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Plasticidad fenotipica en Panicum coloratum: variabilidad genética,
heredabilidad y expresion diferencial de la plasticidad

RESUMEN

Plasticidad fenotipica es la capacidad de un genotipo de generar diferentes fenotipos
cuando es expuesto a diferentes ambientes. Desde el punto de vista genético, en plantas
de uso agrondémico como las forrajeras megatérmicas, la comprension de diferentes
aspectos de la plasticidad fenotipica constituiria un aporte interesante para los planes de
mejoramiento. En esta tesis se realizaron experimentos controlados con el objeto de
estudiar caracteristicas de la plasticidad fenotipica morfologica frente a sequia a nivel de
plantula en dos variedades de la graminea Panicum coloratum. Se hallo variabilidad
genética para plasticidad fenotipica entre variedades y dentro de accesiones en cada
variedad. Se establecid que, la magnitud de la plasticidad fenotipica, estd relacionada con
la variabilidad de las precipitaciones en los sitios de colecta de las accesiones analizadas.
Se estim¢ la heredabilidad en sentido estricto de la plasticidad fenotipica, que fue siempre
mas baja que la heredabilidad de los caracteres. Se determind que, si se realizara
seleccion, el avance genético seria muy lento, aun con alta presion de seleccion. También
se estudi6é como las condiciones hidricas previas influencian la expresion de la plasticidad
fenotipica ante la ocurrencia de un nuevo episodio de sequia. Se encontrd que la expresion
de la plasticidad puede ser influida por las condiciones hidricas experimentadas
previamente. Se detectd variabilidad entre los genotipos, tanto en la forma en que las
condiciones previas modifican la magnitud de la plasticidad fenotipica como en el tipo de
caracter que expresa plasticidad fenotipica. Estos resultados constituyen un avance en la
identificacion, cuantificacion y comprension de la variabilidad en las respuestas plasticas
de especies forrajeras con aptitud de implantacién en ambientes sujetos a restricciones
hidricas; y ayudardn en la deteccién de los mejores genotipos a implantar en dichos
ambientes, mejorando la ejecucion y toma de decisiones en planes de mejoramiento

genético vegetal.

Palabras clave: Sequia, megatérmicas, implantacion, plasticidad fenotipica,
heredabilidad, variabilidad genética, expresion diferencial, condiciones ambientales

previas.
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Phenotypic plasticity in Panicum coloratum: genetic variability, heritability and
differential expression of plasticity.

ABSTRACT

Phenotypic plasticity is the ability of a genotype to generate different phenotypes when
exposed to different environments. From a genetic point of view, in plants with agronomic
use such as warm-season forages, the understanding of different aspects of phenotypic
plasticity will constitute an interesting input to breeding programs. In this thesis,
controlled experiments were carried out in order to study characteristics of morphological
phenotypic plasticity in response to drought, in two varieties of the grass Panicum
coloratum. genetic variation for phenotypic plasticity was found both Between varieties
and among accessions within varieties. Also, it was established that the magnitude of
phenotypic plasticity is related to the variability in mean annual precipitation at the
accessions’ collection sites. Narrow sense heritability of phenotypic plasticity was
estimated, being always lower than the narrow sense heritability of the mean of the
characters. Likewise, it was determined that, if selection was performed, genetic gain
would be slow, even with high selection intensity. The influence of hydric previous
conditions on expression of phenotypic plasticity to drought was also studied. It was
found that the expression of the amount of phenotypic plasticity could be influenced by
the previous hydric conditions. Variability between genotypes was also found, both in the
way that previous conditions affect phenotypic plasticity magnitude and in the type of
character which express phenotypic plasticity. These results constitute an advance in the
identification, quantification and comprehension of the variability in the plastic responses
of forage grasses able to be used in environments with hydric restrictions. This results
will help to detect better genotypes to establish in such environments, improving

execution and decision making in plant breeding programs.

Key words: drought, warm-season, implantations, phenotypic plasticity, heritability,

genetic variability, differential expression, previous environmental conditions.



CAPITULO 1

Introduccion general



1.1.a Plasticidad fenotipica y variabilidad genética

La capacidad de un genotipo de generar diferentes fenotipos cuando es expuesto a
diferentes ambientes se denomina plasticidad fenotipica (Bradshaw 1965). Esta permite
a las especies adaptarse a nuevas condiciones ambientales, ya sean de corta o larga
duracion (p.e. anegamiento por lluvias, cambio en la temperatura media global), e incluso,
los organismos madre pueden transmitir dichas adaptaciones fenotipicas a su
descendencia (plasticidad transgeneracional) (Lundgren y Sultan 2005, Duncan et al.
2014). En las especies vegetales, los cambios fenotipicos mas frecuentes se evidencian
en la particion de biomasa entre hojas, tallos y raices y cambios fisiologicos, morfologicos
y fenologicos (Macdonald y Chinappa 1989, Thompson 1991, Pedrol et al. 2000, Poorter
et al. 2011, Huber et al. 2012). Estos cambios fenotipicos les permiten a las plantas
mantener sus funciones vitales, sobrevivir y dejar descendencia aun cuando las
condiciones ambientales varian constantemente (Sultan 1995).

A lo largo del tiempo, los estudios de plasticidad se han centrado en describir, las
diferencias en plasticidad entre especies, entre poblaciones, entre organismos con
diferentes niveles de ploidia e incluso entre diferentes formas de vida (arboles, arbustos,
hierbas) (Macdonald y Chinappa 1989, Sultan 1995, Droste et al. 2010, Freschet et al.
2015). Asimismo, se han hallado diferencias en plasticidad entre genotipos dentro de
poblaciones (Kaufman y Smouse 2001). Estos estudios han demostrado que la plasticidad
puede considerarse como un caracter que posee variabilidad genética y como tal, esta
sujeto a las leyes de seleccion natural, pudiendo evolucionar, es decir, variar en las
poblaciones a lo largo del tiempo (Thompson 1991, Richards et al. 2006, Chevin y Lande
2011). El hecho de que pueda evolucionar, implica que se trata de una caracteristica
heredable (Baldwin 1902 en Duncan et al. 2014, Thompson 1991), con variabilidad intra
e interpoblacional determinada.

Si bien desde hace varias décadas la plasticidad fenotipica ha sido reconocida como
un caracter en si misma y que por lo tanto puede ser modificada por seleccion, la idea de
que esta plasticidad muestra variabilidad en su magnitud y/o direccion es menos frecuente
y ha sido menos explorada. A esto se suma que la cuantificacion de la variabilidad de este
caracter es laboriosa, ya que para la estimacion de la plasticidad se necesitan individuos
con el mismo material genético o lo mas similares posible expuestos a ambientes
diferentes.

1.1.b Heredabilidad de la plasticidad fenotipica

Las estimaciones de la heredabilidad (proporcion de la variabilidad que se atribuye a
genes de efecto aditivo) (Falconer 1990) de los caracteres son muy frecuentes y muy
utilizadas en trabajos de mejoramiento genético y en evolucion (Young 1994, Boe 2003,
Smart et al. 2003; Matesanz et al. 2010, Codesido et al. 2012, Brommer 2013). Sin
embargo, estas estimaciones se realizan generalmente sobre los valores medios de los
atributos y en proporcion, es baja la cantidad de estudios que han indagado sobre los
valores de heredabilidad que puede presentar la plasticidad. Trabajos en plantas como
Arabidopsis thaliana y otras especies modelo, de ciclo de vida corto, han realizado
algunas aproximaciones, en los cuales se calcularon los valores de heredabilidad
realizada, obtenidos a partir de ciclos de seleccion de plantas plasticas (Matesanz et al. y
citas, 2010). Los valores hallados en dichos trabajos son bajos en relacién a las
heredabilidades de las medias de los caracteres. Por otro lado, trabajos en poblaciones



naturales recopilados por Visser (2008), muestran respuesta a la seleccion en los valores
medios de los caracteres, pero no en el cambio de pendiente de la norma de reaccion.

La heredabilidad de un carécter expresa la proporcion de la varianza total que es
atribuible a los efectos medios de los genes. Debido a que el valor de la heredabilidad
depende de la magnitud de todas las componentes de varianza (fenotipica, genética y
ambiental), es importante notar que ésta no es s6lo una propiedad del caracter, sino
también de la poblacion y de las circunstancias ambientales a las que estan sujetos los
individuos (Falconer 1990). La magnitud de la variabilidad genética con respecto a la
total, representa la proporcion de lo observado que podra heredarse a la generacion
siguiente. Por lo tanto, para lograr una mejor comprension de la plasticidad como caracter
en si, es necesario obtener mas informacion sobre cuales son los valores de heredabilidad
que pueden presentar las plasticidades de los diferentes atributos (Scheiner y Lyman
1989).

1.1.c Expresion diferencial de la plasticidad fenotipica

Las respuestas plasticas de un organismo a un determinado estimulo, estan
influenciadas por las condiciones a las que el mismo fue expuesto en etapas tempranas de
su desarrollo (Weinig y Delph 2001, Huber et al. 2012). Entre estas condiciones previas
pueden considerarse tanto las condiciones nutricionales en las que se encuentra el
organismo al momento de desarrollar la respuesta plastica (Huber et al. 2012), como
también a los efectos de la “impronta o huella de estrés” (“stress imprint”-Bruce et al.
2007), que son las modificaciones bioquimicas o genéticas que ocurren en un organismo
después de un evento de estrés.

Dependiendo de la duracion, intensidad y momento ontologico, estos eventos de estrés
iniciales pueden provocar que las respuestas plasticas sean diferentes en magnitud o
direccion, cuando nuevos eventos de estrés se presentan, (Abraham y Bear 1996,
Novoplansky 2009, Huber et al. 2012). Por ejemplo, en Rumex palustris, la mayor o
menor acumulacion de carbohidratos en tallos y raices resultantes de la aplicacion de
pretratamientos de disponibilidad diferencial de luz y nutrientes, afectd la magnitud de la
elongacion foliar producida en respuesta a una inundacidon subsecuente. Es decir, la
plasticidad en la elongacion foliar de las hojas mas jovenes fue mayor, cuanto mas alta
fue la concentracion de carbohidratos en tallo y raiz (Huber et al. 2012).

Dentro de los mecanismos involucrados en el comportamiento de las plantas frente a
los estreses bidticos y abiodticos, se encuentra el fenomeno de “priming” (Bruce et al.
2007). En éste, las exposiciones previas de una planta a un estrés, producen
modificaciones bioquimicas a nivel cromosdmico (cambios epigenéticos) y/o a nivel
celular (acumulacion de proteinas de sefializacion o de factores de transcripcion), que la
hacen mas resistente a exposiciones futuras (Bruce et al. 2007). Por ejemplo, la
exposicion a un tratamiento de sal en sorgo, mejord la respuesta posterior de las plantas
cuando fueron nuevamente expuestas a estrés salino (Yan et al. 2015). En otro caso,
tubérculos de papa sometidos a sequia mostraron una menor reduccion en su produccion
cuando un nuevo evento de estrés hidrico se hizo presente (Ramirez et al. 2015). En trigo,
la exposicion a la sequia en fase vegetativa, mejoro la tolerancia a la sequia y al calor en
la fase de llenado de grano (Wang et al. 2015). De esta forma, se observa que los
organismos vegetales pueden desarrollar una activacion de las respuestas frente al estrés
con mayor rapidez o magnitud que los no expuestos. La ventaja radica en que la planta
cuenta con el beneficio de una mejor proteccion, sin el costo asociado a la expresion
constitutiva de los genes relacionados al estrés (Bruce et al. 2007). Este “priming” puede



ocurrir tanto con factores bidticos como abioticos. En el caso de los factores abidticos,
como por ejemplo la sequia, se habla de aclimatacion.

1.1.d La sequia como estrés

El ambiente en el cual las plantas crecen puede presentar una amplia variedad de
estreses, tanto bidticos como abioticos. De estos tltimos, la disponibilidad de agua es el
factor que mads influye en el crecimiento y desarrollo de las plantas, debido a que
constituye el medio en el cual se dan la mayoria de los procesos esenciales para la vida
(Taiz y Zeiger 2002).

En las plantas, una disminucion en el contenido de agua, produce una reduccion en el
volumen celular y un aumento en la concentracion de solutos. Como consecuencia, la
primera reaccion de defensa frente a este estrés es la reduccion de la elongacion foliar, ya
que es una actividad dependiente de la turgencia de las células (Taiz y Zeiger 2002). Esto
conlleva a una disminucion de la proporcion de lamina, y en consecuencia, de la
proporcion de area foliar con respecto al peso total de la planta. De esta forma, la
proporcion de area foliar con respecto al peso seco total de la planta (PAF), es menor en
las plantas que estan expuestas a sequia, que en aquellas que se desarrollan en condiciones
optimas de disponibilidad de agua. La proporcion de area foliar (PAF), estd
correlacionada positivamente con la tasa de crecimiento relativo de las plantas, por lo
que, en una planta bajo sequia, cuanto menor sea ésta, menor serd la tasa de crecimiento
relativo (Poorter 1990, Bartels y Sunkar 2005, Staniak y Kocon 2015).

En un segundo plano, a pesar de que en donde el suelo esté seco la elongacion radicular
se reduce, en las zonas donde hay raices en contacto con suelo hiimedo, el crecimiento de
¢éstas es estimulado (Staniak y Kocon 2015). Esto se debe a que, a pesar de haber una
menor expansion foliar (con su consecuente reduccion de la proporcion lamina:vaina), la
tasa fotosintética no se reduce con la sequia leve y, por lo tanto, se genera el exceso de
asimilados que son destinados a las raices mas profundas. Como consecuencia, se reduce
la proporcion biomasa aérea:biomasa subterranea.

En tercer lugar, las plantas pueden reducir la evaporacion mediante el cierre de sus
estomas y la reduccion de la relacion éarea foliar:peso de ldmina (AFE-area foliar
especifica), para asi controlar la pérdida de agua por unidad de superficie foliar (Osakabe
et al. 2014). Ademas de estos, otros mecanismos que pueden manifestarse en las plantas
son: la modificacion de la conductividad hidraulica, para reducir la posibilidad de
embolias y la abscision foliar, que reduce el area foliar de la planta (Taiz y Zeiger 2002,
Valladares et al. 2004, Staniak y Kocon 2015).

Las alteraciones morfologicas y fisiologicas mencionadas anteriormente, pueden
ocurrir en mayor o menor medida en los diferentes organismos vegetales. La ocurrencia
de dichas alteraciones va a depender de la relacion costo-beneficio para cada individuo
en particular y de ello se deriva la capacidad de cada uno para amortiguar el efecto
perjudicial de la falta de agua.

De acuerdo al modelo de “equilibrio funcional”, propuesto por Poorter y Nagel,
(2000) (Poorter et al. 2011), las plantas destinan mas asimilados a los 6rganos cuya
funcion es obtener el recurso que en ese momento sea el limitante. En el caso de la sequia,
se espera que las plantas incrementen la proporcion de raices y a su vez, minimicen la
pérdida de agua a través de las hojas, reduciendo la superficie foliar (reduccion del area
foliar especifica).



Si la respuesta pléstica de algunos individuos frente a la sequia permite que mantengan
0 aumenten su éxito reproductivo en relacion a otros que no muestran plasticidad, se dice
que esta respuesta es adaptativa (Thompson 1991).

Uno de los momentos donde el componente ambiental es critico, es el comprendido
entre la siembra y el establecimiento de la plantula (Valladares et al. 2004). Esto se debe
a que la planta debe desarrollar estructuras necesarias para pasar del estado heterotrofo al
autétrofo en un periodo muy corto, antes de que los factores ambientales (p.e. agua,
herbivoros) condicionen su crecimiento (Carren et al. 1987, Moser 2000). La posibilidad
de que, a nivel de plantula, la capacidad de cambiar el fenotipo frente a cambios en el
ambiente, le otorgue a la plantula la posibilidad de mantener o incrementar el éxito
reproductivo, la convierte en un factor importante para la supervivencia.

1.1.e Especie de estudio: Panicum coloratum

Panicum coloratum es una graminea forrajera megatérmica perenne que presenta
buena produccion de forraje y tolerancia a suelos con limitantes. Las variedades mas
conocidas y utilizadas son dos: coloratum, que en su habitat natural crece en praderas y
bosques abiertos, con precipitaciones entre 650 y 1700 mm, y makarikariense, presente
en sabanas secas y templadas, donde las precipitaciones se encuentran entre 500 y 1000
mm al afio. Esta ultima también puede encontrarse en llanuras de inundacion, donde en
ocasiones puede recibir tan so6lo 375 mm al afio (Tischler y Ocumpaugh 2004).
Dependiendo de la variedad, esta forrajera es utilizada en zonas semiéridas (var.
coloratum) o con regimenes de encharcamientos y sequia (var. makarikariense). Esto
ultimo, sumado a que en su habitat de origen las variedades crecen en ambientes con
diferentes regimenes de precipitaciones (makarikariense crece en ambientes mas
variables en cuanto a condiciones hidricas), brinda una base para suponer que las
variedades podrian poseer diferencias en su variabilidad genética para plasticidad, siendo
makarikariense la variedad que resultaria mas variable para el caracter plasticidad frente
a la sequia.

Los diferentes estudios llevados a cabo sobre la especie, tomando como material de
estudio las diferentes accesiones de la coleccion de germoplasma de la estacion
experimental Rafaela del INTA, dan cuenta de que las dos variedades mas utilizadas de
esta especie son genéticamente variables para caracteres tanto agromorfologicos
(plantulas y adultos) como moleculares (Komatsu et al. 2007, Armando et al. 2013,
Armando et al. 2015, Burgos et al. 2018), formando grupos claramente diferenciados. La
variabilidad genética, en particular, es alta ain en los cultivares comerciales (Armando et
al. 2015, Burgos et al. 2018). Cuando se comparan las variedades desde el punto devista
genético, se observa que la variedad makarikariense, sin embargo, es menos variable que
la variedad coloratum (Armando et al. 2015). Desde el punto de vista agromorfolédgico,
la var. makarikariense se caracteriza por poseer rizomas mas desarrollados, producir mas
materia seca y mas semillas que la var. coloratum, pero, en contraparte, la primera es
menos tolerante a las bajas temperaturas. A su vez, las diferentes accesiones de cada
variedad muestran claras diferencias a nivel genético, aunque la mayor parte de la
variabilidad se distribuye dentro de las accesiones de cada variedad (Armando et al. 2015,
Burgos et al. 2018). En cuando al modo reproductivo, la especie es predominantemente
alégama, aunque la bibliografia cita que no se descarta un cierto grado de apomixis
(Hutchinson y Bashaw 1964), estudios de nuestro grupo de trabajo demostraron que la
gran mayoria de las semillas se produce por polinizacion cruzada y que incluso la



probabilidad de producir semillas por autofecundacion es muy reducida (Armando et al.
2017).

En nuestro pais, los eventos de introduccion de la especie no han sido apropiadamente
documentados, por lo que el origen del germoplasma que se encuentra actualmente en el
pais no es conocido con certeza (Petruzzi et al. 2003). Diferentes pasturas de estas
variedades han sido establecidas en una coleccion de germoplasma en la estacion
experimental del INTA a lo largo de los afios. Al ser una pastura de gran persistencia, al
momento de ser colectadas, cada accesion ha sufrido diferentes presiones de pastoreo y
han crecido bajo diferentes tipos de suelos, regimenes de precipitaciones, temperaturas y
heladas (Armando et al. 2013). Esto permite suponer que entre las diferentes pasturas
pueden haber surgido diferencias en la capacidad de respuesta a la sequia.

Sumado a lo mencionado anteriormente, P. coloratum se caracteriza por poseer
plantulas de lento crecimiento, lo que las expone por mas tiempo a fluctuaciones
ambientales. Debido a estas caracteristicas, constituye una especie viable para el estudio
de la plasticidad fenotipica a nivel de plantula, y en la que los resultados obtenidos
podrian implicar avances importantes para su utilizacion como pastura en ambientes
marginales, y una aproximacion al comportamiento de las pasturas megatérmicas en
general.

En este trabajo se trabaja a nivel de plantula en dos variedades de P. coloratum, para
analizar, en primer lugar, cudl es y como se distribuye la variabilidad genética de la
plasticidad fenotipica frente a la sequia entre y dentro de accesiones. También se relaciona
la magnitud de la plasticidad fenotipica con la precipitacion media anual y la variabilidad
en la precipitacion de los sitios de colecta de las accesiones (Capitulo 2). En segundo
lugar, se determina cual es el grado de heredabilidad en sentido estrecho del caracter, y
el nivel de ganancia genética que se podria obtener aplicando seleccion (Capitulo3). Por
ultimo, se realiza un experimento a fin de obtener mas informacion sobre cual es el
impacto de la exposicion a sequia en etapas muy tempranas del desarrollo, sobre la
magnitud de la respuesta plastica de las plantulas cuando posteriormente se presenta un
evento de estrés similar (Capitulo 4). Para finalizar, en el capitulo 5, se discuten los
resultados, las implicancias y las perspectivas en base a lo hallado en este trabajo.



CAPITULO 2

La variabilidad genética en plasticidad fenotipica a la sequia en Panicum coloratum
es determinada por las condiciones ambientales de su sitio de origen



2.1 Introduccion

Los cambios medioambientales son las situaciones mas desafiantes que las plantas
deben enfrentar para sobrevivir y lograr reproducirse. Estas fluctuaciones ambientales se
transforman en un problema agrondémico crucial cuando las plantas afectadas son aquellas
destinadas a la produccion de alimentos. En Argentina, la cria de ganado vacuno ha sido
desplazada hacia areas marginales donde las condiciones ambientales son menos
favorables y/o con marcadas fluctuaciones que afectan el establecimiento y la produccioén
de pasturas en base a especies forrajeras tradicionales (Stritzler 2008). En estas
condiciones, la disponibilidad de agua es poco previsible y los eventos de sequia en
general son frecuentes. La posibilidad de contar con especies forrajeras con aptitud de
implantacion bajo condiciones de estrés ambiental constituye una herramienta
agronomica de utilidad para mantener y/o incrementar la provision de forraje de calidad
en ambientes ganaderos marginales.

Plasticidad fenotipica es la propiedad de los organismos de presentar modificaciones
en su fenotipo de acuerdo a los cambios ambientales (Bradshaw 1965). Esta propiedad
puede favorecer el mantenimiento de la homeostasis a pesar de variaciones en las
condiciones del medio ambiente. La plasticidad fenotipica es un cardcter en si mismo,
heredable (Scheiner y Lyman 1989, Richards et al. 2006), y cuya frecuencia en la
poblacion puede ser modificada por medio de la seleccion natural y/o artificial (Sultan y
Stearns 2005, De Kort et al. 2016), obviamente asumiendo que existe suficiente
variabilidad genética para dicho caracter en la poblacidn. Bajo el supuesto de la existencia
de variabilidad genética y capacidad de respuesta a la seleccion del caracter en cuestion,
las poblaciones de una especie pueden presentar rangos diferentes de plasticidad
fenotipica dependiendo, entre otras cosas, de las caracteristicas del ambiente al que fueron
expuestas (Cheplick 1995, Lind et al. 2011, De Kort et al. 2016, Grogan et al. 2016).
Asimismo, la variabilidad ambiental podria dar ventaja evolutiva a los individuos mas
plasticos y, consecuentemente, se esperaria que las poblaciones sean mas plasticas cuanto
mas variables sean los ambientes a los cuales pertenecen (Baythavong 2011, Lind et al.
2011, Reed et al. 2011, Sultan y Matesanz 2015).

En especies cultivadas, diferentes variedades y accesiones colectadas a lo largo de su
area de uso, podrian presentar valores variables de plasticidad fenotipica para diferentes
caracteres en respuesta a condiciones ambientales (Grogan et al. 2016). La existencia de
diferencias en la capacidad de respuesta ante cambios ambientales es una herramienta
valorable cuando los esfuerzos de mejoramiento genético estan orientados hacia la
tolerancia a condiciones de estrés. Panicum coloratum L. (mijo perenne), es una graminea
forrajera C4 de origen sudafricano, perenne, con buena produccion estival de forraje, la
cual esta recibiendo creciente atencion debido a sus posibilidades de uso en ambientes
con restricciones climaticas y edaficas (Armando et al. 2013). La variedad coloratum
prospera naturalmente en praderas y bosques abiertos, con precipitaciones anuales
abundantes (1100 mm anuales en promedio). Mientras que la variedad makarikariense
proviene de sabanas secas y calidas, donde las precipitaciones anuales van desde 500 a
1000 mm anuales, aunque es encontrada también en llanuras de inundacién. En resumen,
se reporta que en su ambiente originario cada variedad crece bajo diferentes regimenes
climaticos, siendo makarikariense la variedad que naturalmente crece bajo un régimen
hidrico de mayor variabilidad (Tischler y Ocumpaugh 2004).

En trabajos previos, hemos descripto una marcada variabilidad morfologica y
molecular tanto entre como dentro de las variedades mencionadas de P. coloratum y sus
respectivas accesiones (Armando et al. 2015, Burgos et al. 2018). En el presente capitulo,



se explora mediante un experimento manipulativo la existencia de variabilidad en
plasticidad fenotipica en respuesta a la sequia en plantulas de P. coloratum, y se avanza
en la comprension de algunos principios que modulan esta variabilidad. Es de destacar,
que el estadio de plantula es el mas critico para la instalacion de especies forrajeras en
ambientes restrictivos. A su vez, se determina experimentalmente si variedades y
accesiones de P. coloratum colectadas en una amplia zona geografica de la Argentina
difieren en su rango de plasticidad fenotipica, dado que provienen de regiones con
marcadas diferencias en su régimen hidrico. Este capitulo experimental constituye un
avance en la identificacion, cuantificacion y comprension de la variabilidad en las
respuestas plasticas de especies forrajeras con aptitud de implantacion en ambientes
sujetos a restricciones hidricas.
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2.2 Objetivos particulares

- Evaluar diferencias en plasticidad fenotipica en condiciones de estrés por sequia en el
estadio de plantula entre variedades de la especie forrajera megatérmica Panicum
coloratum.

- Estudiar si las accesiones dentro de cada variedad de Panicum coloratum difieren en sus
valores de plasticidad fenotipica al estrés por sequia en el estadio de plantula.

- Determinar si la plasticidad fenotipica al estrés por sequia de accesiones de Panicum
coloratum colectadas en diferentes regiones, se relaciona con los valores absolutos y/o
con la variabilidad interanual de la temperatura y precipitacion media anual de sus
respectivos sitios de origen.
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2.3 Hipotesis

Hipotesis 1: Al ser originarias de zonas con diferentes regimenes de disponibilidad de
agua, las variedades de Panicum coloratum (i.e. makarikariense y coloratum) difieren en
su plasticidad fenotipica al estrés por sequia en el estadio de plantula.

Hipotesis 2: Las accesiones dentro de las dos variedades de Panicum coloratum,
colectadas en diferentes regiones de la Argentina, difieren en su plasticidad fenotipica al
estrés por sequia en el estadio de plantula.

Hipétesis 3: La magnitud de la plasticidad fenotipica al estrés por sequia en plantulas de
distintas accesiones de Panicum coloratum estd mas relacionada a la variabilidad
interanual en precipitacion media anual y temperatura de sus sitios de recoleccion, que a
los valores medios de precipitacion y temperatura.
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2.4 Materiales y métodos

En este experimento se utilizaron plantas de ocho accesiones diferentes, provenientes
de las dos variedades de Panicum coloratum L. (var. coloratum y var. makarikariense).
Las plantas fueron colectadas durante 2006 y 2007, en diferentes campos ganaderos de la
Argentina, y luego instaladas como coleccion en la Estacion Experimental Rafaela del
INTA (Cuadro 2.1), donde las variedades fueron plantadas con una separacion de 4
kilometros para evitar posibles entrecruzamientos. Las malezas fueron controladas
manualmente y las parcelas fertilizadas anualmente con urea (150 kg/ha N) en primavera,
siendo cortadas cada vez que se considero necesario debido a la acumulacion de material
vegetal. Seis plantas madres de cada una de las accesiones (48 plantas por variedad)
fueron seleccionadas y sus semillas recolectadas durante el verano de 2013.

Para cada sitio de origen, se presentan valores promedio de temperatura media diaria

y precipitacion acumulada anual (2001-2010; Fuente: Servicio Meteorologico Nacional),
con los cuales se estim6 un indice de heterogeneidad (IH):

Ma

H (%) = (M—) * 100

x—Min
ax

donde Max y Min son los valores maximos y minimos, respectivamente, de la temperatura
media diaria o la precipitacion acumulada anual de una serie de 10 afios en cada sitio.
Cuando mayor es el valor, mayor es la variacion ambiental en el sitio de recoleccion.

Cuadro 2.1 Caracteristicas ambientales de los sitios de recoleccion de accesiones de
Panicum coloratum correspondientes a las variedades makarikariense y coloratum.

Variedades Makarikariense coloratum
Accesiones BR DF ER L14* CS CU EM UL
Afios bajo pastoreo 10 12 5 0 5 9 3 12
. . B E L. L.
Sitio de origen Corrientes Cordoba  Corrientes Santa uenos nrtre 4 A
Fe Aires Rios Pampa Pampa
29°11°’S 30°25°S 29°11°’S 31°11°S 35°34°S 32°29’S 37°83’S  37°S22°0
Coordenadas
geogrificas 58°04°0 6421°0  58°04°0  61°290  58°01°0 5814’0  64°43°0  64°S53°0
Precipitacion 1379 620 1379 1039 959 1177 595 649

acumulada (mm)

Heterogeneidad
interanual para 60 50,3 60 66 49,8 59,7 64,7 64,7
precipitacién (%)

Temper?:(‘;;a media 20,2 16,6 20,2 18,4 15,8 18,2 15,5 15,5

Heterogeneidad
interanual para 6,2 8,9 6,2 73 6,9 53 10,3 10,3
temperatura (%)

*(Seleccion por mayor peso de semilla a partir de DF y ER) (Armando et al. 2013, Giordano et al. 2013)
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El experimento fue llevado a cabo en condiciones de invernadero, la temperatura
media diaria fue 28,5 °C (£ 2,2) y la humedad relativa del 50% (+ 22). Las semillas
colectadas se limpiaron y 40 semillas de cada planta madre fueron puestas a germinar en
cajas de Petri con agua destilada, para generar familias de medios hermanos. Las cajas de
Petri fueron colocadas en invernadero el 1 de enero de 2014. Cuando las semillas tuvieron
radicula y al menos una hoja, 21 medios hermanos por cada planta madre fueron
seleccionados (21 medios hermanos x 6 plantas madre % 8 accesiones = 1008 plantulas),
pesadas y transplantadas a potes de 400 cc llenos con suelo colectado en la Estacion
Experimental INTA Rafaela (Argiudol tipico). Al momento del trasplante, las plantulas
fueron seleccionadas de tamafio homogéneo, para evitar efectos en las mediciones
posteriores meramente debidos a diferencias en el tamano inicial de los individuos
(Poorter et al. 2011). Y al final del experimento, el peso seco promedio de las plantulas
fue de 0,05 g, resultando el tamafo de maceta adecuado para el normal crecimiento de las
plantas en ambos tratamientos: el valor de biomasa total por volumen de enraizamiento
fue de 0,125 g/L, siendo 8 veces menor a la relacion minima necesaria sugerida para
experimentos similares (1 g/L) (ver detalles en Poorter et al. 2012).

Se utilizé un disefio en bloques completamente aleatorizado, con 7 réplicas, cada
réplica correspondiente a un dia de transplante. Cada bloque contuvo 3 medios hermanos,
uno para el tratamiento control y dos para el tratamiento sequia. En este ultimo
tratamiento, la planta extra fue colocada para ser utilizada como reemplazo en caso de
muerte de una de las plantulas en el tratamiento de sequia (3 medios hermanos x 7 bloques
= 21 medios hermanos). En cada bloque, las macetas fueron cambiadas de posicion cada
2 dias para asi evitar los efectos de borde. Durante los primeros 15 dias luego del
transplante, las plantas fueron regadas diariamente con agua de la canilla para asegurar
su establecimiento. Cuando las plantas tuvieron al menos 3 hojas expandidas, los
tratamientos de control y sequia fueron aplicados durante 15 dias, comenzando el dia 1
con el bloque 1 y los siguientes dias con los bloques correspondientes, hasta el bloque 7.
Los tratamientos de control consistieron en mantener la humedad del suelo, mediante la
aplicacion diaria de agua, mientras que el tratamiento de riego fue impuesto mediante la
suspension completa del riego.

Para evaluar el efecto de los tratamientos en el contenido relativo de agua en el suelo,
al momento de la cosecha se tomaron 5 macetas al azar de cada tratamiento, su suelo fue
colectado. Las muestras del suelo fueron divididas en dos estratos (superior: de 0 a 5 cm;
inferior: de 5 a 10 cm) y colocadas en contenedores de aluminio previamente pesados.
Los contenedores con el suelo fueron pesados inmediatamente y puestos en una estufa a
105°C por al menos 48 horas. Después de ello, los contenedores fueron pesados
nuevamente y el contenido de agua del suelo fue estimado como la diferencia entre el
peso seco y himedo del suelo. El contenido gravimétrico de agua en el suelo fue asimismo
obtenido como el cociente entre el contenido de agua en el suelo (g) y el peso seco del
suelo en cada muestra (g).

Quince dias después del comienzo de los tratamientos, los bloques fueron cosechados
secuencialmente, en el orden en el que fueron transplantados. Las plantas fueron extraidas
de las macetas y las raices fueron lavadas cuidadosamente. Las plantas fueron separadas
en raices, ldminas y vainas. Todas las ldminas de cada planta fueron escaneadas y las
imagenes procesadas para obtener el 4rea foliar. Raices, vainas y ldminas se coloraron en
bolsas de papel, llevadas a estufa a 60°C y pesadas al menos 48 horas posteriores. Se
evalu6 el impacto de las condiciones de sequia en los pardmetros morfoldgicos basicos
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que definen el crecimiento de la plantas (siguiendo el modelo clasico propuesto por Hunt
1978; ver también Lambers y Poorter 1992), a saber: proporcion de area foliar (PAF;
cm?/g) (i.e. el cociente entre el area foliar y el peso total de la planta), el area foliar
especifica (AFE; cm?/g) (i.e. el cociente entre el area foliar y el peso de las laminas), la
relacion biomasa aérea/subterranea (A/S; g/g) (i.e. peso de ldminas y vainas sobre el peso
de la raiz) y la relacién lamina/vaina (L/V; g/g).

Para cada una de las variables, el indice de plasticidad fenotipica fue estimado como
(Valladares et al. 2006):

tdij>i=|(Xi'a100 - Xa0)/(Xi'a100 + Xa0)|
donde

Xia100 €s el valor del individuo i de la familia de medios hermanos a en el tratamiento
de control

Xao €s el valor promedio de los individuos de la familia de medios hermanos a en el
tratamiento de sequia.

En este experimento, el foco fue puesto en la magnitud de la plasticidad, esta es la
razon por la cual solo el valor absoluto del indice de plasticidad es considerado. Este
indice permite la comparacion de la magnitud de la plasticidad de un carécter,
independientemente de su escala de medicion (Valladares et al. 2006).

2.5 Analisis estadistico

Los valores del contenido relativo de agua en suelo, fueron analizados con ANOVA
(SAS Institute Inc. 2009). El factor estrato del suelo (superior o inferior) fue anidado
dentro del factor tratamiento y los datos fueron transformados (In x) para cumplir con los
requisitos de normalidad de residuos y homogeneidad de la varianza.

Los valores medios de los caracteres fueron analizados para determinar si las plantas
efectivamente mostraron plasticidad fenotipica. Se aplico ANOVA (SAS Institute Inc.
2009) con modelos mixtos, con familia como factor aleatorio y el resto como fijos
(bloque, tratamiento, variedad y accesion). El factor familia fue anidada en accesion y
¢sta, anidada en variedad. Los efectos significativos de tratamiento a nivel de variedad y
accesion se interpretaron como existencia de plasticidad fenotipica en cada uno de los
casos (Pigliucci 2005).

Para comparar los indices de plasticidad entre variedades y accesiones, €stos se
analizaron usando modelos mixtos con SAS (SAS Institute Inc. 2009), se aplicéd la misma
estructura de anidamiento que en el caso anterior. Bloque, variedad y accesion se
consideraron como efectos fijos, y el factor familia se consider6 como efecto aleatorio.
El indice de plasticidad de la variable L/V fue transformado con raiz cuadrada para
cumplir con los requisitos de normalidad de residuos y homogeneidad de varianza. En
todos los casos, se consideraron significativas las diferencias cuando p < 0,05. El test post
hoc utilizado para comparar entre poblaciones dentro de cada variedad fue LSD de Fisher,
el nivel de significancia utilizado fue 5%.

Para determinar la variabilidad y las relaciones existentes entre accesiones y
variedades, se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) sobre los indices de
plasticidad de los diferentes caracteres, utilizando INFOSTAT (2011).

Indices de correlacion de Pearson fueron aplicados para estimar las correlaciones entre
la temperatura media anual, la precipitacion acumulada y los indices de heterogeneidad
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(IH) estimados para cada factor climatico (temperatura media y precipitacion acumulada
media) registradas en los sitios de coleccion de las accesiones.

Finalmente, indices de correlacion de Pearson se aplicaron para estimar las
correlaciones entre la plasticidad fenotipica de cada caracter por accesion y los valores
medios y el IH de las variables climaticas. Para evaluar los indices de correlacion se
utilizaron niveles de significancia de < 0,1; < 0,05 y <0,01.
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2.6 Resultados
2.6.a Contenido gravimétrico de agua en suelo (w)

El contenido hidrico gravimétrico de agua en suelo en los dos tratamientos aplicados
fue marcadamente diferente (p < 0,001), siendo los valores al final del experimento:
control (37% =+ 2) y sequia (13% =+ 1). Asimismo, en el tratamiento de sequia se observo
una diferencia significativa (p < 0,05) en relacion al estrato de suelo: el estrato inferior
fue levemente mas hiimedo (16% = 1) que el superior (10% =+ 1); esta diferencia no se
detectd (p = 0,27) en el tratamiento de control regado.

2.6.b Respuesta de las medias de los caracteres a los tratamientos

Como era de esperarse, las plantulas del tratamiento de sequia mostraron una
reduccion significativa (p < 0,05) en el area disponible para fotosintesis (menores valores
de PAF, AFE y L/V) y un incremento de la biomasa subterranea (reduccion de A/S), en
comparacion con las plantas no expuestas a estrés (Fig. 2.1). En general, la var.
coloratum, fue la que presentd mayores valores para todos los caracteres analizados (Fig.
2.1). A suvez, las accesiones de la var. coloratum, presentaron un rango mayor de valores
entre ellas mas que las de la var. makarikariense (Fig. 2.1). Los efectos tratamiento,
variedad y accesion mostraron diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores
medios de sus respectivos niveles para todas las variables (Fig. 2.1 a-h), excepto para
variedad en AFE (Fig. 2.1 ¢ y d) y accesion en A/S (Fig. 2.1 e y f). No hubo interaccion
de variedad ni accesion con tratamiento, salvo para L/V en accesion X tratamiento (Fig.
2.1 gy h). En este andlisis, el efecto significativo de tratamiento denota la existencia de
plasticidad fenotipica para sequia en plantulas de P. coloratum, mientras que el efecto
significativo de interaccion determina, diferencias de plasticidad fenotipica entre
variedades y/o accesiones.

2.6.c Indices de plasticidad de variedades y accesiones

El indice de plasticidad para PAF fue mayor en individuos de la var. makarikariense,
indicando que las plantas de esta variedad son mas plasticas que las de la var. coloratum
(p <0,05). Sin embargo, para todas las demas variables, los indices fueron similares entre
variedades (Cuadro 2.2).

Dentro de cada variedad, diferencias significativas entre accesiones fueron evidentes
para los indices de plasticidad de todas las variables, excepto A/S. Cuando se estimo un
indice de plasticidad promedio de todas las variables por accesion, éstas difirieron en su
magnitud de plasticidad, variando desde 0,15 a 0,20 (Cuadro 2.3), siendo ER la accesion
mas plastica y CS la menos plastica.
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Figura 2.1 Normas de reaccion con error estandar para proporcion de area foliar (PAF), area
foliar especifica (AFE), aéreo/subterranco (A/S) y lamina/vaina (L/V) en accesiones de las
variedades makarikariense (a, ¢, e y g) y coloratum (b, d, f y h) en tratamientos control y sequia
durante dos semanas. Entre paréntesis, en mayuscula, diferencias de valores medios entre
variedades para cada caracter medido. Entre paréntesis, en minuscula, diferencias de valores
medios entre accesiones (ns=no significativo).



18

Cuadro 2.2 indices de plasticidad para las variedades makarikariense y coloratum con sus errores
estandar, estimadas dos semanas después de la aplicacion de los tratamientos control y sequia.
Proporcion de area foliar (PAF), area foliar especifica (AFE), aéreo/subterraneo (A/S) y
lamina/vaina (L/V). Letras diferentes indican diferencias significativas entre variedades (p <
0,05).

Variedad PAF AFE A/S L'V
Makarikariense  0,24°(0,01) 0,17 (0,005) 0,21 (0,01) 0,12 (0,01)
Coloratum 0,22(0,01) 0,16 (0,01) 0,23 (0,01) 0,11 (0,01)

Cuadro 2.3 Indices de plasticidad y plasticidad fenotipica promedio para cada una de las cuatro
accesiones en cada variedad, con sus errores estandar. Valores obtenidos después de dos semanas
de tratamiento control y sequia. Se remarcan en negrita las accesiones de mayor y menor
plasticidad, considerando las dos variedades. Dentro de cada columna y variedad, letras diferentes
indican diferencias significativas (p < 0,05).

Variedad  Accesion  PAF AFE A/S LIV Plasticidad
promedio
BR 0,27 0,19 0,18 0,14 0.19°(0.01)
(0,01) (0,01) (0,02) (0,02)
0,26? 0,18? 0,23 0,142 .
ER (0,02) (0,01) (0,02) (0,01) 0,20%(0,01)
makarikariense
a a b
L4 0,24 0,18 0,21 0,10 0,18 (0,01)
(0,01) (0,01) (0,02) (0,01)
0,19° 0,14° 0,23 0,08"
DF ’ ’ ’ ’ 0,16 (0,01
(0,01) (0,01) (0,02) (0,01) 167(0,01)
0,26° 0,18° 0,19 0,15°
CU ’ ’ ’ ’ 0,192(0,01
00) o)  (©00) (002 (00
0,18¢ 0,120 0,21 0,09° b
S (0,02) (0,01) (0,03) (0,01) 0,15°(0,01)
coloratum
0,22b¢ 0,15° 0,28 0,112
UL ’ ’ ’ ’ 0,192(0,01
(0,01) (0,01) (0,02) (0,01) 19%(0,01)
0,232 0,182 0,24 0,09b .
EM (0,02) (0,01) (0,03) (0,01) 0,18%(0,01)

Los dos primeros componentes del ACP dieron cuenta de mas del 90% de la
variabilidad de los datos (71,2 % y 20,7 % para el primer y segundo componente,
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respectivamente; Fig 2.2). Las variables AFE, PAF y L/V se correlacionaron
positivamente entre si, y tuvieron una correlacion positiva con el primer eje. Por otro lado,
A/S fue casi perpendicular a las primeras variables indicando correlacion casi nula con
ellas. En el biplot, la disposicion de las accesiones no permitié agruparlas de acuerdo a
las variedades de pertenencia. El material L14 (un material experimental seleccionado
por mayor peso de semilla desde ER y DF), se ubico entre las accesiones ER y DF y
mostrd una plasticidad promedio de 0,18, intermedio entre DF (0,20) y ER (0,16) (Cuadro
2.3).

4,00
A/S
2,00
pus
. tr  AFE
o - PAF
X L/vV
< 000 DF
= (¢} o
8 L14 o
o™
3 e ©
& cs cu
[ ]
2,00
4,00
4,00 2,00 0,00 2,00 4,00
PC 1 (71,2%)

Figura 2.2 Biplot del analisis de componentes principales. Los vectores representan indices de
plasticidad de PAF (proporcion de area foliar), AFE (4rea foliar especifica), A/S
(aéreo/subterraneo) y L/V (lamina/vaina). Los datos de L/V fueron transformados por raiz
cuadrada. Los vectores que poseen la misma direccion estin relacionados, y los vectores
perpendiculares no estan relacionados. El largo de cada vector indica la proporcion de variacion
asociada con el mismo. Los circulos grises representan a las accesiones de la variedad.
makarikariense, los circulos negros representan las accesiones de la variedad coloratum.

2.6.d Plasticidad fenotipica y condiciones climaticas

Del anélisis de correlacion entre los factores climaticos, se encontré que el IH de la
temperatura media se correlaciond negativamente con la precipitacion media anual
acumulada y temperatura media anual (P = -0,84, p = 0,01; P = -0,72, p = 0,04,
respectivamente). El IH de la precipitacion media anual acumulada no se correlacion6
con ningun factor.

En cuanto a los indices de plasticidad y los factores climaticos de los sitios de coleccion
de cada accesion, se hallaron pocas pero fuertes correlaciones (Figura 2.3). La plasticidad
de caracteres como PAF y L/V, se correlacionaron positivamente con la precipitacion
media anual acumulada, mientras que A/S se correlacion6 negativamente con esta
variable (Figura 2.3 a, g y e, respectivamente). De la misma manera, el IH de la
precipitacion correlaciono con los caracteres PAF, AFE y plasticidad fenotipica media
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(Figura 2.3 b, d y j). Por otro lado, el IH de temperatura se correlaciond positivamente
solo con A/S (Cuadro 2.4). La temperatura media no correlacion6 con ningtn indice de
plasticidad de ninguna variable (Cuadro 2.4).

Cuadro 2.4 indices de correlacion (P) y su significancia entre los diferentes caracteres yla media
e indice de heterogeneidad (IH) de la temperatura media anual. ns = no significativo. Proporcion
de area foliar (PAF), aéreo/subterraneo (A/S), area foliar especifica (AFE), lamina/vaina (L/V) y
plasticidad fenotipica media (PF Media).

Temperatura media anual

Caracter

Media hetir;g:gceil:?dad
PAF 0,65 (ns) -0,38 (ns)
A/S -0,62 (ns) 0,88 (0,004)
AFE 0,46 (ns) -0,25 (ns)
L/V 0,59 (ns) -0,69 (ns)

PF media 0,21 (ns) 0,15 (ns)
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22

2.7 Discusion

Al momento de enfrentar un cambio ambiental, una respuesta habitual de los
individuos es modificar su fenotipo para sobrellevarlo (Richards et al. 2006). Las
plantulas de P. coloratum exhibieron notables cambios en su morfologia bajo condiciones
de estrés hidrico, es decir una marcada disminucion relativa de su area foliar (en términos
de PAF, AFE, A/Sy L/V) (Fig. 2.1), implicando diferentes fenotipos asociados con la
heterogeneidad ambiental. Esto se encuentra en linea con el modelo de “equilibrio
funcional” (Poorter y Nagel 2000), que establece que en las plantas puede registrarse una
alteracién en la morfologia y/o particion de biomasa, que redunda en un aumento o
disminucion en el tamafio de 6rganos destinados a obtener el recurso limitante o reducir
la pérdida de dicho recurso, respectivamente. De forma interesante, nuestros resultados
coinciden con este postulado, ya que las respuestas observadas fueron claramente las
esperadas bajo condiciones de estrés hidrico. Adicionalmente, cuando la plasticidad fue
cuantificada a través de un indice, los valores estimados (desde 0,08 para L/V en la
accesion DF, hasta 0,28 para A/S en la accesion UL), fueron comparables a los valores
reportados por otros autores estudiando otras especies bajo estrés por sequia (Lazaro-
Nogal et al. 2015; Kleine et al. 2017). Kleine et al. (2017), estimaron plasticidad
fenotipica con el mismo indice que el utilizado en este trabajo, y sus valores de plasticidad
son muy similares a los del presente estudio, excepto por AFE, cuyos valores fueron
inferiores a los nuestros. Esto posiblemente se debe a diferencias en la severidad de los
tratamientos aplicados (los riegos no se espaciaron por mas de 4 dias en su estudio),
sumado a las caracteristicas de las hojas de la especie estudiada (7Tanacetum vulgare-
hojas bipinnadas).

La primera hipotesis planteada en esta tesis postula que la var. makarikariense es mas
plastica ya que naturalmente proviene de ambientes con mayor variabilidad en cuanto a
disponibilidad de agua, mds precisamente de las llanuras de inundacion del lago
Makarikari, en Sudafrica, donde los periodos de inundacion y sequia se alternan
marcadamente (Tischler y Ocumpaugh 2004). La var. makarikariense fue levemente mas
plastica en uno de los principales caracteres que integra la respuesta morfologica de las
plantas en condiciones de sequia (i.e. PAF: la proporcion de area foliar en relacion a la
biomasa total de la planta) (Cuadro 2.2). La proporcion de area foliar define la superficie
foliar transpirante, y junto con la regulacion estomatica, es un parametro fundamental que
define la economia del agua de las plantas (Poorter y Nagel 2000). La reduccion en el
PAF puede deberse a un menor AFE (hojas mas densas y/o gruesas) y/o a una menor
proporcion de lamina en relacion a la biomasa total de la planta (esta propiedad surge de
la combinacion de A/S y L/V); siendo las respuestas en AFE las que permiten mayor
velocidad de respuesta ya que se asocia a la produccion de o6rganos (i.e. hojas) con mayor
tasa de recambio dentro de la planta (Lambers y Poorter 1992). Esta ultima variable
muestra también una tendencia a mayor plasticidad en la var. makarikariense en relacion
a la var. coloratum, que a nuestro criterio, podria estar parcialmente influyendo en la
disminucién significativa de la proporcion de area foliar en la planta (i.e. el PAF). Sin
embargo, este resultado no necesariamente es definitivo, y deberia interpretarse tomando
en cuenta que al tratarse de una especie introducida en nuevos ambientes (donde fueron
colectadas accesiones) pudieron estar sometidas a procesos de seleccion por las
condiciones climaticas y de pastoreo propias de cada ambiente donde fueron colectadas.

La segunda hipotesis del presente capitulo se refiere a la existencia de variabilidad en
plasticidad fenotipica a la sequia entre accesiones dentro de cada variedad.
Efectivamente, se hall6 que, dentro de cada variedad, las accesiones mostraron
diferencias en plasticidad en la mayoria de los caracteres (Cuadro 2.3). Esto coincide con
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trabajos previos de nuestro grupo de trabajo en diferentes caracteres, tanto morfologicos
como moleculares, donde reportamos variabilidad intravariedad, implicando variacién
entre accesiones (Armando et al. 2015, Burgos et al. 2018), y refuerza la idea de que la
plasticidad es un caracter que puede presentar variabilidad genética (Pigliucci 2005,
Pigliucci et al. 2006). Siendo la plasticidad fenotipica un caracter en si mismo, estable en
el genotipo de la planta y que se transmite a la descendencia, resulta logico pensar que las
diferencias en plasticidad entre accesiones se mantuvieran en las plantas establecidas en
un jardin comun, desde que la coleccion fue establecida afios antes de que el experimento
sea realizado. Esto refuerza la hipotesis de que las accesiones son genéticamente
diferentes para plasticidad fenotipica frente a sequia. Las diferencias en plasticidad
fenotipica podrian ser atribuibles a diferencias en el origen del germoplasma, efectos de
deriva génica o errores de muestreo ya que no sabemos el tamafio de las poblaciones al
momento de la introduccion, es decir, factores en la carga genética no relacionada a la
seleccion natural. Sin embargo, el manejo de esta especie en los sitios donde las
accesiones fueron colectadas (siembra y mantenimiento a través de resiembra natural en
los potreros de pastoreo), haria posible en pocos afios una fuerte presion de seleccion a
favor de incrementar (o disminuir) la plasticidad fenotipica de las accesiones aqui
estudiadas. Hay ejemplos en la literatura que muestran rapida modificacion de los valores
de plasticidad en poblaciones naturales. Por ejemplo, Sultan and Matesanz (2015),
demostraron que la especie invasora Polygonum caespitosum sufridé cambios en su
plasticidad fenotipica para la disponibilidad de luz en un periodo de 11 afios. De todas
formas, es necesario obtener mas evidencia empirica en pos de confirmar que las
respuestas plasticas a la sequia estén directamente relacionadas con la variabilidad en la
disponibilidad de agua en el ambiente. Adicionalmente, las plantulas de la accesion L14,
una linea experimental seleccionada a partir de los materiales DF y ER (Giordano et al.
2013), mostro plasticidad fenotipica a la sequia intermedia entre sus lineas parentales.
Este hallazgo implicaria que la plasticidad fenotipica es probablemente el resultado dela
combinacion parental.

El analisis de componentes principales de los indices de plasticidad sugiere nula o baja
correlacion entre las plasticidades de variables aéreas y subterraneas (Fig. 2.2), lo que
indicaria una posible disociacion entre las plasticidades de las partes aéreas y
subterraneas. Asimismo, que algunas accesiones muestren predominancia de plasticidad
para un caracter por sobre otros, determina la necesidad de establecer cudl seria el impacto
de seleccionar para aumentar o disminuir por seleccion cada una de ellas en la capacidad
de establecimiento de la pastura en ambientes con variabilidad hidrica. Este tipo de
disociacion entre Organos aéreos y subterraneos ha sido observada en valores medios de
los caracteres en respuesta a otros estreses como la inundacion (Striker et al. 2014), pero
en base a mi conocimiento, este trabajo de tesis puede ser el primero en registrar una
posible disociacion entre la plasticidad fenotipica de caracteres aéreos y subterraneos en
respuesta al estrés abidtico.

En especies forrajeras, esta aparente disociacion entre la plasticidad de caracteres
aéreos y subterraneos genera un gran desafio al momento de desarrollar estrategias de
mejoramiento para generar lineas con mayor o menor plasticidad, capaces de lidiar con
el estrés por sequia. De acuerdo a nuestros resultados, al ser expuestas a la sequia, las
plantulas de Panicum coloratum pueden utilizar dos estrategias de modificacion
morfoldgica diferentes: disminuir la pérdida de agua mediante la reduccion del area foliar
(implica plasticidad en PAF, AFE y Lamina/vaina) y/o aumentar la capacidad de
absorcion de agua mediante la reduccion de la relacion aéreo/subterrdneo (implica
plasticidad para A/S) (Lazaro-Nogal et al. 2015, Larson y Funk 2016). Nuestros
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resultados sugieren que, en P. coloratum, los cambios que ocurren en los caracteres al
nivel de hoja, no necesariamente implican una modificacién en la asignacion de la
biomasa de raiz. En lo que respecta a la magnitud de la plasticidad, si los indices de
plasticidad de los caracteres de hoja son altos, no significa que el indice de plasticidad de
la biomasa de raiz vaya a ser alto también. Desde el punto de vista de la hipdtesis de
caracteres funcionales, la seccion aérea y subterranea son consideradas modulos
diferentes, y se espera que sus caracteres estén menos correlacionados entre ellos que
dentro de ellos (Murren 2002). Seria interesante de determinar, en futuros trabajos, si las
plasticidades de los caracteres poseen el mismo patrén de correlacion que los valores
medios de los caracteres (Pigliucci 2003, Chen et al. 2014, Noreikiene et al. 2015).

En la altima hipdtesis del presente capitulo, argumentamos que los valores de
plasticidad fenotipica podrian ser mayores entre accesiones provenientes de ambientes
con mayor variabilidad climatica y tal vez mayor amplitud de variacion. Basamos este
planteo en el hecho de que, en general, cuanto mas variable es un ambiente, mayor es la
plasticidad de los organismos que lo habitan (Matesanz et al. 2010, Baythavong 2011,
Lazaro-Nogal et al. 2015). Aqui hemos reportado que las accesiones mas plésticas en
respuesta a la sequia (considerando el promedio de la plasticidad fenotipica de los
caracteres estudiados) fueron aquellas provenientes de areas con mayor variacion en la
precipitacion media acumulada. Lazaro-Nogal et al. (2015), midieron otros caracteres
relacionados a la respuesta a la sequia, y también encontraron que las poblaciones mas
plasticas del arbusto C3 perenne Senna candolleana, nativo de zonas semiaridas de Chile,
fueron aquellas colectadas en ambientes con mayor variabilidad en la precipitacion
interanual. Sin embargo, una de las diferencias mas sorprendentes de nuestro hallazgo, es
que en el trabajo de Lazaro Nogal et al. 2015, los lugares mas variables fueron los mas
aridos, mientras que en este trabajo, no hay una relacion clara entre el indice de
heterogeneidad de la precipitacion acumulada anual con ninguna otra condicion
climatica, al menos para el periodo considerado. Por lo tanto, teniendo en cuenta el
resultado de ambos trabajos, podemos apreciar en principio, que la magnitud de la
plasticidad fenotipica como respuesta a la sequia, esta mas probablemente relacionada a
la wvariabilidad en la disponibilidad de agua en determinado ambiente,
independientemente de la precipitacion media anual acumulada (Fig. 2.3). La falta de
coincidencia entre los diferentes trabajos que han intentado encontrar un patréon para
explicar la variacion en plasticidad (Miinzbergova et al. 2017), utilizando como variables
explicativas los valores medios de temperatura y/o precipitacion, podria ser resuelto si los
autores consideraran la posibilidad de agregar la variabilidad del factor ambiental
correspondiente como una de ellas.

Por otro lado, el hecho de que la plasticidad fenotipica se relacione con la
heterogeneidad ambiental, lleva a cuestionar si este cardcter cumple una funcién de
adecuacion del fenotipo a los climas predominantemente secos, o si poseer plasticidad es
una adaptacion en si misma, que permite la supervivencia en ambientes variables en
cuanto a la disponibilidad de agua. La evidencia que apoya el supuesto de que la
plasticidad fenotipica funciona como un mecanismo de adaptacion a ambientes variables
se incrementa (Matesanz et al. 2010, Lazaro-Nogal et al. 2015, Ho y Zhang 2018) y en
gran parte los resultados obtenidos en este capitulo aportan nueva evidencia en tal sentido,
ya que las accesiones con mayor plasticidad fenotipica media no son las que provienen
de zonas mas 4ridas, sino mds variables en cuanto a precipitaciones. Estos resultados
llevan a pensar que tal vez, para las plantas, exista una gran diferencia, desde el puntode
vista fisiologico-morfologico entre crecer en un ambiente predominantemente seco o
himedo con precipitaciones regulares y un ambiente seco o himedo, pero con
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precipitaciones irregulares. Generalmente se asume que, si un organismo es plastico, es
asimismo tolerante al estrés. Sin embargo, la asuncién de una relacion directa entre
plasticidad fenotipica a la sequia y tolerancia a ambientes predominantemente secos
deberia ser reconsiderada a partir de los resultados de este trabajo. El mensaje principal
que surge del analisis de mis resultados y su comparacion con la bibliografia existente, es
que tolerancia (considerada como la capacidad de mantener el crecimiento en condiciones
adversas) y plasticidad (considerada como la capacidad de modificar el fenotipo en
respuesta a los cambios ambientales) sean dos caracteres con diferente funcion en la
estrategia de vida de las plantas. Indudablemente existe un limite funcional a la expresion
de la plasticidad fenotipica, donde, frente a condiciones permanentes de baja
disponibilidad hidrica, sea menos costoso la adquisicion de caracteres morfoldgicos
permanentes, y ser poco plésticas, o plasticas solo para determinados caracteres (como
biomasa aérea/biomasa subterranea en nuestro caso) para los eventos raros de alta
disponibilidad hidrica. Mientras que en ambientes donde la inestabilidad hidrica es alta,
sea mas econdmico desde el punto de vista ecofisiologico responder plasticamente con
caracteres de rapida respuesta y no tan costosos energéticamente (AFE y PAF) ante cada
nueva situacion hidrica.

Este trabajo muestra informacion interesante en relacion a la existencia de plasticidad
fenotipica para sequia entre las accesiones de P. coloratum. Aqui también se muestra la
posible diferenciacion entre accesiones como consecuencia de los factores climaticos. La
ventaja de poseer o no plasticidad fenotipica para sequia en la etapa de implantacién y en
la persistencia de un cultivar deberia ser evaluada. Para esto, también es necesario y
recomendable cuantificar la variabilidad genética de esta plasticidad, asi como también
la heredabilidad de este cardcter para determinar la posibilidad de llevar adelante
seleccion por plasticidad fenotipica, temas que se desarrollan en el siguiente capitulo de
la tesis.



CAPITULO 3

Heredabilidad y ganancia genética para seleccion por plasticidad fenotipica
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3.1 Introduccion

El mejoramiento genético es una actividad que ha sido llevada a cabo por miles de
afos, en distintas partes del mundo, logrando la domesticacion de muchas especies
vegetales y obtenido cultivares conocidos y muy productivos, tanto para alimentacion
humana como animal (Brown y Caligari 2009). Durante los ultimos afos, el foco del
mejoramiento ha sido puesto en la generacion de cultivares tolerantes al estrés. En un
contexto en el que la demanda de tierras productivas se incrementa, la necesidad de
incorporar nuevas superficies para la produccion de alimento lleva a que se exploren
nuevas alternativas en cuanto a pasturas para alimentacion animal (Acquaah 2010). Las
especies vegetales capaces de tolerar estrés hidrico, salinidad y altas temperaturas son las
mas deseadas. Esto es especialmente relevante en Argentina, donde la cria de ganado, una
de las principales actividades economicas del pais, ha sido desplazada hacia areas
marginales donde el suelo y el clima son poco favorables para la utilizacion de las pasturas
tradicionales. En este estado de situacion, el desarrollo de nuevos cultivares, y la
utilizacion de nuevas especies con tolerancia natural a este tipo de ambientes, ha resultado
en el surgimiento de programas de mejoramiento gubernamentales, privados y de
participacion mixta, focalizados en especies forrajeras no tradicionales, como las especies
forrajeras megatérmicas.

Generalmente, cuando son orientados a la tolerancia a sequia, los programas de
mejoramiento tradicionales tienen por objetivo obtener plantas capaces de sobrevivir y
producir cantidades aceptables de biomasa en ambientes restrictivos. En este caso, las
plantas son evaluadas y se estima la heredabilidad y la variabilidad genética, en diferentes
caracteres relacionados a la produccion, ya sea de biomasa o de semillas en situaciones
de estrés hidrico. Otros programas, utilizan herramientas biotecnoldgicas para focalizarse
en procesos fisioldgicos y bioquimicos e identifican genes y/o marcadores moleculares
involucrados en diferentes aspectos de la tolerancia a sequia (Hu y Xiong 2014). Estos
generalmente se focalizan en caracteres cuya medicion es muy costosa, demandante en
tiempo o dificiles de determinar en experimentos a pequeia escala, y por lo tanto, son
dificiles de mejorar mediante técnicas tradicionales (Brown y Caligari 2009).

Panicum coloratum, es un pasto forrajero de fotosintesis C4 con buena produccion de
biomasa, que ha sido incluido en los programas de mejoramiento cuyo objetivo es generar
cultivares para ambientes que habitualmente presentan condiciones de estrés hidrico.
Dada la amplitud geografica donde esta especie puede ser utilizada, la diversidad de
ambientes y de condiciones climaticas/edafologicas que se encuentran son muy variadas.
El mejoramiento genético intenta responder a las demandas ambientales particulares de
cada zona, por lo que surge entonces el desafio de encontrar variedades capaces de crecer
en cada una de ellas, desde zonas con bajas precipitaciones, hasta las zonas mas humedas,
pero con regimenes de precipitaciones mas inestables (Magliano et al. 2015). Los
resultados obtenidos en el capitulo anterior de esta tesis, sugieren que los genotipos
plasticos para sequia, presentan una opcion muy interesante para ser utilizados en zonas
con precipitaciones variables. Si futuros trabajos confirman en condiciones de campo,
que el comportamiento de los genotipos plasticos es ventajoso para lograr el éxito de la
implantacion de las pasturas de Panicum coloratum, seria de gran utilidad contar con
informacion de cuan factible es realizar seleccion genética de la plasticidad fenotipica en
el marco de un programa de mejoramiento.

Para determinar si la plasticidad fenotipica en una poblacion bajo estudio puede ser
modificada por seleccion, y para establecer cuales serian los mejores métodos y
estrategias de seleccion a utilizar, debe contarse con informacion sobre la distribucion de
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su variabilidad genética, identificando individuos mas o menos plésticos, para poder
seleccionar los mejores. El nimero de individuos en una poblacion, asi como su
diversidad genética, tienen un impacto directo en la cantidad de variabilidad genética de
dicha poblacion (Fehr 1987). En general, las poblaciones constituidas a partir de varios
progenitores diferentes son en general mucho mas variables que las formadas a partir de
pocos progenitores o de individuos muy relacionados entre si. A su vez, la cantidad de
autopolinizacioén puede influenciar la varianza genética entre individuos. A medida que
el nivel de endogamia se incrementa, la magnitud de la varianza genética entre individuos
dentro de una familia disminuye (Fehr 1987). En linea con esto, al ser P. coloratum, una
especie de polinizacion abierta (alégama), se espera que, en las variedades
makarikariense y coloratum, la varianza genética entre individuos dentro de familias sea
alta y en mayor proporcion que la varianza entre familias.

A fin de conocer cudl es el nivel de control genético de los caracteres, y cual podria
llegar a ser la factibilidad de seleccionar de forma efectiva un caricter, también es
necesario estimar la heredabilidad en sentido estricto. Con esta estimacion es posible
conocer qué proporcion de la variabilidad corresponde a genes con efecto aditivo, y con
ella estimar cudl seria la ganancia genética, al utilizar diferentes intensidades de seleccion
(Falconer 1990).

En ese sentido, son realmente escasos los estudios bioldgicos dedicados a determinar
cudl es la heredabilidad de la plasticidad fenotipica. Los que pueden encontrarse en la
literatura, fueron realizados sobre especies modelo como Drosophila que estimaron la
heredabilidad de la plasticidad fenotipica del tamafio del torax y largo de alas en respuesta
a diferentes temperaturas (Scheiner y Lyman 1983, Scheiner et al. 1991), y también en
Rana (anfibios) donde se estimd la heredabilidad de la plasticidad de caracteres
relacionados al tamafio del cuerpo, en respuesta a ambientes con y sin predadores (Relyea
2005). Los valores de heredabilidad reportados son generalmente bajos, y siempre
menores que la heredabilidad de los caracteres sobre los cuales se estima plasticidad.
Hasta el momento, s6lo un trabajo (Zeng et al. 2017) ha hallado valores altos de
heredabilidad para plasticidad fenotipica. Este trabajo se realizd en plantulas de 14
especies lefiosas de los bosques subtropicales de China, donde se registré la plasticidad
fenotipica de altura de planta y didametro de tallo en individuos mantenidos en dos viveros
diferentes.

Esta falta de informacion es llamativa, principalmente porque la plasticidad fenotipica
es un fenémeno ampliamente difundido en la naturaleza. Sin embargo, esto puede
atribuirse por un lado, a la disparidad de formas en las que se cuantifica la plasticidad,
por lo que se hace algo dificil establecer pautas de evaluacion y analisis (Valladares et al.
20006), y por otro lado, a que la realizacion de los ensayos necesarios para obtener datos
propicios para ser analizados suele ser de dificil realizacion.

Debido a esta falta de informacién, y a su uso promisorio en programas de
mejoramiento genético, en el presente capitulo se propuso determinar como se distribuye
la variabilidad genética para plasticidad fenotipica en caracteres morfoldgicos frente a
variaciones en la disponibilidad de agua, entre y dentro de las familias de medios
hermanos de Panicum coloratum, determinar su heredabilidad, y estimar la ganancia
genética que se obtendria si se realizara seleccion para modificar la magnitud de la
plasticidad fenotipica.



29

3.2 Objetivos particulares

- Determinar la distribucion de la variabilidad genética de la plasticidad fenotipica en
caracteres morfologicos frente a variaciones en la disponibilidad de agua en el estadio de
plantula.

- Estimar la heredabilidad en sentido estricto de la magnitud de plasticidad fenotipica en
caracteres morfologicos en respuesta a la variacion en disponibilidad de agua al estado de
plantula y para la media de los caracteres en los dos ambientes evaluados.

- Calcular la ganancia genética que se obtendria de realizar seleccion con intensidades de
15% y 20% para aumentar y disminuir la plasticidad fenotipica frente al estrés por sequia
en las plantulas de Panicum coloratum.
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3.3 Hipotesis

Hipétesis 4: En Panicum coloratum, la distribucion de la variabilidad genética de la
magnitud de la plasticidad fenotipica es mayor entre individuos pertenecientes a la misma
familia de medios hermanos (dentro de familias) que entre las familias.

Hipotesis 5: En Panicum coloratum, los valores de heredabilidad para la magnitud de
plasticidad fenotipica de un carécter, son mas bajos que los valores de heredabilidad para
la media de ese mismo caracter.
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3.4 Materiales y métodos

Para poner a prueba las hipdtesis planteadas se utilizo la base de datos generada a partir
del experimento del capitulo 2. En dicho experimento, se evaluaron 48 familias de medios
hermanos de las variedades makarikariense y coloratum de la planta forrajera Panicum
coloratum (24 familias por variedad). Se trabajo con plantulas, que fueron expuestas a
tratamientos de control y sequia, para evaluar su respuesta plastica en caracteres
morfoldgicos. El ensayo se realizé en invernadero (detalles experimentales en el Capitulo
2).

En los estudios de plasticidad la situacion ideal es trabajar con clones, para asegurar
que se estd sometiendo al mismo genotipo a diferentes condiciones ambientales. Sin
embargo, en este proyecto se planted trabajar sobre caracteres de plantula y no pueden
obtenerse clones en ese estadio, la opcion mas adecuada fue utilizar medios hermanos
como unidades experimentales. Debido a que la especie posee reproduccion aldgama, es
posible colectar semillas provenientes de una misma planta madre. De esta forma, se
asume que los individuos comparten al menos el 50% de la informacion genética
proveniente de la madre, mientras que los padres se presumen desconocidos y su
participacion en la fecundacion es al azar.

Dado que Panicum coloratum es una especie forrajera alotetraploide (Young 1994),
de polinizacion abierta, con bajo nivel de apomixis y herencia disomica, puede ser
considerada como diploide desde el punto de vista de la genética estadistica (Gardner
1963).

En las familias de medios hermanos, la covarianza es la varianza de las medias de los
grupos de medios hermanos y corresponde a un cuarto de la varianza aditiva (Falconer,
1990). Asi, en este estudio se propone un disefio con familias de medios hermanos
(obtenidos de semillas que comparten la misma planta madre) de manera de poder utilizar
el grado de parecido entre parientes para estimar la cantidad de varianza genética aditiva.
Esta forma de estimacion es frecuentemente utilizada para los calculos de heredabilidad,
tanto en sentido amplio (varianza genética/varianza fenotipica), como en sentido estricto
(varianza aditiva/varianza fenotipica) (Nguyen y Sleper 1983).

Se utilizaron los datos de peso seco de laminas, vainas, raices, peso seco total y area
foliar de la planta completa. Para cada una de estos caracteres se estimd su plasticidad
fenotipica frente al estrés por sequia (Valladares et al. 2006):

tdijii=|(Xi'a100 - Xa0)/(Xi'a100+ Xa0)|
donde

Xia100 €S el valor del individuo 7 de 1a familia de medios hermanos « en el tratamiento
de control

Xaq0 €s el valor promedio de los individuos de la familia de medios hermanos « en el
tratamiento de sequia.
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3.5 Analisis estadistico

Los datos del experimento resultaron desbalanceados a consecuencia de la muerte de
algunas plantas. Debido a esto, se utilizaron (en lugar de ANOVA) métodos de
verosimilitud para estimar los componentes de la varianza (Isik et al. 2017), para con ellos
estimar luego la heredabilidad en sentido estricto (h?). El modelo utilizado fue X= p +
Ac + F(Ac) + B + E. Los efectos Accesion (Ac) y bloque (B) se tomaron como fijos,
mientras que familia (F) como aleatorio. E representa el error. Familia fue anidada dentro
de accesion.

La heredabilidad en sentido estricto (h?) se estimé para los valores medios y para la
plasticidad de cada carécter a partir del cociente entre la varianza aditiva (o A2 yla
varianza fenotipica (cp?):

2= 9
h? ==4
Op
Por su parte, 03 se estimd como
02 =40?
A F

yo%se estimd como

0% = 0%+ 02
P F E

Los términos GZF, Yy 02 > son los efectos de familia y residual obtenidos a partir del

analisis de la covarianza (Isik et al. 2017).

Para estimar los valores de los componentes de la varianza, necesarios para calcular la
heredabilidad, y para determinar como se distribuye la variabilidad entre y dentro de
accesiones, se realiz6 un analisis de la covarianza (asycov y covtest) con la funcion Proc
mixed de SAS (SAS Institute Inc. 2009). El factor bloque se considerd como fijo. Por su
parte, tanto familia como accesion se consideraron aleatorios, y familia se anido dentro
de accesion. La proporcion de la distribucion de la varianza entre y dentro de familias se
estimo con las siguientes ecuaciones:

2
. . OF
% de variacion entre familias= o 100
F E
. .- of *
% de variacion dentro de familias= o5, * 100
F E

También se estimo la varianza de la heredabilidad, con el método de Dickerson (1969),
y se le aplico raiz cuadrada para obtener el error estandar de las heredabilidades estimadas
(Isik et al. 2017). Las estimaciones de heredabilidad de los caracteres y de la plasticidad
fenotipica de cada caracter se realizaron para cada variedad por separado.

Una vez obtenidas las heredabilidades de las plasticidades, se procedio a estimar las
ganancias genéticas tedricas (AG) si se realizara una seleccion con intensidades de 15%
y 20%, la ganancia genética para PF se estimé como

AG= c*k*h**op,
(Nguyen y Sleeper 1983) donde

¢= es el factor de control parental, adquiere en este caso el valor 2 porque se asume que
se seleccionarian las plantas madre, en base a la performance media de su progenie, y se
aislarian para su entrecruzamiento para producir la poblacion mejorada (Sprague y
Eberhart 1977, en Nguyen y Sleeper 1983).
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k= Es el diferencial estandarizado de seleccion. También puede simbolizarse como i
(Falconer, 1990). Se calcula como el cociente S/op,

donde:

S es el diferencial de seleccion entre la media de poblacion

seleccionada para el cruzamiento (PS) y la media de la poblacion base
(PB).

S =Xps — Xps.
Y op es el desvio estandar fenotipico de la poblacion base.
h2= la heredabilidad en sentido estricto (Nguyen y Sleeper 1983).

Entonces

S
AG:C*—*hZ*O'p
ap

Y simplificando surge que:

AG=c * § * h?
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3.6 Resultados

Todos los caracteres considerados mostraron plasticidad fenotipica en respuesta a los
tratamientos aplicados (Fig. 3.1). Las normas de reaccion muestran que en general, la
respuesta fue similar en ambas variedades, aunque puede observarse que las familias de
la var. makarikariense (Fig. 3.1; panel derecho) presentaron respuestas mas uniformes
que las familias de la var. coloratum (Fig. 3.1; panel izquierdo). Las respuestas al
tratamiento de sequia variaron no solo en magnitud (grado de inclinacion de la recta),
sino que también en el sentido de respuesta (Figura 3.1 ¢, f'y ). En base a lo observado,
puede afirmarse que entre las familias hay variabilidad para plasticidad fenotipica frente
a sequia.

En ambas variedades, la generacion de area foliar fue el caracter que presentd los
valores mas altos para la magnitud de plasticidad fenotipica (Cuadro 3.1). Por su parte,
en la variedad coloratum, los valores mas bajos de plasticidad fueron para biomasa de
vaina y biomasa total, mientras que para la variedad makarikariense, el menor valor
medio de plasticidad fue para el peso seco de raiz (Cuadro 3.1). Los rangos en los valores
que asume la plasticidad fenotipica en los diferentes individuos dentro de cada variedad
son muy amplios, para todos los caracteres considerados, que fue desde el 0 (individuos
no plasticos) hasta valores cercanos a 0,9 (plasticidad casi maxima) (Cuadro 3.1).

Si bien la respuesta promedio es variable entre familias de medios hermanos (Fig. 3.1),
la variabilidad en plasticidad fenotipica frente a condiciones de diferente disponibilidad
de agua, en todos los caracteres analizados, se distribuye principalmente dentro de las
familias y muy poco entre las familias estudiadas (Cuadro 3.1).

La proporcion mas alta de distribucion de la variabilidad dentro de familias llegan hasta
el 98%, como es el caso de la plasticidad fenotipica para la biomasa de ldmina para la var.
coloratum y la plasticidad fenotipica para el area foliar para la var. makarikariense
(Cuadro 3.1), siendo minima la proporcion de la varianza entre familias.

En la condicién control, las estimaciones de heredabilidad de los caracteres fueron
similares para ambas variedades, mientras que, en la condicion de sequia, los resultados
difirieron mucho entre variedades, resultando mucho mayores para la variedad
makarikariense (Cuadro 3.2). La heredabilidad de los caracteres medidos, resulté mayor
que la heredabilidad de la plasticidad de los mismos (Cuadro 3.2).

Con respecto a la heredabilidad de la plasticidad fenotipica, puede observarse que la
variedad coloratum es la que presenta mayores valores de heredabilidad en general. Asu
vez, el valor mas alto de heredabilidad para plasticidad se observa en el caracter area
foliar, en la variedad coloratum. Por su parte, los valores mas bajos se registraron en la
variedad makarikariense, donde la heredabilidad para plasticidad de biomasa de
pseudotallo y biomasa total presentaron valores nulos (Cuadro 3.2).

En general, para la plasticidad fenotipica, los valores de heredabilidad obtenidos son
bajos, por lo que, al realizar las estimaciones de la ganancia genética que se obtendria de
realizar seleccion, las medias mejoradas de los valores de plasticidad, son similares a los
originales (Cuadro 3.3). Como era de esperar, los mayores valores de ganancia genética
se obtendrian de aplicar mayor intensidad de seleccion (15%). Los valores de ganancia
genética (AG positivos) para aumentar la media son levemente mayores que los valores
de ganancia genética para disminuirla (AG negativos).
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Figura 3.1 Normas de reaccion en plantulas de 24 familias de medios hermanos por
variedad en Panicum coloratum (variedades coloratum y makarikariense), luego de 15
dias de tratamientos de sequia y control en condiciones de invernaculo. Se presentan los
valores de biomasa de lamina (a y b), vaina (¢ y d), raiz (e y f), peso seco total (gy h) y
area foliar por planta (i y j). Cada linea representa el promedio de la respuesta de una
familia.
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Cuadro 3.1 Valores promedio (+error estandar), rango, estimacion de los componentes
de varianza (S¢ entre familias y S.2, dentro de familias) y distribucion de los componentes
de varianza para plasticidad fenotipica para sequia de los caracteres en plantulas de dos
variedades de Panicum coloratum. Las medidas corresponden al final del experimento
(15 dias desde el comienzo del tratamiento).

Estimacion de los Distribucion delos
P.F componentes de componentes de
: d Rango varianza varianza
Variedad Caracter promedio g
de P.F Dentr
+EE entro
(EE) SP s Entre de
familias .
familias
Lamina 0,34(%0,02) 0-0,9 0,000821 0,04601 0,02 0,98
Vaina 0,32(20,02) 0-0,93 0,001694  0,04227 0,04 0,96
Coloratum Raiz 0,33(£0,02) 0-0,87 0,001734  0,04565 0,04 0,96
. 0,02-
Biomasa total 0,32(£0,02) 0. 0,00132 0,04253 0,03 0,97
Area foliar 0,40(20,02) 0-0,88 0,002182 0,0472 0,04 0,96
;. 0,01-
Lamina 0,38(x0,02) 0.7 0,000957  0,03421 0,03 0,97
Vaina 0,35(%0,02) 0-0,78 0 0,03385 0 1
Makarikariense Raiz 031(0,02)  0-0,9  0,00014  0,03961 0 1
Biomasa total ~ 0,35(%0,02)  0-0,78 0 0,03207 0 1
Area foliar 0,47(20,02) 0-0,82 0,000869  0,03983 0,02 0,98

A su vez, el sentido de la seleccion, es decir, si se selecciona para aumentar o para
disminuir la plasticidad en un mismo cardcter, modificarian la media en la distinta
proporcion. Este cambio va a depender de la intensidad de seleccion utilizada, de la
heredabilidad del carécter, y de la media de las familias seleccionadas. Por ejemplo, en la
variedad makarikariense, una intensidad de seleccion del 20% para aumentar la
plasticidad fenotipica produciria un cambio en la media de plasticidad fenotipica de 2
puntos, mientras que la misma intensidad de seleccion para reducir la media, produciria
un cambio de 3 puntos (Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.2 Heredabilidad (h?) para los caracteres en los tratamientos control y sequia,
y heredabilidad para plasticidad fenotipica (PF) en plantulas de dos variedades de

Panicum coloratum. EE: Error estandar.

h *Sequia h > Control
Var Variable h?PF
(= EE) (= EE)

Lamina 1,02 (20,47) 0,60 (0,36) 0,11 (0,17)

Vaina 0,98 (£0,45) 0,55 (+0,35) 0
Makarikariense Raiz 0,97 (£0,45) 0,80 (£0,41) 0,001 (£0,16)

Biomasa total 1,08 (£0,48) 0,66 (£0,24) 0
Area foliar 1,14 (£0,49) 0,58 (+0,35) 0,08 (£0,24)
Lamina 0,27(x0,32) 0,43 (£0,36) 0,07 (£0,15)
Vaina 0,16 (£0,30) 0,60 (£0,42) 0,15 (+0,20)
Coloratum Raiz 0,27(x0,32) 0,50 (#0,39) 0,15 (+0,20)
Biomasa total 0,26 (£0,32) 0,54 (0,40) 0,12 (£0,19)
Area foliar 0,27(£0,34) 0,52 £(0,4) 0,18 (£0,22)
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3.7 Discusion

La magnitud de la variacion morfoldgica en respuesta a los tratamientos con diferente
disponibilidad de agua, es decir, la plasticidad fenotipica, resultd ser diferente aun entre
individuos emparentados (es decir, entre familias de medios hermanos provenientes de la
misma accesion dentro de una variedad) (3.1).

La magnitud de la respuesta fue mas uniforme (e.g. peso seco total en var.
makarikariense-figura 3.1 h) o mas heterogénea (e.g. biomasa de raiz en var. coloratum-
figura 3.1 e), dependiendo de la variedad o del caracter. Este resultado indica
positivamente que puede haber un cambio en los valores de plasticidad fenotipica frente
a una presion de seleccion determinada, siendo primero condicion la existencia de un
grupo de genotipos capaces de responder de forma diferente a un mismo set de ambientes
(Matesanz et al. 2010).

La distribucion de la variabilidad para un caracter complejo como es la plasticidad
fenotipica, estimada entre y dentro de las familias, esta en linea con la distribucion de la
variabilidad genética esperada para una especie alogama. Se confirma que la variabilidad
genética es mayor entre individuos (dentro de familias) que entre las familias,
corroborando lo planteado en la Hipotesis 4. Del mismo modo, que la mayor proporcion
de la variabilidad se halle dentro de las familias de medios hermanos (Cuadro 3.1),
coincide con lo reportado por Young (1994), Maina (2012) y Armando (2014) para las
variedades coloratum y makarikariense en caracteres de cuantificacion mas directa que
la plasticidad fenotipica. En estos estos trabajos se halld6 que la distribucion de la
variabilidad es mayor dentro de las familias que entre las mismas, independientemente
del caracter medido (numero de raices, nimero de hojas, porcentaje de retencion de
semillas, namero total de semillas, nimero de macollos, peso seco de biomasa aérea,
longitud de hoja, peso de 1000 semillas).

La distribucion de la variabilidad genética debe ser tenida en cuenta al momento de
planificar la obtencion, el manejo y la conservacion del germoplasma y para iniciar un
programa de mejoramiento. Dado que la variabilidad para los caracteres en esta especie
es mayor entre individuos, es conveniente conservar el germoplasma en forma de semillas
ya que de esta forma se conserva un gran numero potencial de individuos en poco espacio
y con relativamente pocos recursos. A su vez, la colecta de nuevos materiales puede
realizarse simplemente a partir de semillas de unas pocas plantas, dando como resultado
un numero grande de individuos diferentes entre si. Si la especie fuera autégama, o tuviera
un indice de apomixis alto, la forma de colecta y/o conservacion del germoplasma deberia
ser diferente, conservando y/o colectando semillas y plantas vivas en mayor cantidad.

La distribucion de la variabilidad influye, ademas, sobre la forma de seleccion que
puede ser aplicada en caso de que se desee hacer mejoramiento genético por seleccion
recurrente o cruzamientos de genotipos en particular (Falconer 1990). Al distribuirse la
variabilidad en mayor medida entre individuos independientemente de la familia, la
seleccion deberia realizarse eligiendo para los cruzamientos los individuos con los valores
fenotipicos deseados. Si la variabilidad hubiera sido en cambio mas alta entre familias,
para constituir los lotes de policruza se recomendaria seleccionar las plantas madres o
individuos al azar de las familias cuyos fenotipos/genotipos sean acordes a los objetivos
de mejoramiento

Las estimaciones de heredabilidad de los caracteres resultaron de moderadas a altas,
tanto cuando se calcularon en ambientes de baja disponibilidad de agua como de alta
disponibilidad (Cuadro 3.2). No se hall6 un patrén entre las heredabilidades estimadas en
los tratamientos, ya que, para ambas variedades, los valores en condiciones de control
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fueron similares, pero no en condiciones de sequia. Esto se encuentra dentro de los
resultados esperables, ya que la estimacion de heredabilidad depende de los individuos
evaluados y del ambiente en el cual se encuentran los individuos. Por lo tanto, cualquier
cambio en los componentes de varianza afecta su estimacion (Falconer 1990). Zeng et al.
(2017) también hallaron diferencias en la heredabilidad en caracteres de plantas jovenes
de arboles, que crecieron en dos viveros diferentes. Estos autores concluyeron que, en el
ambiente menos benigno, la varianza ambiental entre las réplicas de las plantas de
familias fue mas baja, por lo que los valores de heredabilidad resultaron mayores. Esto es
lo que pudo haber sucedido con la variedad makarikariense, cuyos valores de
heredabilidad fueron mucho mayores en el ambiente seco. Sin embargo, lo contrario
ocurrio con la var. coloratum, donde los valores de heredabilidad en el ambiente menos
benigno fueron mas bajos. Es probable que las diferentes ambientes hayan influido de
manera diferente en las relaciones de varianza en cada variedad. Young (1994), por
ejemplo, obtuvo valores diferentes de heredabilidad en caracteres de plantula en P.
coloratum var. coloratum al estimarla en dos afos diferentes con diferentes tamafios de
familia. Sin embargo, este autor no pudo discernir si las diferencias se debieron al efecto
de afio, familia, o al efecto combinado de ano y tamafio de familia.

Si se tienen en cuenta los trabajos hechos en la misma especie por otros autores (Young
1994, Dreher 2011, Maina 2012, Armando 2014), puede verse que en general, para la
especie, los valores de heredabilidad obtenidos para diferentes caracteres y diferentes
estadios de la planta, son habitualmente de moderados a bajos. La heredabilidad estimada
para, por ejemplo, peso seco aéreo de plantula, varid entre 0 y 0,54, dependiendo del
método de célculo y estadio de la planta en la que se realiz6 la estimacion (Dreher 2011).
S6lo en un trabajo realizado en P. coloratum var. makarikariense, donde se estimo la
heredabilidad para peso fresco y peso seco de plantula en condiciones de salinidad, y para
tolerancia a salinidad, los valores de heredabilidad fueron de moderados a altos
(Cardamone, en preparacion). En base a lo mencionado, podemos decir que, salvo por los
estudios realizados en salinidad, los valores de heredabilidad para caracteres
morfologicos en plantulas de este trabajo coinciden, en lineas generales con los valores
hallados en otros estudios realizados en la misma especie. Por su parte, los errores
estandar de las heredabilidades estimados aqui (Cuadro 3.2) son similares a los hallados
en otros trabajos, tanto para los caracteres como para su plasticidad (Young 1994, Aratjo
y Coulman 2002, Relyea 2005), a excepcion de los trabajos de Scheiner y Lyman (1989)
y Scheiner et al. (1991), cuyas estimaciones de error estandar para heredabilidad de los
caracteres y sus plasticidades fueron menores.

Por su parte, las heredabilidades resultaron bajas o muy bajas para la plasticidad
fenotipica de los caracteres, y en algunos casos, como en dos caracteres de la var.
makarikariense, resultaron nulas, indicando que, si bien existe variabilidad para
plasticidad fenotipica, esta variabilidad no estaria determinada por efectos genéticos
aditivos. Scheiner et al. (1991), realizaron ensayos con Drosophila, en donde
cuantificaron la heredabilidad para la plasticidad fenotipica y para el valor medio del largo
de torax y alas. En su trabajo encontraron que en general, los valores de heredabilidad de
la plasticidad, fueron un tercio del valor de la heredabilidad de las medias de los
caracteres. En otro trabajo anterior (Scheiner y Lyman 1983), la heredabilidad de la
plasticidad del tamafio del térax en la misma especie, resulté ser un 50% menor que la
heredabilidad del valor medio del caracter. De la misma manera, Relyea (2005), estimo
las heredabilidades de distintos caracteres de renacuajos de Rana sylvatica, en dos
ambientes diferentes, con predador y sin predador. A su vez, estimo la heredabilidad de
la plasticidad fenotipica de los caracteres. Hallo que los valores de heredabilidad para los
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valores medios de los caracteres variaron entre ambientes sin un patrdon claro, y que, asu
vez, los valores de heredabilidad de plasticidad fenotipica, fueron menores que las de los
valores medios de los caracteres. Zeng et al. (2017), determinaron la heredabilidad para
los valores medios y la plasticidad fenotipica de altura y didmetro basal de plantulas de
14 especies lenosas del bosque subtropical de China, mantenidas por 7 meses en dos
viveros diferentes. Hallaron que los valores de heredabilidad entre las medias obtenidas
en los dos viveros y las plasticidades no presentaron un patron claro de diferenciacion
entre si, variando entre 0,03 y 0,77, siendo en su mayoria bajas. Nuestros resultados
coinciden con lo hallado por Scheiner y Lyman (1983), Scheiner et al. (1991) y Relyea
(2005), mientras que difieren con los resultados de Zeng et al. (2017) en cuanto a que las
medias y las plasticidades presentan diferentes valores de heredabilidad, siendo las
estimaciones de heredabilidad para la plasticidad fenotipica de los caracteres
sustancialmente menores que las estimaciones para la heredabilidad de los caracteres en
cualquiera de los ambientes considerados.

Segun Falconer (1990) y Sadras y Slafer (2012), la magnitud de la heredabilidad
depende de la relacion que posea el caracter, con la aptitud reproductiva (nimero de
descendientes fértiles) del organismo. Las heredabilidades mas bajas son las de aquellos
caracteres mas relacionados con la aptitud reproductiva (Falconer 1990). Por ejemplo,
Sadras y Slafer (2012), encontraron que el nimero de inflorescencias de las plantas tiene
siempre menores valores de heredabilidad que el tamafio de la semilla. En particular, no
sabemos qué relacion podria tener la plasticidad fenotipica para caracteres morfologicos
de plantula con la capacidad reproductiva de los individuos, pero remarca la falta de
informacion respecto del rol de la plasticidad fenotipica como caracteristica de la historia
de vida de los individuos. Por otra parte, segun Matesanz et al. (2010), las heredabilidades
de los caracteres que poseen control genético complejo, también son bajas. Queda mucho
trabajo por hacer aun para establecer cual es la verdadera relacion entre plasticidad
fenotipica de los diferentes caracteres y aptitud reproductiva, como asi también sobre
como es el control genético de la plasticidad. De esta manera, en este primer trabajo que
propone determinar la heredabilidad de la plasticidad fenotipica de un pasto perenne C4,
los datos confirman nuestra hipotesis (Hipotesis 5) de que los valores de heredabilidad de
plasticidad fenotipica son bajos y siempre menores a la heredabilidad de los caracteres
sobre los cuales se mide la plasticidad. Estos resultados se encuentran en linea a su vez,
con lo hallado por otros pocos autores en especies modelo (Scheiner y Lyman 1983,
Scheiner et al. 1991, Relyea 2005) y aportan evidencia novedosa sobre la condicion de la
plasticidad fenotipica de ser un caracter que puede ser modificado por seleccion natural
o artificial.

Con intensidades de seleccion moderadas, como las propuestas aqui (15% y 20%-
Cuadro 3.3), se espera que la ganancia genética sea relativamente baja en el primer ciclo
de seleccion, tanto para aumentar como para disminuir la plasticidad fenotipica. Por lo
tanto, el cambio en los valores de la media poblacional no sera grande. Sin embargo, debe
considerarse que tal vez un cambio moderado en los valores plasticidad fenotipica, pueda
tener una influencia importante en la expresion de los caracteres y en la morfologia
general de la planta frente a un evento de estrés por sequia.

En otros caracteres estudiados anteriormente en la especie, tanto morfoldgicos
(numero y peso de macollos, largo y ancho de hoja, longitud de cafia, altura de plantula,
nimero de hojas) como fisiologicos (porcentaje de retencion de semilla) (Dreher 2011,
Maina 2012, Armando 2014), los valores de ganancia genética fueron variables, variando
los porcentajes de avance genético desde el 5% para peso de 1000 semillas (Armando
2014) a mas del 53% en nimero de semillas (Maina 2012). Una mencion especial puede
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hacerse en relacion a los caracteres de peso fresco en salinidad, peso seco en salinidad y
tolerancia al dafio por salinidad cuyas ganancias genéticas estimadas fueron altas, debido
a que mostraron heredabilidades altas en condiciones de hidroponia (Cardamone, en
redaccion). En este ultimo caso, los valores altos de heredabilidad se deban
probablemente a una baja variabilidad ambiental, causada por las condiciones
experimentales muy controladas bajo las cuales se desarrollé el ensayo.

Los resultados obtenidos en diversos trabajos en Panicum coloratum, sumados a los
nuestros, indicarian que en la especie en general, el grado de control genético es diferente
entre los caracteres, y que, en nuestro caso, para lograr avances importantes en la
modificacion de la plasticidad fenotipica media de una poblacion bajo seleccion, seran
necesarios varios ciclos de seleccion y evaluacion. No se recomienda realizar seleccion
con mayores intensidades de seleccion, ya que para ello se utilizarian muy pocos
genotipos, y se correria el riesgo de que se produzca depresion por endogamia (Falconer
1990, Brown y Caligari 2009).

Para llevar adelante un programa de mejoramiento en funcién de la plasticidad
fenotipica, la decision de seleccionar genotipos mas o menos plasticos, debe tomarse de
acuerdo a las caracteristicas del material con el que se cuenta, y del ambiente al cual se
pretende destinar dicho material. De este modo deben tenerse en cuenta dos aspectos
fundamentales de la expresion fenotipica como son la estabilidad y la interaccion
genotipo-ambiente. A modo de ejemplo, puede decirse que, si se cuenta con algunos
materiales, que poseen baja plasticidad fenotipica para biomasa aérea (estable) y de alta
produccion (buena produccion de biomasa tanto en condiciones de sequia como de buena
disponibilidad hidrica), lo ideal es seleccionar estos genotipos estables. Por otra parte, si
sabemos de antemano que el ambiente destino del material mejorado serd inestable, con
altas probabilidades de variaciones en el régimen de precipitaciones recibidas, entonces
el objetivo de seleccion deberian ser individuos plésticos, capaces de responder al cambio
ambiental y sobrevivir eventos de sequia a la vez que sacar provecho de los momentos de
buena disponibilidad hidrica. Si en cambio, en el material disponible, todos producen la
misma cantidad de biomasa aérea en sequia, pero algunos (mas plésticos) se destacan por
incrementar mucho su produccion cuando se presenta un evento de disponibilidad hidrica,
el objetivo del programa sera seleccionar esas plantas mas plasticas.

Sin embargo, debe profundizarse la evaluacion y determinarse, de ser posible, si existe
relacion entre las plasticidades de los diferentes caracteres, que puedan llegar a ser
limitantes o convenientes para la implantacion y el crecimiento de la pastura, y en base a
esto disenar los objetivos de los programas de mejoramiento. En el capitulo 2, por
ejemplo, el analisis de componentes principales sugiere que puede existir cierto grado de
disociacion entre las plasticidades los caracteres aéreos y subterraneos. Aun cuando la
heredabilidad para la plasticidad fenotipica de los caracteres sea baja, si se quisiera
realizar mejoramiento genético para ambientes variables en cuanto a disponibilidad de
agua, podria pensarse que, por ejemplo, uno de los cultivares deseables podria ser aquel
que en situaciones de sequia no disminuya su biomasa de raiz (o sea, con baja plasticidad
para biomasa de raiz), y que reduzca de forma efectiva su area foliar para reducir las
pérdidas de agua por transpiracion (alta plasticidad en area foliar). Si las plasticidadesde
los caracteres aéreos y subterraneos son independientes entre si, el programa de
mejoramiento podria plantearse de varias formas, dependiendo del objetivo. En una de
ellas, podria centrarse en el caracter considerado de mas importancia, o en el que permita
un mayor avance en menor cantidad de ciclos de seleccion, para obtener rapidamente un
material apto para su evaluacion a campo (p.e. seleccionando para mayor plasticidad en
area foliar en condiciones de sequia). Si de esa evaluacion surge la necesidad de seguir
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mejorando el material, puede someterse a ese mismo a una nueva evaluacion y seleccion
sobre un segundo caracter de interés, como por ejemplo para disminuir la PF en biomasa
de raiz. De la misma manera, otra metodologia a emplear podria ser la de seleccionar los
mejores genotipos para cada caracter en particular, cruzarlos, y evaluar su progenie para
determinar cuéles son los que mas se corresponden con el tipo deseado.

Si bien la seleccion para aumentar o disminuir la plasticidad fenotipica, segun estos
resultados, es posible, no debe descuidarse el hecho de que lo que se ha evaluado en este
trabajo es plasticidad fenotipica para sequia y no tolerancia para sequia. En un trabajo
realizado en tres especies de pastos C3 de la Patagonia, se reportd que las plantas mas
tolerantes a la sequia, son las menos plasticas (Couso y Fernandez 2012). Si bien la
interpretacion parece ser a primera vista contraintuitiva con respecto al concepto de que
la plasticidad fenotipica es un caracter adaptativo, debe prestarse atencion a cudles
caracteres se les evalua plasticidad y a como son las plantas desde su punto de vista
constitutivo. Si una especie 0 accesion posee mas biomasa aérea o mas biomasa
subterranea, muy probablemente las respuestas plasticas a un evento de sequia sean muy
diferentes, considerandose tolerante la que menos modifique su morfologia (menos
plastica), y por ende, su tasa de crecimiento. Al mismo tiempo, debe tenerse en cuenta
que los caracteres fisiologicos también son plasticos, y pueden llegar a ser muy
importantes al momento de hacerle frente a un estrés. Un claro ejemplo es el trabajo de
Marchiori et al (2017), quienes determinaron que, para mantener el crecimiento de plantas
jovenes de cana de azucar, la plasticidad de los caracteres fisiologicos (p.e. intercambio
de gases y caracteres fotoquimicos) fue mas importante que la plasticidad en caracteres
morfoldgicos (e.g. area foliar y biomasa total).

Con estos ejemplos, queda claro que iniciar un programa de mejoramiento que incluya
a la plasticidad fenotipica como objetivo, debe tomarse con mucha precaucion en
Panicum coloratum. Por una parte, teniendo en cuenta que los valores bajos de
heredabilidad y ganancia genética reportados dejan ver que los avances en un procesode
seleccion para plasticidad fenotipica frente a sequia en P. coloratum pueden llegar a ser
un poco lentos y muy laboriosos. Por otra parte, antes de iniciar un programa de
mejoramiento, debe obtenerse un panorama mas completo sobre como responden las
plantas de P. coloratum al estrés por sequia dado que la plasticidad fenotipica para
enfrentar el estrés puede ser beneficiosa en algunos caracteres o perjudicial en otros como
se discutid mas arriba. Dentro de los posibles topicos a profundizar, se proponen, por
ejemplo, la relacion entre la plasticidad morfoldgica y la plasticidad fisiologica. Debe
indagarse mas sobre cudles son los valores de heredabilidad, si existen limites fisiologicos
por parte de las plantas para su seleccion dentro de un programa de mejoramiento, cual
es el costo (supervivencia, tasa de crecimiento, nimero de semillas producidas en el
momento de la reproduccion) para las plantas de P. coloratum de expresar plasticidad
fenotipica y cudl es su impacto real, a nivel de pastura, en la capacidad de tolerar la sequia
y/0 sobrevivir en ambientes cuya disponibilidad de agua es variable.



CAPITULO 4

Expresion diferencial de la plasticidad fenotipica en Panicum coloratum L.
inducida por condiciones previas de estrés hidrico
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4.1 Introduccion

Las respuestas plasticas de un organismo a un determinado estimulo pueden ser
influenciadas por las condiciones a las que el mismo fue expuesto en etapas tempranas de
su desarrollo (Weinig y Delph, 2001; Huber et al 2012). Entre estas condiciones previas
pueden considerarse tanto las condiciones nutricionales en las que se encuentra el
organismo al momento de desarrollar la respuesta plastica como también a los efectosde
la “impronta o huella de estrés” (“stress imprint”-Bruce et al. 2007), que son las
modificaciones bioquimicas o genéticas que ocurren en un organismo después de un
evento de estrés. Dependiendo de la duracion, intensidad y momento ontologico en el que
ocurran, estos eventos de estrés iniciales pueden provocar que las respuestas plasticas
posteriores sean diferentes en magnitud o direccion, cuando nuevos eventos de estrés se
presentan (Abraham y Bear 1996, Novoplansky 2009, Huber et al. 2012). Por ejemplo,
en Rumex palustris, 1a mayor o menor acumulacion de carbohidratos en tallos y raices
resultantes de la aplicacion de pretratamientos de disponibilidad diferencial de luz y
nutrientes, afectdé la magnitud de la elongacion foliar producida en respuesta a una
inundacion subsecuente. Es decir, la plasticidad en la elongacion foliar de las hojas mas
jovenes fue mayor, cuanto mas alta fue la concentracion de carbohidratos en tallo y raiz
(Huber et al. 2012).

Dentro de los mecanismos involucrados en la respuesta de las plantas frente a los
estreses bidticos y abidticos, se encuentra el fenomeno de “priming” (Bruce et al. 2007).
En éste, las exposiciones previas de una planta a un estrés, producen modificaciones
bioquimicas a nivel cromosdémico (cambios epigenéticos) y/o a nivel celular
(acumulacion de proteinas de sefalizacion o de factores de transcripcion), que la hacen
mas resistente a exposiciones futuras (Bruce et al. 2007). Por ejemplo, la exposicion a un
tratamiento de salinidad en sorgo, mejord la respuesta posterior de las plantas cuando
fueron nuevamente expuestas a estrés salino (Yan et al. 2015). En otro caso, tubérculos
de papa sometidos a sequia mostraron una menor reduccion en su produccion cuando un
nuevo evento de estrés hidrico se hizo presente (Ramirez et al. 2015). En trigo, la
exposicion a la sequia en fase vegetativa, mejoro la tolerancia a la sequia y al calor en la
fase de llenado de grano (Wang et al. 2015). De esta forma, se observa que los organismos
vegetales pueden desarrollar una activacion de las respuestas frente al estrés con mayor
rapidez o magnitud que los no expuestos. La ventaja radica en que la planta contaria con
el beneficio de una mejor proteccion, sin el costo asociado a la expresion constitutiva de
los genes relacionados al estrés (Bruce et al. 2007). Este “priming” puede ocurrir tanto
con factores bidticos como abidticos. En el caso de los factores abidticos, como por
ejemplo la sequia, se habla de aclimatacion.

De acuerdo a lo anterior, podria suponerse que un suceso de estrés puede establecer
una marca bioquimica (“priming”) en las plantas. Este “priming” podria influir de forma
tal que la respuesta plastica a sequias posteriores sea mas rapida y de mayor magnitud
que en plantas que no lo hayan sufrido. En otras palabras, la plasticidad frente a un evento
de sequia podria variar de acuerdo a si anteriormente las plantas estuvieron o no expuestas
a otros eventos de sequia. A este fendmeno se lo ha denominado plasticidad de la
respuesta plastica (Huber et al. 2012) o metaplasticidad (Abraham y Bear 1996,
Novoplasnky 2009). En plantas, si bien hay muchos estudios dedicados a investigar como
condiciones ambientales previas influyen la respuesta a diferentes variables
(Novoplansky y Goldberg 2001, Lundgren y Sultan 2005, Florez-Velasco et al. 2015, Li
et al. 2015, Weinig y Delph 2001, Yan 2015), son muy pocos los trabajos que analizan
cudl es el impacto de las condiciones ambientales experimentadas por un organismo sobre
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la expresion posterior de la plasticidad fenotipica (Abraham y Bear 1996, Novoplansky
2009, Huber et al. 2012). Esta expresion diferencial de la plasticidad es de interés en parte
por tener consecuencias en ensayos en los que se estudia plasticidad o para entender la
respuesta diferencial frente a los mismos cambios ambientales en materiales
genéticamente uniformes pero que han tenido diferente exposicion al estrés. Por ejemplo,
algunas inconsistencias entre ensayos desarrollados en afos distintos, aun controlando
todas las condiciones ambientales durante el ensayo, podrian ser explicadas por este
mecanismo (Huber et al. 2012).

Por otro lado, estudios muy recientes indican que la capacidad de responder cuando
un evento de estrés se repite, puede ser diferente entre genotipos de una misma especie
(Kumar 2018). Esta capacidad de responder rapidamente y de forma adecuada a un nuevo
evento de estrés puede llegar a ser muy interesante desde el punto de vista agronémico,
donde el cambio climatico juega un papel muy importante al momento de regular la
disponibilidad de agua en el suelo. Por lo tanto, en este capitulo se realizé un experimento
a fin de obtener mas informacion sobre cual es el impacto de la exposicion a sequia en
etapas muy tempranas del desarrollo, sobre la magnitud de la respuesta plastica de las
plantulas cuando posteriormente se presenta un evento de estrés similar.
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4.2 Objetivo particular

-Evaluar, en una poblacion plastica de Panicum coloratum, el efecto de la aplicacion de
un tratamiento temprano de sequia sobre la expresion de la plasticidad fenotipica cuando
el evento de estrés se repite.
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4.3 Hipaotesis

Hipétesis 6: En plantulas de Panicum coloratum, la exposicion a condiciones de sequia
en etapas tempranas, influye en la expresion de la respuesta plastica posterior de los
mismos individuos a la falta de agua.
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4.4 Materiales y métodos

Para determinar si las condiciones previas de disponibilidad de agua en etapas
tempranas influyen sobre la respuesta plastica posterior a la sequia, se trabajo con
plantulas de Panicum coloratum. Se utiliz la accesion ER, perteneciente a la variedad
makarikariense ya que, en base a los resultados del experimento del capitulo 2, demostrd
el mayor grado de plasticidad en la mayor cantidad de caracteres.

El experimento consistid en una secuencia de tratamientos, donde la sucesion de los
mismos se realizO en cuatro etapas de diferente duracion, las cuales fueron:
establecimiento-pretratamiento-recuperacion-tratamiento final (ver diagrama en Fig.
4.1). Se trabajo en invernadero y se utilizé un disefio en parcelas divididas, con cuatro
bloques al azar donde la parcela principal fue el pretratamiento, con dos niveles (sequia
y control) y la subparcela, el estrés final, también con dos niveles (sequia y control). Las
condiciones de temperatura media fueron similares durante las etapas de germinacion
establecimiento y pretratamiento, fluctuando alrededor de 32°C. En la etapa de
recuperacion las temperaturas fueron mayores, con casi 34°C de promedio, mientras que
en la etapa de tratamiento final las temperaturas fueron mas bajas, con casi 28°C de
promedio. La humedad relativa, por su parte, mostrd valores similares en la germinacion,
establecimiento y tratamiento final (de 36 a 40%) mientras que en el pretratamiento y la
recuperacion sus valores fueron un poco mas altos (44 a 51 %; Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Condiciones de temperatura media y humedad relativa (+ Desvio estandar) en cada
etapa del ensayo realizado en invernadero.

Condwmn Germinacion  Establecimiento Pretratamiento  Recuperacion Tratapnento
ambiental Final
Temperatura
S 32,3 (£0,76) 32,1 (£1,6) 31,7 (22,2) 33,9 (£2,4) 27,8 (+2,1)
Humedad
relative o 36,2 (22,05) 37,2 (+7,1) 443 (£9,6) 51,6 (£19.3) 40 (£15,6)
| Establecimiento | Pre tratamiento sequig Recuperacion | TF sequia
I'"12diasriego | 8 dias sequia | 14 dias riego I 12 dias sequia |
| Establecimiento  Pre tratamiento control Recuperacion | TF sequia
' 12 dias riego I 8 dias de riego | 14 dias riego I 12 dias sequia |
| Establecimiento ; Pre tratamiento sequig Recuperacion | TF control
I 12 diasriego | 8 dias sequia | 14 dias riego I' 12 diasriego |
| Establecimiento  Pre tratamiento control Recuperacion | TF control
' 12 dias riego I 8 dias de riego | 14 dias riego I 12 dias riego |

Figura 4.1. Representacion grafica de la secuencia y duracion de las 4 combinaciones de
tratamientos en plantulas de la accesion ER de Panicum coloratum var. makarikariense. TF:
tratamiento final.



50

4.4.a Germinacion de semillas de P. coloratum

Para dar comienzo al ensayo, se seleccionaron semillas de 6 plantas madres y se
pusieron a germinar en invernadero durante 8 dias. Por cada planta madre se colocaron6
cajas de Petri, con 20 semillas cada una. Para la germinacion se utilizé agua de la canilla.
Al final de la etapa, se seleccionaron para el transplante solamente las que presentaban
una hoja expandida y radicula. Se formaron 6 familias de 64 medios hermanos, que fueron
asignados al azar a cada una de las cuatro combinaciones de pre tratamiento/estrés final
(16 medios hermanos por combinacion). El transplante se realizé en cuatro bloques (16
medios hermanos por bloque).

4.4.b Etapa 1: Establecimiento de las plantulas

Luego del transplante, las plantulas se mantuvieron bajo riego continuo durante 12
dias a fin de permitir su establecimiento. En la etapa de establecimiento, las plantas
sufrieron un ataque de insectos no identificados, que provocaron la pérdida de muchas
plantas, por lo que todas las plantas extras fueron utilizadas para reemplazar las faltantes,
una de las seis familias debid ser descartada del ensayo y hubo que ajustar el numero de
individuos destinados a los controles de contenido relativo de agua y contenido
gravimétrico de agua en suelo. Al finalizar este periodo las plantas tenian tres hojas en
promedio.

4.4.c Etapa 2: Aplicacion de los dos niveles de pretratamiento (sequia-control)

Una vez finalizada la etapa de establecimiento, se procedi6 a iniciar la etapa de pre
tratamiento. En €ste, la mitad de las plantas se mantuvieron bajo riego constante, mientras
que al resto se las sometid a un periodo de sequia, mediante la suspension total del riego.
La duracion de esta etapa del experimento se regul6 de acuerdo al estado de las plantulas,
y a lo observado en el experimento del capitulo 2, en donde fueron expuestas a
condiciones extremas. En este caso, como la intencion fue que las plantas experimentaran
una sequia no extrema (la temperatura media del invernadero fue casi 4°C mayor y la
humedad relativa 6 puntos menor que en el experimento 1), la duracion de la etapa de
pretratamiento fue de solamente 8 dias.

4.4.d Etapa 3: periodo de recuperacion de las plantas (riego constante)

Para optimizar la duracion del experimento, en las dos etapas siguientes (recuperacion-
tratamiento final), la extension de cada una se reguld, en parte, de acuerdo a los cambios
en la tasa de elongacion foliar (TEF) que presentaban las plantulas. Debido a que la TEF
es una caracteristica muy sensible a los cambios en la disponibilidad de agua, resulta ser
un buen indicador del estado hidrico de las plantas. Una vez iniciada la etapa de
recuperacion (que consistid en riego constante y abundante para todas las plantas), se
registrd diariamente la TEF en individuos que presentaran el mismo largo de vaina y
numero de hojas. Las mediciones se realizaron en 5 individuos al azar por pretratamiento.
Cuando se detectdé que la TEF de las plantas provenientes de los diferentes
pretratamientos se igualaron, la etapa de recuperacion se mantuvo por 6 dias mas
(totalizando 14 dias la etapa de recuperacion) y luego se procedio a iniciar la siguiente
etapa (tratamiento final).
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Al término del periodo de recuperacion, se realizé una primera cosecha de plantas (dos
plantas por tratamiento por bloque), a fin de obtener una muestra de las mismas en el
momento de comenzar con la aplicacion del tratamiento final.

4.4.e Etapa 4: Aplicacion del tratamiento final (sequia y control)

El tratamiento final consistio nuevamente en la suspension del riego por 12 dias. La
duracion del mismo también fue regulada por observacion directa de las plantas y
utilizando como referencia los valores de TEF (medido en 5 individuos por combinaciéon
de pretratamiento/tratamiento final). Una vez que se detectaron diferencias en la tasa de
elongacion foliar entre las plantas con riego y las plantas sin riego, el tratamiento final se
mantuvo por 6 dias mas (12 dias en total). Cumplidos estos 12 dias, se procedio a la
cosecha final de las plantas (2 por cada combinacion pre tratamiento/estrés final en cada
bloque). Se escanearon las dos ltimas hojas totalmente expandidas y se registro el peso
de laminas, vainas, raiz y material senescente. Se estimo el area foliar especifica en las
dos tultimas hojas totalmente expandidas (AFE), y las proporciones entre los pesos
lamina/vaina, biomasa aérea/biomasa subterrdnea y senescente/biomasa total. En la
estimacion de biomasa total no se incluy6 el material senescente.

4.4.f Estimacion de contenido gravimétrico de agua en suelo (w) y contenido
relativo de agua (CRA)

Para determinar que cada una de las etapas del experimento fueron acompafiadas por
cambios en el contenido de agua en suelo y en las plantas, al final de cada una de las
etapas del experimento, se registro el contenido gravimétrico de agua en suelo (w), y el
contenido relativo de agua en hoja (CRA). El contenido gravimétrico de agua en suelo se
obtuvo como el cociente entre el contenido de agua en el suelo (g) y el peso seco del suelo
en cada muestra (g). El contenido relativo de agua (CRA) se estim6 de acuerdo al método
de Gonzélez y Gonzélez-Vilar (2001), en 3 plantas al azar, por cada nivel de tratamiento
en cada etapa. La ecuacion utilizada fue la siguiente:

CRA = Peso fresco—peso seco
peso saturado—peso s

*100

Donde,
Peso fresco: es el peso de la seccion de lamina recién cortada de la planta.

Peso seco: es el peso de la seccion de lamina luego de ser secada en estufa hasta peso
constante.

Peso saturado: es el peso de la seccion de ldmina luego de ser rehidratada por 4 horas en
heladera.

4.4.g Estimacion de indices de plasticidad fenotipica

Se estimo el indice de plasticidad fenotipica (PF) para Lamina/vaina (L/V),
aéreo/subterraneo (A/S), Biomasa total (BT), Material senescente/biomasa total (S/T) y
area foliar especifica (AFE), de manera similar al experimento 1, s6lo que en vez de
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utilizar el promedio de los individuos del tratamiento final sequia, se utiliz6 el valor de
cada individuo en sequia (Valladares et al. 2006):

tdij>i=|(Xi'a100 - Xia0)/(Xia100+ Xia0)|
donde

Xia100 €8 €l valor del individuo i de la familia de medios hermanos a en el tratamiento
de control

Xq0 €s el valor promedio del individuo 7 de la familia de medios hermanos a en el
tratamiento de sequia.

4.5 Analisis estadistico

Tanto el contenido gravimétrico de agua en suelo, como el contenido relativo de agua
de las hojas, se analizaron para la etapa de pretratamiento y recuperacion, con una prueba
t con correccion de Satterthwaite para varianzas no homogéneas al 5%. Para la etapa
tratamiento final, se analizaron con ANOVA. En ambos casos se utilizdé un nivel de
significancia del 5%.

Para determinar si al finalizar la etapa de recuperacion, los caracteres de las plantas
provenientes de los pretratamientos se encontraban en condiciones similares, se realizo
una prueba t con correccion de Satterthwaite para varianzas no homogéneas al 5%. Los
caracteres analizados fueron Lamina/vaina (L/V), aéreo/subterraneo (A/S), Biomasa total
(BT), Material senescente/biomasa total (S/T) y area foliar especifica (AFE). S/T fue
transformado a raiz cuadrada para cumplir con el requisito de normalidad de residuos.

Para determinar si los indices de plasticidad fenotipica diferian entre las plantas
provenientes de los distintos pretratamientos, y para determinar si las familias diferian en
su capacidad de expresar plasticidad de forma diferencial, se aplic6 un andlisis factorial
con pretratamiento como factor principal y familia como factor secundario. La plasticidad
fenotipica de los siguientes caracteres fue analizada: Lamina/vaina (L/V),
aéreo/subterraneo (A/S), Material senescente/biomasa total (S/T), area foliar especifica
(AFE) y plasticidad promedio (PP). El indice de plasticidad de L/V se transformo
mediante arcoseno para cumplir con los requisitos de normalidad de los residuos y
homogeneidad de la varianza. La comparacion entre familias, se realizo mediante el test
post hoc LSD de Fisher. Para determinar las diferencias en la expresion de la plasticidad
dentro de cada familia, se utilizaron contrastes ortogonales. Para todos los analisis se
utiliz6 el programa INFOSTAT (2017). En todos los casos el nivel de significancia
utilizado fue del 5%.
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4.6 Resultados

4.6.a Contenido gravimétrico de agua en suelo y contenido relativo de agua en hoja
a lo largo del experimento

En suelo, el contenido gravimétrico de agua (w) difiri6 entre las macetas provenientes
de los tratamientos control y sequia, en las etapas pretratamiento y tratamiento final,
presentando siempre valores 4 o 5 puntos menores en las macetas pertenecientes a los
tratamientos de sequia (Fig. 4.2.a). En la etapa de recuperacion, las diferencias no fueron
significativas entre las macetas provenientes de los diferentes pretratamientos.

Por su parte, en las etapas pretratamiento y tratamiento final, las plantas sometidas a
sequia, exhibieron en todos los casos valores de CRA inferiores a 80%. Estos valores
fueron significativamente diferentes a los de las plantas de los tratamientos control,
quienes presentaron siempre valores superiores a 80%. Como era esperado, en la etapa de
recuperacion, las plantas no difirieron en su contenido relativo de agua (Fig. 4.2b). Ambos
resultados validan la correcta aplicacion de los tratamientos planeados para el presente
experimento.

4.6.b. Comparacion de los caracteres morfologicos al finalizar la etapa de
recuperacion

Al finalizar la etapa de recuperacion (14 dias de riego), las plantas provenientes de los
pretratamientos sequia y control, no difirieron en sus valores de AFE, L/V, A/S o BT.
S6lo S/T presentod un valor p marginal (Cuadro 4.2). De acuerdo a estos resultados, las

plantas ingresaron a la siguiente etapa (Tratamiento final), en condiciones morfologicas
similares.
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Figura 4.2 a) Contenido gravimétrico de agua (W) y b) Contenido relativo de agua en hoja los
tratamientos de las cuatro etapas del ensayo. Establecimiento (E), Pretratamiento (P),
Recuperacion (D) y Tratamiento Final (T.F.). Letras diferentes indican diferencias entre
tratamientos en cada etapa. Las barras representan el desvio estandar. Los tratamientos son
Control (C) y Sequia (S) para las etapas pretratamiento y recuperacion. En la etapa del tratamiento
final, CC y CS corresponden a los tratamientos final control y sequia, respectivamente, aplicados
en las plantas expuestas al pretratamiento control. SC y SS corresponden a los tratamientos finales
control y sequia en las plantas expuestas al pretratamiento de sequia.
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Cuadro 4.2. Area foliar especifica (AFE), Lamina/Vaina (L/V), Aéreo/subterraneo (A/S),
Senescente/Biomasa total (S/T) y biomasa total (BT) de las plantulas provenientes de los
pretratamientos de control y sequia, cosechadas luego del periodo de recuperacion. EE: Error
estandar. Los datos de S/T fueron transformados con raiz cuadrada.

Promedio pret. Promedio pret.

Cardcter Control (:EE)  Sequia (+ EE) Valorp
AFE (cm®/g) 285,76 (£15,45) 318,73 (£21,28) 0,2438
LIV 1,26 (+0,07) 1,21 (£0,08) 0,6497
A/S 7,02 (£0,29) 8,23 (+0,66) 0,1266

S/T 0,18 (0,02) 0,12 (0,01) 0,0507

BT () 1,28 (20,21) 1,08 (20,16) 0,4475

4.6.c. Comparacion de los indices de plasticidad fenotipica obtenidos en grupos de
plantas provenientes de dos pretratamientos diferentes.

Al analizar a nivel de accesion, los indices de plasticidad fenotipica en respuesta al
estrés por sequia comparando los valores obtenidos después de aplicados los tratamientos
finales, se hall6 que las plantas provenientes de los diferentes pretratamientos,
presentaron diferencias significativas en sus indices de plasticidad para los caracteres A/S
y S/T. La PF para L/V, AFE y la plasticidad fenotipica media, no mostraron diferencias
significativas entre pretratamientos (Cuadro 4.3). Cabe senalar que la interaccion
Pretratamiento x planta madre resulto significativa para la plasticidad fenotipica de AFE,
A/S y PF media y marginal para S/T indicando que, en general, la respuesta al
pretratamiento varia segin la familia. Solo para el caracter L/V la interaccion fue no
significativa y no se detectd efecto de pretratamiento, aunque la magnitud de la PF fue
diferente seglin las familias.

En lineas generales, observando el valor promedio de la plasticidad, con respecto al
efecto del pretratamiento sobre la magnitud de la plasticidad, las plasticidades de los
caracteres A/S y S/T, mostraron un patron opuesto. Los valores de plasticidad de A/S
fueron mayores para las plantas provenientes del pretratamiento sequia. Por su parte, los
valores de plasticidad de S/T, fueron mayores en las plantas provenientes del
pretratamiento control (Cuadro 4.3). De esta manera, de los 5 caracteres para los que se
calculd su plasticidad fenotipica en respuesta a sequia, el efecto de pretratamiento con
déficit hidrico no modificé la magnitud de plasticidad en 3 de ellos, implic6 menor
plasticidad en 1 y se relacioné con un aumento en plasticidad en otro caracter. Por lo
tanto, puede determinarse que, haber sido expuestas 0o no a una situacion de sequia en
etapas tempranas, influye sobre la expresion de la plasticidad si el evento de estrés se
repite (Cuadro 4.3).

Debido a que, salvo en caracter L/V, la interaccion pretratamiento x planta madre fue
significativa, los efectos del pretratamiento deben analizarse en cada familia en particular.
Por ejemplo, para el caracter AFE, algunas familias no mostraron efecto de tratamiento
sobre la plasticidad, una familia (ER3) mostr6 mayor plasticidad cuando habia sido
expuesta a riego previamente mientras que otra (ERS) lo hizo cuando fue expuesta a
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sequia en el pretratamiento (Figura 4.3 a)). Asi, vemos que, en AFE, A/S, S/T y
plasticidad promedio, siempre al menos una familia exhibe expresion diferencial de la
plasticidad fenotipica seglin el tratamiento al que fue sometida (Figura 4.3). A su vez,
puede observarse que no hay un caracter donde todas las familias exhiban expresion
diferencial de la plasticidad, ni familias que exhiban expresion diferencial para la
plasticidad en todos los caracteres. Ademas de esto, no existe un patrén claro de
expresion. Las plantas provenientes del pretratamiento sequia, no mostraron
necesariamente mayores valores de plasticidad fenotipica que las provenientes del
pretratamiento control.

Cuadro 4.3. indices de plasticidad y valores p para efecto de pretratamiento, planta madre,
interaccion pretratamiento*planta madre para los caracteres Area foliar especifica (AFE),
Lamina/Vaina (L/V), Aéreo/subterraneo (A/S), Senescente/Biomasa total (S/T) y promedio (P.
media) de las plantulas de la accesion ER, provenientes de los pretratamientos de control y sequia,
cosechadas al final del tratamiento final. EE: Error estandar. Los datos de L/V debieron ser
transformados mediante arcoseno. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
plantas que provienen de diferentes pretratamientos.

3
Pretratamiento Pretratamiento Pretratamiento Planta  Pret*Planta

Cardcter control (xEE) sequia (zEE) Valor p \l; 2;3:; ‘171; 2;:)1:‘;)
AFE 0,10 (£0,01) 0,11 (£0,01) 0,3696 0,0006 0,0056
L/V 0,11 (£0,01) 0,11 (+0,02) 0,5215 0,0349 0,2308
A/S 0,13 (£0,01)a 0,17 (£0,01)b 0,0094 0,1314 0,0001
S/T 0,39 (+£0,03)a 0,30 (+£0,02)b 0,0263 0,6405 0,0541

PF Media 0,20 (£0,01) 0,19 (+0,01) 0,8034 0,1769 0,0212

Al analizar familia por familia, pueden observarse dos de ellas que mostraron
diferencias en la expresion de la plasticidad en varios de los caracteres analizados. En
primer lugar, la familia ER3, difiri6 en la expresion de su plasticidad fenotipica para todos
los caracteres, a excepcion de L/V (Figura 4.3). Para esta familia, los valores de
plasticidad fenotipica son mayores en las plantas que provienen del pretratamiento
control, lo que estaria en linea con la hipotesis propuesta.

En segundo lugar, se observa que en la familia ERS, la plasticidad de los caracteres
AFE, A/S y S/T (Figura 4.3 a), ¢) y d), respectivamente) difiri6 dependiendo de los
pretratamientos a los que fueron expuestas las plantas. En AFE y A/S, los valores de
plasticidad fueron mayores en las plantas expuestas al pretratamiento sequia, mientras
que para S/T, la plasticidad fue mayor en las plantas expuestas al pretratamiento control.
La familia ER4, mostro diferencias para dos caracteres (Figura 4.3 ¢) y d)), siendo mas
plasticas las de la condicion sequia, en un caso, y control, en el otro. Por tltimo, las
familias ER6 y ER8 no mostraron diferencias en la expresion de su plasticidad (Figura
4.3).
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Con respecto a las familias, solo en el caracter AFE las familias difirieron en sus
valores medios de plasticidad. Entre ellas se destaca la familia ER4, la cual presento lo
valores mas altos de plasticidad fenotipica (Figura 4.3 a).
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Figura 4.3. Indices de plasticidad (IP) de a) Area foliar especifica (AFE), b) Lamina/Vaina (L/V),
¢) Aéreo/subterraneo (A/S), d) Senescente/Biomasa total (S/T) y e) Plasticidad promedio (IP.
promedio) de las plantulas de cinco familias de la accesion ER. Las plantulas fueron cosechadas
al final del tratamiento final. Diferentes colores indican grupos provenientes de Pretratamientos
Control (C) y Sequia (S). Las barras representan el error estandar. Letras minusculas diferentes
indican expresion diferencial de la plasticidad fenotipica en la familia. Letras mayutsculas
diferentes indican diferencias entre familias para expresion diferencial de la plasticidad.
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4.7. Discusion

Las condiciones experimentales en nuestro ensayo lograron generar condiciones
alternadas de humedad y sequia adecuadas para los objetivos planteados. El contenido
gravimétrico de agua en el suelo en la condicion de sequia fue siempre menor al 30%,
mientras que en el tratamiento control siempre fue mayor al 50% (Figura 4.1.a). El
contenido gravimétrico de agua en las macetas de la situacion control fue en aumento a
lo largo del experimento. Esto pudo haberse debido principalmente al efecto del
crecimiento de las raices, que posiblemente retuvieron mas efectivamente el agua de las
macetas que fueron regadas regularmente (Ng et al. 2016). Con respecto al contenido
relativo de agua en hoja, las plantas correspondientes a los tratamientos de sequia, tanto
en pretratamiento y tratamiento final, mostraron valores inferiores a 80% (Figura 4.2.b).
Segun Gonzélez y Gonzalez-Vilar, esos valores de contenido relativo de agua por debajo
del 80% se relacionan con un potencial de agua de -1,5 MPa o menos, lo que produciria
un cambio en el metabolismo, con cese de la fotosintesis, incremento de la respiracion y
acumulacién de prolina y acido abscisico. Por lo tanto, de acuerdo a los datos brindados
por estos dos indicadores, las condiciones de estrés se lograron de forma efectiva en este
experimento.

Al finalizar el periodo de recuperacion, las plantas provenientes de ambos
pretratamientos mostraron valores similares en los caracteres medidos. El unico caracter
que presentd valores de significancia marginal fue S/T (Cuadro 4.2). La similitud entre
las plantas provenientes de los pretratamientos, al finalizar el periodo de recuperacion,
garantiz6 que las plantas se encontraran en igualdad de condiciones (hablando desde el
punto de vista morfologico), para iniciar el tratamiento final. De esta forma, las
diferencias morfologicas halladas al finalizar el tratamiento final, se debieron solamente
al efecto del tratamiento final y no a diferencias morfologicas previas entre plantas.

Los valores de plasticidad fenotipica obtenidos en la etapa tratamiento final fueron,
para AFE, L/V y A/S, algo menores a los obtenidos en el experimento del capitulo 1. El
caracter S/T no fue estimado en el capitulo 2 porque las plantas no produjeron material
senescente. Este cardcter, obtuvo valores de plasticidad fenotipica mucho mas altos que
los obtenidos para cualquier otro caracter en este experimento o en el experimento del
capitulo 2. Llamativamente, por su parte, la plasticidad promedio fue igual a la obtenida
en el capitulo 2 para esta misma accesion. Estos datos refuerzan la idea de que el indice
utilizado para cuantificar la plasticidad (Valladares et al. 2006) es confiable y replicable,
a la vez que podria ser Util para estimar la particion de biomasa bajo situaciones de estrés
como la sequia. Novoplansky (2009), menciona que la gama de respuestas plasticas puede
llegar a ser muy flexible en las plantas. Estas respuestas, pueden variar, entre otras cosas,
de acuerdo al estado ontogénico de las mismas. De acuerdo a esto, la mayor plasticidad
para S/T encontrada en este experimento plantea el interrogante con respecto a si existe
algun tipo de regla o patron sobre cudles son los tipos de respuesta se generan, en cada
momento ontogénico de la planta, cuando se encuentra en situacion de sequia.

Nuestros resultados muestran que, en general, en plantulas de Panicum coloratum, la
magnitud de la expresion de la plasticidad fenotipica frente a sequia esta influenciada por
el “stress imprint” provocado por las condiciones hidricas previas que experimentan las
plantas. Sin embargo, este condicionamiento no es igual para todos los caracteres, y la
expresion del mismo va a depender de la funcion especifica de éste en la regulacion
hidrica de la planta. A nivel de accesion, la plasticidad fenotipica del area foliar especifica
(AFE), de la relacion lamina/vaina (L/V) y la plasticidad fenotipica promedio no variaron
en funcion del pretratamiento aplicado (Cuadro 4.3). Esto podria significar que,
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independientemente de las condiciones previas, a nivel accesion, las respuestas que
involucran modificaciones a nivel de lamina y/o superficie transpirante (AFE y L/V) son
constantes frente a un mismo nivel de estrés. Para el caracter aéreo/subterraneo, las
plantas que fueron expuestas tempranamente a condiciones de sequia, mostraron valores
de plasticidad mas altos que las que no habian sido expuestas (Cuadro 4.3). Por su parte,
las plantas provenientes de la condicion control, mostraron ser mas sensibles a la
condiciéon final de sequia, ya que sus valores de plasticidad para la relacion
senescente/biomasa total fue mucho mayor (Cuadro 4.3). Una alta plasticidad en el
caracter S/T, puede considerase como una respuesta adecuada para reestablecer el
equilibrio funcional (Poorter y Nagel, 2000), mediante la reduccion drastica del area
transpirante. Las hojas eliminadas por el proceso de senescencia, son, en su mayoria, las
que fueron formadas en primer lugar, cuando las condiciones hidricas fueron 6ptimas, por
lo que puede presumirse que el AFE y la relacion L/V eran elevadas. Al deshacerse de
este material, las plantas se acercan a un estado de equilibrio donde se reduce la pérdida
de agua por medio de las hojas. Esta respuesta, sin embargo, seria la menos deseada desde
el punto de vista agronomico, donde se desea que cada unidad de biomasa producida por
las plantas contribuya al crecimiento y establecimiento de la pastura.

Las respuestas experimentadas por los caracteres A/S y S/T, nos dan la pauta de que
experimentar condiciones de sequia leve de forma temprana, condiciona favorablemente
a las plantulas a responder de forma mas efectiva cuando la misma se repite, evitando la
pérdida de biomasa (S/T menos pléstica cuando el pretratamiento es de sequia) y
optimizando la obtencion de agua del suelo (mayor plasticidad en la relacion A/S). Estos
conocimientos pueden implementarse, por ejemplo, al momento de manejar el riego, si
se trata de un sistema pastoril intensivo. Se recomendaria, por ejemplo, hacer riegos
espaciados para favorecer la expresion de los caracteres plésticos, que favorecerian la
respuesta a sequias o déficits hidricos futuros. De acuerdo a estos resultados, podria
hipotetizarse que la expresion de la plasticidad en caracteres que implican una respuesta
rapida frente a condiciones ambientales cambiantes, no depende tanto de las condiciones
previas, como si tal vez otras respuestas que involucren una mayor inversion o pérdida de
biomasa (por ejemplo, A/S y S/T). Futuros estudios indagando en estos aspectos en otras
especies, serian muy esclarecedores al respecto.

El hecho de que las variables analizadas respondan de manera diferencial a los
pretratamientos control y sequia, se condice con lo propuesto en la hipotesis 6 planteada
en el presente capitulo. En ella menciondbamos que las plantas expuestas a condiciones
tempranas de sequia, expresarian valores de plasticidad diferentes a las no expuestas si el
estrés se repetia. Esto se cumpli6 ya que, para el caracter A/S, las plantas que provenian
del pretratamiento sequia mostraron un indice de plasticidad mayor que las del
pretratamiento control. Por su parte, en el caracter S/T fue a la inversa, ya que las plantas
que experimentaron el pretratamiento sequia fueron las que presentaron menores valores
de plasticidad. Estos datos brindan informacion interesante, ya que se interpreta que las
plantas no expuestas a sequia, resultaron ser mas sensibles al estrés impuesto por el
tratamiento final y por ende, presentaron mayor proporcion de material senescente que
las plantas que ya habian experimentado el estrés en etapas anteriores. La flexibilidad
hallada en cuanto a la expresion de la plasticidad, les permitiria a las plantas generar
respuestas plasticas de forma rapida y efectiva, minimizando los costos de generar
respuestas plasticas desde un principio (Wang et al. 2016).

Las respuestas plasticas fisioldgicas pueden ser complementarias o reemplazar a las
respuestas plasticas morfologicas en un evento de estrés (Sutka et al. 2016, Marchiori et
al. 2017). Por lo tanto, adicionalmente a nuestros resultados en respuestas plasticas
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morfoldgicas, seria muy esclarecedor si futuros trabajos se enfocaran en determinar si la
magnitud de las respuestas plasticas fisioldgicas, también son influenciadas por las
condiciones previas experimentadas por las plantas. En nuestro caso, por ejemplo, la
incorporaciéon de determinaciones sobre la produccion de acido abscisico en las plantas
que fueron expuestas a sequia nos ayudaria a comprender con mayor profundidad porqué
la plasticidad de S/T fue menor en las plantas que sufrieron sequia por segunda vez.
Durante la expresion de la tolerancia a sequia, en las plantas, se produce acumulacion de
ABA (4cido abscisico) (Barghawa y Sawant 2013). Esta hormona reduce la produccion
de etileno e inhibe la senescencia y la abscision mediada por etileno. Probablemente,
durante la etapa de pretratamiento, se produjo una acumulacién de ABA, o una expresion
mas veloz de los genes que regulan su produccion, en las plantas expuestas a la sequia.

A nivel de familia, la variabilidad para expresion diferencial de la plasticidad hallada
entre las mismas es muy interesante y aiade informacion novedosa a lo conocido hasta el
momento (Figura 4.3). Un trabajo realizado en Rumex palustris (Huber et al. 2012), halld
que la plasticidad de la elongacion foliar para inundacion de tres poblaciones vario de
acuerdo a las condiciones previas experimentadas. Nuestros datos profundizan en un nivel
mas y muestran que puede haber variabilidad entre genotipos (evaluados a través de su
progenie) de P. coloratum en cuanto a capacidad de expresion de la plasticidad cuando
las condiciones previas varian. Se observa claramente que hay familias que se ven mas
afectadas por las condiciones previas (ER3) mientras que hay otros cuya expresion de la
plasticidad no varia, a pesar de haber experimentado, en estadios tempranos, condiciones
de disponibilidad de agua diferentes (ERS) (Figura 4.2).

El hecho de que haya variabilidad tanto entre las familias, como dentro de las familias,
en cuanto a la expresion diferencial de la plasticidad, nos muestra que los aspectos que
involucran las respuestas plasticas frente a un estrés son complejos (Novoplansky 2009),
y que aun queda mucho por investigar, particularmente, sobre la respuesta plastica delas
plantas en sequia. Hasta donde conocemos, este es el Unico trabajo que muestra
claramente que existe variabilidad entre las plantas madres evaluadas a través de su
progenie y que esa respuesta diferencial para la expresion de la plasticidad fenotipica
depende del caracter que se analice. Asimismo, esta variabilidad, brinda un marco de
trabajo interesante, que debe ser considerado si en un plan de mejoramiento se desean
obtener materiales con buen comportamiento en situaciones recurrentes de estrés hidrico.
Genotipos con respuestas morfologicas predecibles podrian incrementar la adaptabilidad
de los cultivos a una agricultura resiliente desde el punto de vista climatico (Kumar 2018).
En relacion a esto, debe tenerse en cuenta que las estimaciones en este ensayo se
realizaron a planta aislada y en invernadero. Para complementar los resultados obtenidos
en este capitulo, debe considerarse la posibilidad de estudiar las respuestas plasticas de
P. coloratum en stand denso y a campo.

En este trabajo, el periodo transcurrido entre la finalizacion del pretratamiento y el
inicio del tratamiento final fue de 12 dias. En la literatura existen antecedentes en los
cuales la ocurrencia de un evento de estrés puede impactar en la respuesta frente a un
nuevo evento en periodos muy variables, desde 3 dias (para Arabidopsis - Goh et al.
2003), hasta mas de 55 dias (para Solanum tuberosum - Ramirez et al. 2015). En base a
esto, los efectos producidos por el primer evento de estrés, pueden observarse si una
situacion de estrés ocurre de forma inmediata, a mediano o a largo plazo. Resta investigar
si los mecanismos que involucran esas respuestas a corto y largo plazo son los mismos, o
si, por el contrario, las plantas poseen diferentes mecanismos (acumulacion de proteinas
de senalizacion, de factores de transcripcion o cambios epigenéticos) (Bruce et al. 2007)
dependiendo del tiempo transcurrido desde el ultimo evento de estrés.
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Los resultados hallados en este capitulo permiten aceptar la hipotesis propuesta. Los
resultados encontrados coinciden con lo hallado por Huber et al. (2012) y reafirman que
la magnitud de las respuestas plésticas frente a un estrés no es estable, sino que depende
de las situaciones previas que experimento el organismo anteriormente en el corto plazo.
Sin embargo, las condiciones previas no afectan la expresion de la plasticidad de la misma
forma en todos los caracteres, ni en todos los genotipos e incluso en cada genotipo los
caracteres no se ven afectados de la misma manera. El desafio en futuros estudios es
determinar como impacta esto en el establecimiento de la pastura en ambientes con
precipitaciones variables, donde ademas se suman otras condiciones ambientales causan
estrés en las plantas (p.e. salinidad), que pueden potenciar el efecto de la sequia.



CAPITULO 5

Discusion general
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5.1 Discusion general

En esta tesis se abordaron diferentes aspectos de la plasticidad fenotipica de plantulas
bajo estrés por sequia, tomando como especie de estudio la especie forrajera Panicum
coloratum. En primer lugar, se generd informacion relevante y original respecto a la
presencia de variabilidad genética para la plasticidad fenotipica y su relacion con las
condiciones ambientales de sus sitios de colecta. Luego, se determind la forma de
distribucion de esta variabilidad entre y dentro de las familias, sus valores de
heredabilidad en sentido estricto y el grado de avance genético que se obtendria en caso
de realizar seleccion para modificar los valores de plasticidad fenotipica. Por tltimo, se
determind que las respuestas plasticas que pueden presentar las plantas de P. coloratum,
dependen de las condiciones hidricas previas que experimentaron en las etapas tempranas
de su desarrollo.

5.1.a.Variabilidad genética para plasticidad fenotipica y relacion con las condiciones
climaticas de los sitios de origen

Se realizd un experimento en invernadero con plantas de las dos variedades de la
especie, analizando las respuestas a nivel morfologico, para determinar su variabilidad
genética y si ésta se relaciona con las condiciones ambientales de los sitios de distribucion
natural de las variedades y/o con los sitios de colecta de las accesiones. El experimento
se realizd en el estadio de plantula ya que, en general, en las plantas megatérmicas, el
crecimiento de las plantulas es lento y constituye el estadio de la planta mas critico en
cuanto a su supervivencia. Como factor de estrés se utilizo la sequia ya que es el principal
factor que limita el establecimiento de las pasturas, en las zonas marginales donde
usualmente son utilizadas las forrajeras megatérmicas. Luego de analizar 48 familias de
medios hermanos (6 familias x 4 accesiones x 2 variedades), se logro determinar que
existen diferencias entre variedades para la plasticidad del caracter PAF (proporcion de
area foliar). La variedad makarikariense es la que presenta mayores valores de plasticidad
para ese caracter (Cuadro 2.2), confirmando la hipétesis 1, que afirma que, al provenir
esta variedad de zonas de alta variabilidad en precipitaciones, su plasticidad fenotipica es
mayor. A nivel de accesion, se hallo variabilidad entre las mismas para la plasticidad
fenotipica en tres de los cuatro caracteres analizados, y en la plasticidad fenotipica media.
Por su parte, las accesiones difirieron entre si con respecto a qué caracteres presentaron
mayores valores de plasticidad (Cuadro 2.3) y se detectaron accesiones mas y menos
plasticas para el estrés sequia. Estos resultados permitieron aceptar la hipétesis 2, en la
que se postula que las accesiones colectadas en diferentes regiones de Argentina difieren
en sus valores de plasticidad fenotipica. Ademas de esto, en general los resultados de esta
seccion refuerzan el supuesto de que la plasticidad fenotipica es un caracter que puede
presentar variabilidad genética determinada (Pigliucci 2005, Pigliucci et al. 2006).
Asimismo, hasta donde conocemos, se muestra por primera vez, que la plasticidad del
caracter A/S no se relaciona con la plasticidad de otros caracteres involucrados en la
respuesta a la sequia. Esto, implicaria una interesante disociacion en el tipo de respuestas
que generan las plantas frente a la sequia, que podrian tener profundo impacto tanto en la
forma de estudiar a la plasticidad como fendmeno, como por las implicancias que podria
tener en los programas de mejoramiento para estrés por sequia. Por otro lado, se hall6o que
la plasticidad fenotipica de los caracteres, se correlaciond con la precipitacion media
anual y/o con la variabilidad interanual de la precipitacion de sus sitios de colecta (Figura
2.3). La plasticidad fenotipica media de las accesiones, en particular, mostro una fuerte
correlacion positiva con el indice de heterogeneidad en la precipitacion media anual, lo
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que confirma la hipétesis 3. En general, estos resultados contribuyen a esclarecer cuales
son las condiciones ambientales que regulan la variabilidad genética y la magnitud de la
plasticidad fenotipica en las plantas, complementando lo hallado por otros autores, que
hallaron mayores valores de plasticidad en zonas aridas con variabilidad interanual
(Lazaro-Nogal et al. 2015), o donde la variabilidad ambiental es espacial (Baythavong
2011).

5.1.b Heredabilidad en sentido estricto y ganancia genética para plasticidad
fenotipica

Dada la variabilidad hallada en el capitulo 2, en la siguiente seccion de la tesis se
profundizé en el estudio de la distribucion de la variabilidad genética de la plasticidad
fenotipica. Se analizo la distribucion de la variabilidad dentro y entre las familias de
medios hermanos, de cada una de las accesiones incluidas en este estudio. Para cada
variedad, se estimaron los valores de heredabilidad en sentido estricto tanto de la
plasticidad fenotipica, como de los caracteres sobre los que se cuantifico la plasticidad.
La plasticidad fenotipica presentd una distribucion de la variabilidad mayor dentro de
familias de medios hermanos, que entre familias (Cuadro 3.1) confirmando la hipdtesis
4. La estructura de la variabilidad genética encontrada para los caracteres de plasticidad
fenotipica concuerda con lo reportado en otros caracteres para la misma especie (Young
1994, Maina 2012, Armando 2014) y, junto con la seccién anterior, confirma que la
plasticidad es un caracter con variabilidad genética y distribucion de dicha variabilidad
similar a la de cualquier cardcter. Por su parte, para la plasticidad fenotipica, la
heredabilidad en sentido estricto fue relativamente baja y en todos los casos, menor que
la heredabilidad de los caracteres sobre los cuales se cuantifico la plasticidad (Cuadro3.2),
confirmando la hipétesis 5. Estos resultados ademas coinciden y refuerzan lo hallado por
otros autores (Scheiner y Lyman 1983, Scheiner et al. 1991, Relyea 2005) en cuanto a los
valores bajos de heredabilidad reportados para plasticidad fenotipica y a la relacion de
¢éstos con la heredabilidad de los caracteres medios. Debido a estos bajos valores de
heredabilidad, las ganancias genéticas estimadas para plasticidad fenotipica fueron
también bajas (Cuadro 3.3). Una posible razon por la cual se hallarian valores bajos de
heredabilidad podria ser que, los valores de la varianza genética aditiva resultaron bajos
en proporcion a la varianza fenotipica total (que incluye la varianza residual) (Falconer
1990). Como consecuencia, cuando se procedié a la estimacion de la heredabilidad
(varianza genética aditiva/varianza fenotipica), se obtuvieron valores bajos. Otra
posibilidad que explicaria los valores altos de varianza fenotipica es que, debido a la
metodologia con la que se estima la plasticidad (calculada en base a la performance de al
menos dos organismos creciendo en ambientes diferentes), pueden acumularse errores
experimentales, lo que generaria variacion espurea. De esta forma, se aumentaria la
varianza fenotipica, que impactaria en el cociente de estimacion de la heredabilidad
(Falconer 1990). Por ultimo, se realizaron estimaciones del porcentaje de ganancia
genética que se obtendrian si se aplicara seleccion con intensidades de 15 y 20%. Los
valores de ganancia genética obtenidos fueron en general bajos, aunque difirieron
levemente entre caracteres y variedades. La informacion aqui obtenida indica que, si se
deseara implementar un programa de mejoramiento para aumentar o disminuir la
plasticidad fenotipica de caracteres morfoldgicos, el cambio de los valores medios en
cada generacion obtenida por ciclos de seleccion tradicional, seria muy lento.
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5.1.c. Expresion diferencial de la plasticidad fenotipica

Para determinar si las condiciones de sequia en etapas tempranas del desarrollo de las
plantulas influyen sobre las respuestas plésticas cuando el evento de estrés se repite, se
realiz6 un experimento en invernadero con aplicacion secuencial de estrés por sequia.
Para esto se utilizo la accesion mas pléstica segun los resultados del experimento del
capitulo 2, y se formaron familias de medios hermanos que fueron sujetos a tratamientos
control y sequia en dos oportunidades sucesivas, alternando con un periodo de
recuperacion de manera tal que las plantas igualaran su capacidad de crecimiento antes
de ser sometidas a un nuevo periodo de estrés. Se estimo la plasticidad fenotipica de las
plantas que habian experimentado sequia en etapas tempranas y se compard con la
plasticidad fenotipica de aquellas que no habian sufrido sequia. Los analisis comparando
las respuestas plasticas de las plantulas provenientes de diferentes condiciones previas,
se realizaron a nivel de accesion y a nivel de familia. Los resultados permitieron aceptar
la hipotesis 6 confirmando que las condiciones experimentadas en etapas tempranas de
desarrollo influyen sobre la expresion de la plasticidad fenotipica cuando se produce un
nuevo evento de estrés. Se halld que, a nivel de accesion, en dos de los cinco caracteres
analizados, la plasticidad fenotipica de las plantas expuestas a sequia fue diferente a la de
las no expuestas (Cuadro 4.3). A nivel de familia, por su parte, se detectdé que no todas
respondieron de la misma forma, encontrandose familias cuya expresion de la plasticidad
varia de acuerdo a si experimentaron diferentes condiciones previas, mientras que otras
familias presentaban valores de plasticidad similares, independientemente de las
condiciones previas experimentadas (Figura 4.3). De la misma forma, el patrén de
expresion de la plasticidad no fue homogéneo, ya que, en algunos casos, la plasticidad
fue mayor para aquellas plantas que fueron expuestas a sequia, mientras que, en otros, fue
mayor en aquellas que provenian de la condicion previa control (ver figura 4.3). Estos
resultados constituyen un avance importante en la comprension de los mecanismos y en
la diversidad de respuestas que pueden presentar las plantas cuando son expuestas a estrés
por sequia. Confirman que, efectivamente, las plantas poseen mecanismos de “memoria”
(Bruce et al. 2007), que les permiten reaccionar de forma diferencial cuando un estrés se
repite. Los resultados confirman, asimismo, que las respuestas al estrés por sequia no son
las mismas en todos los individuos, y que, ademas, dentro de un mismo individuo, dichas
respuestas pueden darse en algunos caracteres, pero no en otros.

5.2 Implicancias y perspectivas

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis indican que, la plasticidad fenotipica
para estrés por sequia en plantulas de Panicum coloratum, es un caracter complejo, con
herencia genética determinada (Capitulos 2 y 3), cuya expresion varia de acuerdo a los
genotipos analizados (Capitulos 2, 3 y 4), las condiciones ambientales de los sitios de
origen de los mismos (Capitulo 2) y las condiciones que experimentan los individuos en
etapas tempranas de su desarrollo (Capitulo 4). Esto lo posiciona como un caracter
interesante, tanto para ser tenido en cuenta en los programas de mejoramiento genético
de especies forrajeras (en particular de P. coloratum), como para contemplar sus efectos
al momento de evaluar el comportamiento de las plantas cuando son expuestas a estrés
por sequia. La variabilidad hallada tanto en los tipos de respuesta, como en los diferentes
caracteres que experimentaron plasticidad, brinda herramientas que pueden y deben ser
aprovechadas en el desarrollo de lineas capaces de lidiar con el estrés por sequia. Eneste
sentido, la influencia del ambiente sobre la variabilidad genética para plasticidad
fenotipica, debe ser considerada al momento de realizar colectas de material destinado a
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programas de mejoramiento para estrés abidtico o para conservar en bancos de
germoplasma donde se busca preservar la variabilidad genética. Los bajos valores de
heredabilidad y el lento avance genético que se obtendria por cada ciclo de seleccion
(Capitulo 3), obligan a reflexionar sobre la forma en la que deberia hacer mejoramiento
genético para plasticidad fenotipica, para lograr resultados acordes a las demandas
actuales. Es decir, plantea el interrogante sobre si es conveniente aplicar seleccion
tradicional, o deben realizarse esfuerzos adicionales en pos de identificar genes clave en
regular el comportamiento de las plantas para responder al estrés por sequia. De la misma
forma, deberia continuarse con los estudios en plasticidad para establecer, coémo la
plasticidad de las respuestas fisiologicas, complementan o reemplazan a las respuestas
morfologicas frente a un evento de estrés. Por otro lado, la amplia gama de respuestas
plasticas diferenciales obtenidas en plantas expuestas a diferentes condiciones previas,
evidencian que existe un campo muy amplio de estudio para identificar variantes
epigenéticas, (plantas que varian en el grado de expresion de sus genes, debido a la
metilacion de su ADN, la modificacion de las histonas o la remodelacion de la cromatina)
(Bruce et al. 2007). De esta forma, podrian hallarse resultados muy fructiferos, tanto para
la generacion de cultivos capaces de lidiar con el estrés por sequia, como para,
principalmente, aumentar la comprension del fenémeno de la plasticidad fenotipica.
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