAC TCTCCACTGA TATTTCGCTC TTGGATTTGA CATAGGTGAA ATTCACTTGC CTGATGTIGCT C
L. L@NUI'S cmmmmm e oo oo e s oo oo -

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas d#brfade transcripciofrebHLH de las
muestras deé. corniculatus‘charlii” y L. tenuis‘Pampa INTA”. ADNc, secuencia parcial.

o R R R U] EEEEY R PR PR PR PR P PR R IR R
10 20 30 40 50 60 70 80

L. tenuis GTGCOCACCC CCACGAAACT AAGGCTGATA AAATAGGCCT GCAGAGGAGT GAACAACTGA GAGAACTATA CAAGTTTCTT
L. corniculatus GTGOOCACCC CCATCGAACT AAGGCTGATA AAATAGGCCT GCAGAGGAGT GAACAACTGA GAGAACTATA CAAGTTTCTT
N BT P R BUREY BN BTN RS DU B DU R DU EURSN DR

90 100 110 120 130 140 150 160

L. tenuis CTTGTAGGTG AAGCTGACCC ACTAGCTAAA AGACCTTCTG CTTCATTATC TCCAGAGGAT CTCTCAGATT CAGAGTGGTA
L. corniculatus CTTGTAGGTG AAGCTGACCC ACTAGCTAAA AGACCTTCTG CTTCACTATC TOCAGAGGAT CTCTCAGATT CAGAGIGGTA
N I Y P ICEEE] EEE T DTS Fvws e FURTY BT DU TR I I I

170 180 190 200 210 220 230 240

L. tenuis TTACTTGGIT TGCATGTCCT TTGTGITCTA COOCAACCAANAGTTTGECTGIGAAAAGCACT AGAAACTGGT GAAACAGTGT
L. corniculatus TTACTTGGIT TGCATGTCCT TTGTGTTCTA CCOCAACCAA AGTTTGOCTG GAAAAGCACT AGAAACTGGT GAAACAGTGT
N I T P L I L I LTS FUTT) BT DU EEETY ) P I

250 260 270 280 290 300 310 320

L. tenuis GGCTATGCAA TGCTCAGCAG GCAGATAGTA AATTTTTCTC TCGTTCTTTG CTAGCAAAGA GTGCCTCTAT TCAGACAGTG
L. corniculatus GGCTATGCAA TGCTCAGCAG GCAGATAGTA AATTTTTCTC TCGTTCTTTG CTAGCAAAGA GTGCCTCTAT TCAGACAGTG
N BT P R BUREY BN BTN RS DU B DU R DU EURSN DR

330 340 350 360 370 380 390 400

L. tenuis GTGTGTTTTC CCTATCTTGG AGGTGTCATT GAGATAGGAA CAACTGAACT GGTATCTGAG GATCCTAATC TCATTCAACA
L. corniculatus GIGTGITTTC CCTATCTTGG AGGTGTCATT GAGATAGGAA CAACTGAACT GGTATCTGAG GATCCTAATC TCATTCAACA
N I T P R EEE T DT EETTY e Fue RS DU TR I [ I

410 420 430 440 450 460 470 480

L. tenuis TGTGAAGGCA TGCTTCTTAG AAATCTCAAA GCCTACATGT TCTGATAAAT CATCCTCTGC CCATGACAAA CCACATGATG
L. corniculatus TGTGAAGGCA TGCTTCTTAG AAATCTCAAA GCCTACATGT TCTGATAAAT CATCCTCTGC CCATGACAAA CCACATGATG
N I T P L I L I LTS T TR DU TR I [ I

490 500 510 520 530 540 550 560

L. tenuis ACAACAAATA TCCAACATGC ACCAAGGGTG ACCATGAGGT TTTAGACAAA ATGCCCATGG AGAACTCATG TTCCTTTGCA
L. corniculatus ACAACAAATA TCCAACATGC COCAAGGGTG ACCATGAGGT TTTAGACAAA ATGCCCATGG AGAACTCATG TTCCTTTGCA
N I N P L I L R LTS TS TRy DO R I I I

570 580 590 600 610 620 630 640

L. tenuis GAAGAACTCA AATTTGATGA ATATCCTGAC AGGGAGTTAC AAGATGATGA TAACAATGAA GATTGTGACA TGGATGGATT
L. corniculatus GAAGAACTCA AATTTGATGA ATATCCTGGC TGGGAGTTAC AAGATGATGA TAACAATGAA GATTGTGACA TGGATGGATT

tenuis CTCTGATGG
corni cul atus CTCTGATGG

rr
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Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del EePAL de las muestras de.
corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. ADNc, secuencia parcial.

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

NN R PR RN U BTN DU R DU RN DU SN DN B
10 20 30 40 50 60 70 80

------------------------------------------------------------------- GAG TTACATGAGA
AAAGTGCOCC TTCAAAACCT AAATCAAACT CTGCCCCTTT AGAAGCCAAT CCAAACTGGC TGCACCAAAG TTACATGAGA

S R NEEEEE EEERY R FEEEE B FPEEY PR PR R PR P R SRR R
90 100 110 120 130 140 150 160
TGGATCCACT TCAGAAGCCT AAACAAGATA ATTATGCTCT CAGAACATCT CCTCAGTGGC TTGGACCCCA GATTGAGGTA
TGGATCCACT TCAGAAGCCT AAACAAGATA ATTATGCTCT CAGAACATCT CCTCAGTGGC TTGGACCTCA GATTGAGGTA

B R EREEE EEEEY R P N RPN NUEEES EREE BT PR S R SRR P
170 180 190 200 210 220 230 240
ATCAGGCATG CAAGCAAGAT GATCGAGAGG GAGATAAACT CGGTGAACGA CAACCCTCTC ATTGATGITT CAAGGAACAA
ATCAGGCATG CAAGCAAGAT GATCGAGAGG GAGATAAACT CGGTGAACGA CAACCCTCTC ATTGATGITT CAAGGAACAA

B R REEE EREEY R FEEEY IR FREEY PR PR EEEEEE RS SRR R PR R
250 260 270 280 290 300 310 320
GGCACTTCAT GGAGGGAATT TCCAGEGCACICECAATTGETGITI CCATGG ATAACACTCG TCTCGCCATT GCTGCAATTG
GGCACTTCAT GGAGGGAATT TCCAGBGCAC CCCAATTGGT GITTCCATGG ATAACACTCG TCTCGCCATT GCTGCAATTG

B R UEEEE EEETY R FEEEY IR FPEEY TR PR IR R SRR R SRR R

330 340 350 360 370 380 390 400
GGAAACTCATI GTTTCETCAGITTCACEEAGC TCGTGAACGA CTTTTCCAAC AACGGTTTGC CTTCAAATCT AACCGCGAGC
GGAAACTCAT. GTTTGCTCAG TTCACCGAGC TCGTGAACGA CTTTTCCAAC AATGGTTTGC CTTCAAATCT AACCGCGAGC

N T PR RO B S
410 420 430

CGCAACCCGA GTTTGGATTA CGGTCOCAAA AGGGGC
CGCAACCCGA GTTTRGATTA TGGATCCAAA GGGGCA

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del EeDFR de las muestras de.
corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. ADN genoémico, secuencia parcial.

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

o R R RER NEEEE PR R PR PR PR IR PR R ERE IR R
10 20 30 40 50 60 70 80

AGGTCGACTC TAGAGGGGAT CCAGATCTGG TTTCATCGGG TCATGGCTTG TCATGAGACT CATGGAGCGC GGCTACACGG
———————————————————— - CAG CTTGG TTTCATCGGG TCCTGGCTTG TCATGAGACT CATGGAGCGC GGCTACACAG

o I Y R NEEEE PR B PR PR PR PR PR RN RN JREEE R
90 100 110 120 130 140 150 160

TTCGAGCCAC CGTACAACGC GROCCAGGTG AGGTCCCTTT TTTTTCTTTC ATCACTTTTC ATGTAAAGCT TAAACATGAA
TTCGAGCCAC CGTACAACGC GACCCAGGTG AGGTCCCTYT TTTTTCTTAC ATCACTTTTC ATGTAAAGCT TAAACATGAA
N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B

170 180 190 200 210 220 230 240

GAAGGTGATT GAAGCATTAT ATGTACGTAT TTATGIRTAT ATGGTGCAGA TAACATGACG AAGGTGAAGC ATTTGCTGGA
GAAGGTGATT GAAGCATTAT ATGTACGTAT GTATGTATAT ATGGTGCAGA TAACATGAAG AAGGTGAAGC ATTTGCTGGA

NN R PR RN DN BN DU R DU RN DU N DU B
250 260 270 280 290 300 310 320
ACTGCCTGGT TCAAAGACCA ACCTGACTAT TTGGAACGCC GATCTTACTG AAGAGGGAAG CTTTGATGAA GOCATCAATG
ACTGCOCTGGT GCAAAGACCA ACCTGACTAT TTGGAACGCC GATCTTACTG AAGAGGGAAG CTTTGATGAA GOCATCAATG

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
330 340 350 360 370 380 390 400
GAYGCTCOGG AGTTTTCCAT GTGGCCAGOC CCATGGACTT TAATTCCAAG GAGOCGGAGG TAAAGTGATT ATTATTAATC
GATGCTCOGG AGTTTTCCAT GTGGCCAGOC CCATGGACTT TAATTCCAAG GATCCTGAGG TAAAGTGATT ATTATTAATC

B R T ERERY R FEEE NEEEES EREEY P PR SRR R [P R PR R
410 420 430 440 450 460 470 480
AGCCATGTAC TTTGATATGT CTGGGCATCT ATATCTAAGC ATAGTACCAA GITTTTCACT TCCATTATCA TTCAATTTTC
AG - - - - TAC TTTGATATGT GTGGGCATCT ATATCTAAGC ATAGTACTAG GITTTACACT TTCATTTTCA TTCAATTTTC

B R NEEEE EREEY R FEEE) EPEES FRREY PR PR SRR R [P R PR R
490 500 510 520 530 540 550 560
ACTTATTTTT T- CTTCTTAT CTCTCTTCTT TTATTATCAC ATCATTTAAC GTACCTTCCA GITGCTTCGC ATAAAAGAGA
ACTTATTTTT TTCTTCTTAT CTCTCTTCTT GTATCATCAC GTCATTTAAC GTACCTTTCA GITGCTTCGC ATGAAAGAGA

N P PN RN U BTN DU R DU IR DU SN DU B
570 580 590 600 610 620 630 640
ACATATAAGG TTAATCATTA ATGTAGTTAA TGAAAATTAG - - - CAAAAAT CTTGAAATGT AAATGTARTC TTAATGATAT
ACAGATAAGG TTAATCATTA ATGTAGTTAA TGAAAATTAG TGGCAAAAAT CTTGAAATGT AAATGTAATA TTAATGATAT

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
650 660 670 680 690 700 710 720



rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis

corni cul atus
tenuis
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tenuis
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tenuis
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TGCAGAGTAT TGAATATGAT ATGGTTCCAA ATTTGATTGG AAGTGCAGAA TGAAGTGATC AAGCCGTCCA TAAATGGGGT
TGGAGAGTAT TGAATATGAT ATGGTTCCAA ATTTGATTGG AAGTGCAGAA TGAAGTGATC AAGCCTACCA TAAACGGGGT

B RS UEEEE EREY R FEEEY IR FREEY EEREEY PR IR FEEEY SRR R SR R
730 740 750 760 770 780 790 800
GCTAGACATC ATGAAAGCAT GCCAGAAAGC TAAAACTGTA CGGAGGCTGG TTTTCACATC CTCCGCAGGT ACCCTCAACG
GCTAGACATC ATGAAAGCAT GCCACAAGGC TAAAACTGTA CGGAGGCTGG TTTTCACATC CTCCGCAGGT ACCCTCAACG

N R PR RN DR BT DU R DU RN DU SN DU B B
810 820 830 840 850 860 870 880
CTGTAGAGCA CCAAAAACAA ATGTTCGATG AGAGCTGCTG GAGTGACGIT GAGTTCTGCC GGAGAGTAAA GATGACCGGT
CTGTAGAGCA CCAAAAACAA ATGTTTGATG AGAGCTGCTG GAGTGACGTT GAGTTCTGCC GGAGAGTAAA GATGACCGGT

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
890 900 910 920 930 940 950 960

TGGGTTAGTA TTTTTATTTG AATTTTTCTT CAAATTTATT AAAAAGTACC CAATCGATCA TAATGATTAG TTTTATCTTG
TGGGTTAGTA TTTTTATTTG AATTTTTCTT CAAATT---T AAAATGTACC CAATCGATAA TAATGATTAG TTTTATCTTG
B R IREEE EREEY R FEEEY RS FREEY TR PR NEEEY FEEEY NS PR SRR R

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

GTTTCATTTG TTGTAGATGT ATTTTGITTC AAAGACACTG GCAGAGCAAG AAGCGTGGAA ATTTGCCAAA GAGCGTGACA
GTTTCATTTG TTGTAGATGT ATTTTGITTC AAAGACATTG GCAGAGCAAG AAGCGTGGAA ATTTGCCCAA GAGCATGACA

o EEE NEREEY PR NP PR NP PR PR PR PR PR IR P IR R
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

TTGACTTCAT TACAATCATT CCATCCCTTG TTGITGGITC CTTTCTAATG CCGACAATGC CACCTAGCCT AACCACCGCT
TTGACTTCAT TACAATCATT CCATCCCTTG TTGITGGITC CTTTCTAATG CCGACAATGC CACCTAGCCT AACCACCGCT

B RS NIRRT EEETY BEEEEY FEEEE EEREES EPEE EEREEY PR EEEES FEEEY SRR PR SRR R

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
CTTTCTCCCA TCACCGGTAC AATGATAGTT CAAAGTTCTA TCATTATATT TGTGTATTGI TTTCATGCTT ACTTGACATA
CTTTCTCCCA TCACCGGTAC AATGATAGTT CAAAGTTCTA TCATTATATT TGTGTATTGT TTTCATGCTT ACTTGACATA

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
ACATGAGAMA GGTGGTATCA ATACTCTTGT GTCAACTTAT TAATGAAATT ATATGATAGA TTTAGTTTTA AAAAAATGTG
ACATGAGAA- GGTGGTATCA ATACTCTAGT GTCAACTTAT TAATGAAATT ATATGAGAGA GTTAGTTTTA AAAAAATTTA

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
TATGCTAAAG TCTTGCTCGT AATTAAATTG GCAGGAAACG AGGCCCATTA TTCGATCATA AAGCAAGGCC AATATGICCA
TATGCTAAAG TCTTGCTCCT AATTAAATTG GCAGGAAACG AGGCCCATTA TTCGATCATA AAGCAAGGCC AATATGICCA

B R NEREES ERETY EERERY FEEEY RS FPEE R PR IR R SRR PR PR PR
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

CTTGGATGAT CTTTGICTTG CTCACATTTT CCTGTTTGAG CACCCTAAAT CAAAAGGAAG GTATATCTGI AGTTCATCIG
CTTGGATGAT CTTTGICTTG CTCACATTTT CCTGTTCGAG CACCCTAAAT CAGAAGGAAG GTATATCTGI AGTGCATCTG

o EEE R PR BT PR FERE PR PSR PR TR PR IR R TR R
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

AGCCTACTAT CCATGACATT GCAAAGTTAA TTAACTCAAA GTATCCAGAG TACAATGTCC CCACTAAGTA AGICTTCCAA
AGCCTACTAT CCATGACATT GCAAAGTTAG TTAACTCAAA GTATCCAGAG TACAATGTCC CGACTAAGTA AGTCTTCCAA

B R AR EEERY R FEEEY EEREES EPERY TR PR SRR FEEEY SRR PR SRR R
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

GCTACTTTGC CCTAGTGTTC ACTTTCAAAT CTTTCAGATT CACTTATTTA TGTACAAAAC TACAAGATAA ACATCCATGT
GCTTCTTTGC CCGAGTGTTC ACTTTCAA- - == m = mmos mmmmmomeon cmoeooion oo ACATCCATGT

N P TR RETRY R P I I I FRTTS NS DURY TR I P I
1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

TGAGCTCATA TTGCATTGGA TTTTTCTCAG GITCAAGAAT ATTCCAGATG AATTGGAGCT TGTCAGATTT TCATCAAAGA
TGAGCTCATA TTGCATTGGA TTTTTCTCAG GITCAAGAAT ATTCCAGATG AATTGGAGCT TGTCAGATTT TCATCAACGA

NN R PR RN DN BN DU R DU RN DU N DU B
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760

AGATCAAAGA CATGGGATTC GAATTTAAAT ACAGCTTAGA GGATATGTAC ACAGGAGCAG ATCTGGATCC CCTCT- - ---
AGATCAAAGA CATGGGATTC GAATTTAAAT ACAGCTTAGA GGATATGTAC ACAGGAGCAG ATCTGGATCC CCTCTAGAGT
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Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del FeCHS de las muestras de.
corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. ADNc, secuencia parcial.

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

corni cul atus
tenuis

rr

NN R PR RN U BTN DU R DU RN DU SN DN B
10 20 30 40 50 60 70 80

----CAGATT AATGAAGGAG CCATTGATGG TCACCTTCGI GAAGITGGAT TGACGITCCA TCTCCTTAAA GATGITCCTG
TCTCCAGATT AG GAAGGAG CCATCGATGG TCACCTTCGT GAAGTITGGAT TGACGTTCCA TCTCCTTAAA GATGITCCTG

B R NEEEE ERERY R FEEEY BT FREEY PR PR SRR R [P R PR R

90 100 110 120 130 140 150 160
GGATTGTTTC AAAGAACATT GAGAAAGCAC TAGTTGAGGC CTTCCAACCA TTGAACATAT CTGATTAGAANCTCAATTTTT
GGATTGTTTC AAAAAACATT GATAAAGCAC TAGTTGAGGC CTTCCAACCA TTGAACATAT CTGATTACAA CTCAATTTTT

B NS IREEES EREEY R FEEEY EEEEE FREEY PR PR B R P R PR R
170 180 190 200 210 220 230 240
[TGGATTGCACTACCEAGGTGG CCCAGCAATT CTTGACCAAG TTGAGCAGAA GITGGGTTTG AAACCTGAAA AGATGAAGGC
TGGATTGCAC ACCCAGGTGG CCOGGCAATT CTTGACCAAG TTGAGCAGAA GITGGGYTTG AAACCTGAAA AGATGAAGGC

B R REEE EREEY R FEEEY IR FPEEY ETREEY PREEY EEEEEE REEEY SR R PR P

250 260 270 280 290 300 310 320
CACTAGAGAA GTGCTAAGTG AATATGGTAA [CATGICAAGTI GCATGTGTCCITATICATCCT AGATGAAATG AGAAGGAAAA
CACTAGAGAA GTCCTAAGTG AATATGGTAA CATGICAAGT GCATGIGICC TATTCATCCT AGATGAAATG AGAAGGAAAA

TCAGCA
TCAGCT

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del EERANS de las muestras de.
corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. ADN gendmico, secuencia parcial.
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N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
10 20 30 40 50 60 70 80
GGTCGACTCT AGAGGGGACC AGATCTAGCA AGCTGGCAAA CAATGCCAGT GGTCAGCTTG AATGGGAAGA TTACTTCTTC

N N UREEE FEREY PR PR PP P PP PR NEEERS FEEE [FP PR IR I

90 100 110 120 130 140 150 160
CACCTTATCT TTCCAGAGGA CAAGCGTGAC CTCTCCATCT GGOCCAAGAC ACCATCATAT TATACGTAAG TTTTTAATAA
-------------------- ---- TGCATG CCTGCAGGTC GACTCTAGAG GGGACCAGAT C- TA- GCAAG CTTGCCAACA

o R IR PR N P N PR PR PR IR PR PR RPN IR P
170 180 190 200 210 220 230 240

ATGTACATTG CTCACTTATA AACAATGITT TTATTACTAA TTACATTTGG TAAAAAATTT CAAAAAA- - A AACATTTGGT
ATGCCAGTGG TCAGCTTG - ---AATGITT TTACTACTAA TTACATTTGG TAAAAAAATT CAAAAAACAA AACATTTGGT
N R PN RN TN BT DU R DU RN DU SN DU BN

250 260 270 280 290 300 310 320

AAATATTATT TATAATATAT TTTTTATATG ATAAAATTAT TTTGTAAAAT AACCATTTTA ACTCATCAGC CAGAGITTTC
AAATATTATT TATAATATAT TTTTTATATG ATAAAATTAT TTTGTAAAAT AACTATTT- A ACTCATGAGC CGGAGITTTC

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
330 340 350 360 370 380 390 400

TTGATCCATA ATAGTCAAAC ACAAACCCAT ACTTTCATGA GGGTACAAAT TAAA- - - - - G AATAAAATTT ATTGAAAGTA
TTGATCCATA ATTGTCAAA- - -- - - COCGT ACTTTTATGA GGGTACAAAT TAAATTAAAG AATAAAATTT ATTGAAAGTA
N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B

410 420 430 440 450 460 470 480

CAATTTTAAA ATTATTAGAA TATTTTTTTG TCTTTAATTA ATGTCGICAC CCGTTGCATT ACTCATTGIG TAGAAATATT
CAATTTTAAA ATTATTAGAA T-TTTTTTTG TCTTTAATTG GTGTCGICAC CTGTTGCATT ACCCATTGCG TAGAAATATT

N S NREEEY PERE] P PR PP P P PR TR NN [P PR PR
490 500 510 520 530 540 550 560
GAATGTAAAT TACAATTCAC AAAAGTGCAA ATATAATCTT AATTAAATGT GACCTCTAAT ATGTATCACT TTTAGAGTGG
GAATGTAAAT TACAATTCAC AAAAGTGCAA ATATAATCTT AATTAAATG - - ------nn commmmmmoe cmmmoeoeo

B R BREEE EEEEY R FEEE) R FREEY PR PR B R ST PR SRR P
570 580 590 600 610 620 630 640
TGTAATTTTA CACCACTTTT TTTAACYTGT TATAACAGGT CAACACATCT TTTTTTAAAG AAATTTAATA TATAACAAAT

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
650 660 670 680 690 700 710 720
TTTTAATGAT ATTTAAAAAA AATATATTGA CCTGTTATAA CCGGTCAAAG TAAGTGGTGT TAAAATGCAT AACTCTAAAA
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GTGGTGCATA TTAGAGAGAC CCTTAATTAA ATGGTTGTGT AATTGATAAT TCTTGTGTGG ATCACAAATT CAATGTAT- -
------------------------------ ---GITGTGT AATTGATAAT TCTTGTGTGG ATCACAAATT CAATGTATCA

B R NEEEE EREEY R FEEEY RS FPEEY PR FREEY IR R TR R IR P
810 820 830 840 850 860 870 880

------- GTG TATAAAATTA CACGTCATTA AAGTAAAATT TGTAACTAAT TGTGGITATA AAAGTGACGT GITGAGTTTG
TTTTTAGGTG TATAAAATTA CACATCATTA AAGTAAAATT TGTAACTAAT TGTGGITATA AAAGTGACGT GITGAGTTTG

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
890 900 910 920 930 940 950 960
TGCTCACACA AGAATGAAGA ATCAATCATG TGTTACCACT CTATAGTAAT TACATTCTTA AACA- - - TTA TGGCTTCTAA
TGCTCGCACA AGAATGAAGA ATCAATCATG TGITACCACT CTACAGTAAT TACATTCTTA AACAATATTA TGGCTTCTAA

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
TGAAAAAATC TTGACTTATT GACTAGITGG TTG - - - AGA CTTTCTTTTT CTTTTATGAA TAGTAGTAGA TGITTTGAGT
TGAAAAAATC TTGACTTATT GACTAGTTTG TTGITTAAGA CTTTCTTTTT CTTTT-- GAA TAGTAGTAGA TGITTTGAGT

B R AR EEERY NERERY FEEEY RS FPEEY TR PR RS FEEEY SRR PR PR R
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

TGGTTAAGAG GTGCCCTTTC TCTATTGATG TTAAGATTGT GATTTTTAAG GGTTTCCATT CTTTTGGGIT TCAGGITATA
TGGTTAAGAG GTGCCCTTTC TCTATTGATG TTAAGATTGT GATTTTTAAG GGITTCCATT CTTTTGGGIT TCAGGITATA

o EEE N PR BRI PR BT PR PSR PR BT PR IR P IR R
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

CAAATTTTTT T- GAGATGTC ATTCTCTTTT GGATTGITTT GGITCTTGIT ACCGGTGCTA TTTCTCTTTC TGAGATGGGT
CAATTTTTTT TTGAGATGTC ATTCTCTTTT GGATTGITTT GGITCTTGIT ACCGGTGCTA TTTCTCTTTC TGAGITGGGT

B RS NEREES EREEY EEERY FEEEY RS ERERY TR PR EEREE FEEEY SRR PR SRR R

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
TGTGGGTCTT TTGTGGCACT TTAATTATAT GAATTAATTG CTTTTTCTTA AAAAAGAAAG TTTTCAATAA TTAGTTAAAA
TGTGGGTCTT TTGTGGCACT TTAATTATAT GAATTAATTG CTTTTTCTTA AAAAAGAGAA TTTTCAATAA TTAGTTAAAA

N R PN RN TN BT DU R DU R DU BN DU B
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
ATGTTGTAAT GAAACTTACT ATAATTATCG TGAA- - - < - = === mm oo mmmomomoo oemenen ooeioooon
ATGTTGTAAT GAAACTTACT ATAATTATCG TGAAGGAAAA TGTTTTCTTC CCACCTCACT TTGAGGTGGA AGGAGATGGA

R EUUEE RN DTN BT DU BRSO DU VU DY RN U R B

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
-------------------- TAGAAAAAAC TCATTGA--- ------TTAA TCTTTACCGT TTAATAG -- ----------
GGAGGAGAGA GATAGGAAGA TAAGAAAAAG TAAGAGAGAG AAAGTATGAG ATGTGATAGA TTATTAGATG AGAGAGGTAG

B R NIRRT EEEEY R FEEEE EEREES EPEEY EEEEY PR EEEEEY FEEEY SRR PR SRR R
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

-------------------------- CTTG AAAGATTAGT C-- TCACA-- - - ACTATCAA GTTTTTAATC GTTTGTGACT
AAACAAAAAT AGGTGGAAAT GAAGTGTTCA AAAGATGAGG TGTTTATATA TCATTACCCA GTTTTTAATC ATTTGTGACT

B RS IEREES EEERY R FEEEY EEREES FPEEY SRR PR FEEEE FEEEY SRR R SRR R

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
TGAATAAACA CAGBGAAGTT ACCAGCGACTATGEAAGGCG ACTAAGAGTG CYTGOGAGCA AGATACTGGA AGTGCTATCT
TGAATAAACA CAGBGAAGITT ACCAGCGACT. ATGCAAGGCG ACTAAGAGTG CCTGOGAGCA AGATACTGGA AGTGCTATCT

B RS R EEEEY ERERY FEEEY RS EPEEY TR PR EEREES FEEEY SRR PR SRR R

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
CTGGAATTCE GTCTOCAAGATAGEAAGET TA GAAAAGG: - = === === =ososooooo cooococooo cooooooooo
CTGGAATTGG GTCTCGAAGA AGGAAGGTTA GAGAAGGAAG TTGGTGGAAT GAAAGAGCTT CTACTTCAGA TGAAAATCAA

CTACTACCCA AAA

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del EEANS de las muestras de.
corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. ADNc, secuencia parcial.

L. cornicul atus

L. cornicul atus

L. cornicul atus

N R PR RN U BT DU R DU IR DU SN DU B B
10 20 30 40 50 60 70 80

TTAGCAAGCT TGCOCAACAAT GCCAGTGGTC AGCTTGAATG GGAAGATTAC TTCTTCCACC TTATCTTTCC AGARGACAAG
B R NREEES ERERY R FEEEY BT FREEY PR PR SRR R [P PR PR R

90 100 110 120 130 140 150 160

CGTGACCTCT CCATCTGGOC CAAGACACCA TCATATTATA CBGAAGTTACICAGCGACTATIGEAAGGCGAC TAAGAGTGCT
B RS IRERES EREEY R FEEEE EEEEES FREEY PR PR B R SRR PR SRR P

170 180 190 200 210 220 230 240

TGOGAGCAAG ATACTGGAAG TGCTATCTCT GGAATTIGEGTICTCCAAGAAGIGAAGET TAGA RAAGGAAGTT GGTGGAATGG
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250 260 270 280 290 300 310 320
L. cornicul atus AAGAGCTTCT ACTTCAGATG AAAATCAACT ACTACCCAAA ATGCCCCCAG CCAGAGCTAG CTCTCGGAGT TGAAGCCTCA

N
L. cornicul atus CACTGAGAAA

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del EBANR de las muestras de.
corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. ADNc, secuencia parcial.

o R R R U] REEEY R PR PR PR PR PR PR PR RS R
10 20 30 40 50 60 70 80

L. corniculatus  TCTGAAGTITA TAAGAGTGTG TGAGTGAGGG AGTTTGAGAA ACATGGCAAG CATCAAGCCA ATTTATGAAA AGAAGAAGGEC
L. tenuis semeiee aeeioao oo --- TTGAGAA - CATGGCAAG CATCAAGCCA ATTTATGAAA AGAAGAAGG
P e e e I o I I (R I
90 100 110 120 130 140 150 160
L. corniculatus ATGIGTGATT GGTGGCACTG GATTTGIGGC GTCTTTGCTG ATCAAGCAGT TGCTTGAAAA GGGTTATGCT GTTAATACCA
L. tenuis ATGTGTGATT GGIGGCACTG GATTTGIGGC GICTTTGCTG ATCAAGCAGT TGCTT- AAAA GGGITATGCT GITAATACCA
R IEEEEY PR P R Y I UCE Rl EREEY IR PP [P PR I I
170 180 190 200 210 220 230 240
L. cornicul atus CTGTTAGAGA TCCAGATAAT CATCAAAAGA TATCTCACCT TCTGGCACTG CAAAGTTTGG GTGAACTAAA TATATTTAGA
L. tenuis CTGTTAGAGA TCCAGATAAT CATAAAAAGA TATCTCACCT TCTGGCACTG CAAAGTTTGG GCGAACTAAA TATATTTGGA
R R I I e L I [ B R N UCEE R EEREY NIRRT
250 260 270 280 290 300 310 320
L. cornicul atus GGAGAGCTAA CTGTTGAAAA CGATTTTGAT ACCCCCATAG CAGGCTCTGA ACTTGTCTTC CAACTCGCTA CACCTGTGAA
L. tenuis GGAGAGCTAA CTGTTGAAAA CGATTTTGAT ACCCCCATAG CAGGCTCTGA ACTTGICTTC CAACTCGCTA CACCIGIGAA
P e e e I o I I (R I
330 340 350 360 370 380 390 400
L. corniculatus [TTTCGCTTCT GAAGATCCTG AGAATGACAT GATCAAGCCT GCAATCAAAG GTGTGTTGAA TGTGTTAAAA TCATGTGCAC
L. tenuis TTTICGCTTCT GAAGATCCTG AGAATGACAT GATCAAGCCT GCAATCAAAG GTGTGTTGAA TGTGTTAAAA TCATGTGCAC
R IEEEEY R P P Y N EE R R RN IR [P P I
410 420 430 440 450 460 470 480
L. corniculatus |[CCGCGAAAGT TAAACGGGTC ATCTTAACAT CCTCAGCAGC TTCTGIGACT ATAAGTGAAC TCAAA----- ----------
L. tenuis GGCCGAAAGT TAAACGGGTC ATCTTAACAT CTTCAGCAGC TTCTGTGACT ATAAGTGAAC TCAAAGGGAC AGATCTTGIT
[
490
L. corniculatus ----------
L. tenuis ATGGATGAAA GCA

Alineamiento de las secuencias nucleotidicas dal FELAR1 de las muestras de.
corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. ADNc, secuencia parcial.

o R R R N PR NP PR PR PR PR R IR R IR R
10 20 30 40 50 60 70 80

L. corniculatus AGGTCAGTTC ATTACTAAGG CAAGTCTTGG CCTTGGACGC TCCACCTATC TGCTTCTAAG GOCAGTGTCT CTCACTCOCT
L. tenuis — coeee-eoe- ---- CTAAGG CAAGTCTTGG CCTTGGACGC TCCACCTATC TGCTTCTAAG GCCAGKGTCT CTCACTCCCT
N P TR PR Y O UEE Y PR PR FRRTS TR I IR R e Iy

90 100 110 120 130 140 150 160

L. corniculatus CCAAGGCTGC CATTGTCAAA AGCTTTCAAG ACAGGGGTGCITAAAGTCATTICATCETGTTANTARACGACAA GGAATTGATG
L. tenuis CCAAGGCTGC CATTGTCAAA AGCTTTCAAG ACAGGGGGC TAAAGTCATT CATGGIGITA TAAACGACAA GGAATTGATG
N BT P R BUREY BN BTN RS DU B DU R DU EURSN DR

170 180 190 200 210 220 230 240

L. corniculatus GTGAAGATTT TGAAAGACTA CGAGATAGACIGTTGTCATTTICACTCGETAGGITGGAGGAAAT CTCATGGATC AGOGTACACT
L. tenuis GTGAAGATTT TGAAAGACTA CGAGATAGAC GITGICATTT CACTCGTAGG TGGAGGAAAT CTCATGGATC AGCGTACACT
N I T P L I L I LTS FUTT) BT DU EEETY ) P I

250 260 270 280 290 300 310 320

L. corniculatus TGTGGAYGCC ATTAAGTCTG TCAAGACGGT CAAGAGGTTT TTGOCTTCAG AGTTTGGGCA TGATACAGAC AGGGCTAATC
L. tenuis TGTGGAYGCC ATTAAGTCTG TCAAGACGGT CAAGAGGTTT TTGCCTTCAG AGTTTGGGCA TGATACAGAC AGGGCTAATC
N I N R I I L I UL FETTY TR DU IR I T I

330 340 350 360 370 380 390 400

L. corniculatus CTGTGGAGCC AGGTCTAACM ATGTACAAAG AGAAACGGTT GATTAGGCGT TTGATTGAGG AATCTGGGAT TCOCTACACT
L. tenuis CTGTGGAGCC AGGTCTAACM ATGTACAAAG AGAAACGGTT GATTAGGCGT TTGATTGAGG AATCTGGGAT TCOCTACACT
N BT P R BUREY BN BTN RS DU B DU R DU EURSN DR

410 420 430 440 450 460 470 480

L. corniculatus TAYATTTGIT GCAACTCCAT TGCTTCTTGG CCATACCATG ACAATTGCCA CCCATCCAAG GTTCCCCCAC CTGTGGACCA
L. tenuis TAYATTTGIT GCAACTCCAT TGCTTCTTGG CCATACCATG ACAATTGCCA CCCATCCAAG GTTCCCCCAC CTGTGGACCA
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N BT P R DU RN BTN R DU B DU RN DU EUSN DR

490 500 510 520 530 540 550 560
GTTTCTTATC TATGGTGATG GCTCTGTCAA AGCATACTTT GTGGATGGCA ATGATATTGG AAAGTTCACA ATGAAAGCCA
GTTTCTTATC TATGGTGATG GCTCTGTCAA AGCATACTTT GTGGATGGCA ATGATATTGG AAAGTTCACA ATGAAAGCCA

B R BREEE EEEEY EEEERY FEEEY EEEEES FPEEY PR RS R R P R SRR P
570 580 590 600 610 620 630 640
TTGATGATAT CAGAACAAGG AACAAAAATG TTCATTTTCG ACCCCCAAGC AACTGITACA GCATCAATGA GCTTGCTTCT
TTGATGATAT CAGAACAAGG AACAAAAATG TTCATTTTCG ACCCCCAAGC AACTGTTACA GCMICAATGA GCTTGCTTCT

Y RV PR U B BTN DU B DU BT DU BN
650 660 670 680 690 700
TTATGGGAAA AGATCATTGG TOGCAAAATT CCCAGAGC- C ACOGTTTCAG CAGAAGATCT TCTTGT
TTATGGGAAA AGATCATTGG TOGSAAAATT CCCAGAGCAY ACCGTTTCAG CAGAAGAWCT T-- - - -

de las secuencias nucleotidicas dal FELAR2 de las muestras de.

corniculatus“charlii” y L. tenuis“Pampa INTA”. ADNc, secuencia parcial.
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o N R REE N PR R PR PR PR PR R IR R IR R
10 20 30 40 50 60 70 80

CATGGGCAGG TTTATGGCGG AGGCAAGCCT CGCCGCAGCA CACCCAACCT ATTTGCTCGT CCGCCAACCT CTCATCCCTT
CATGGGTAGG TTTATGGCGG AGGCAAGCCT CGCCGCAGCA CACCCAACCT ATTTGCTCGT CCGCCAACCT CTCATCCCTT

N BT P R BUREY BN BTN RS DU B DU R DU EURSN DR
90 100 110 120 130 140 150 160
CCAAGGCCAC CATTGTTAAA ACCTTCCAAG ACAAAGGTGC CATAGTCATT CAGGGTGTAA TGAATGATAA GGAGTTCATG
CCAAGGCCAC CATTGTTAAA ACCTTCCAAG ACAAAGGTGC CATAGTCATT CAGGGTGTAA TGAATGATAC GGAGTTCATG

N BT P R BUREY BN BTN RS DU B DU R DU EURSN DR
170 180 190 200 210 220 230 240
CAGAAGATTT TGAAAGAGTA CCAAATAGAC ATCGTCATTT CTACTGTCGG CGGGGCTCAC GGTTTGCTGG ATCAGCTTAC
CAGAAGATTT TGAAAGAGTA CCAAATAGAC ATCGTCATTT CTACTGTCGG CGGGGCTCAC GGTTTGCTGG ATCAGCTTAC

N RN IEEEES EEEEY EEEERY FEEEY IR FPEEY PR PR NS FRREY SRR R ST e
250 260 270 280 290 300 310 320
ACTGGTGGAG GCCATGAAAT CTGTCAACAC TATAAAAAGG TTTTTGECTTICAGAATTTGE GCACGATGTG GACAGGGCAG
ACTGGTGGAG GCCATGAAAT CTGTCAACAC TATAAAAAGG TTTTTGECTT. CAGAATTIGE GCACGATGTG GACAGGGCAG

B RN FREEES EFEE EEEERY FEEEY RS FFEEY PR FREEY IR FRREY SRR R N e
330 340 350 360 370 380 390 400
ATCCTGTGGA GCCAGGTCTA GCAATGTACA AAGAGAAACG TTTGGITAGG CGTGTGATTG AGGAATCTGG AATCGCATAC
ATCCTGTGGA GCCAGGTCTA GCAATGTACA AAGAGAAACG TTTGGITAGG CGTGTGATTG AGGAATCTGG AATCCCATAC

N BT P R BUREY BN BTN RS DU B DU R DU EURSN DR
410 420 430 440 450 460 470 480
ACCTACATCTIGITGEAATTC AATTGCTTCT TGGCOCTACT ATAACAATTG TCATCCATCA CAGCTTCCTC CACCCTTGGA
/ACCTACATCT GITGCAATTC AATTGCTTCT TGGCCCTACT ATAACAATTG TCATCCATCA CAGCTTCCTC CACCCTTGGA

o R NEERE R
490
TCAGATGCAC ATATATGG
TCAGATGCAC ATATATGG



