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Tabla 2.1 Especies de leguminosas forrajeras seleccionadas para el experimento. Para cada especie,
se presentan el habito de crecimiento, tipo de suelo, textura, pH, rendimiento de biomasa seca (rango
o potencial), areas actuales de distribucién/uso y datos disponibles sobre la tolerancia al estrés
abiotico.

Tabla 2.2 Porcentaje de supervivencia (%) de ocho especies de leguminosas, ordenadas de mayor a
menor supervivencia bajo los tratamientos de Control, sumersion de 5 dias y sumersion de 10 dias,
evaluadas al final del experimento (28 dias después de la desumersion).

Tabla 2.3 Valores F del ANOVA de dos vias (factores: ‘especie’ y ‘tratamiento’) para la biomasa
total como respuestas a los tratamientos de las 6 especies de leguminosas forrajeras. “***: P <0,001;
*%: P<0,005; *: P<0,05. Los andlisis se realizaron por separado en los datos al final del periodo de
estrés y del periodo de recuperacion.

Tabla 2.4 Valores F del ANOVA de tres vias (factores: ‘especie’, ‘tratamiento’ y ‘tiempo’) para la
conductancia estomatica, Fv/Fm, ABS/RC y el verdor de las hojas de las plantas de las 6 especies de
leguminosas forrajeras en recuperacion tras los tratamientos de sumersion®. ***: P< 0,001; **: P<
0,01; *: P<0,05.

Tabla 4.1 Coeficientes de correlacion de Pearson para los rasgos morfofisioldgicos medidos durante
la fase de recuperacion en 12 genotipos de Lotus japonicus (10 lineas endocriadas recombinantes
(RILs) y sus parentales Gifu y MG20) sometidos a condiciones control (por encima de la diagonal)
durante tres semanas, o condiciones de sumersion completa durante una semana (debajo de la
diagonal) y se dejo crecer luego de la desumersion por otras 2 semanas. Solo se mostraron
correlaciones para los rasgos morfo-fisiolégicos que se correlacionaron significativamente con la
TCR durante la recuperacion de la sumersion (datos de las Figuras 3—7). Las abreviaturas son V/R
(relacion de biomasa seca de vastago y raiz en la sumersion), CHR (contenido hidrico relativo foliar)
g, (conductancia estomatica), Fv/Fm (fluorescencia de la clorofila en hojas adaptadas a la oscuridad).
Diferencias significativas: *, p <0,05; **, p <0,001; ns, p> 0,05.
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Figura 2.1 Biomasa total (g/planta) de tres especies de Lotus y tres especies de Trifolium después de
la desumersion (a) y posterior recuperacion de 28 dias (b). Las barras grises representan el tratamiento
de control (Control), las barras violetas representan la sumersion de 5 dias (5-d-sum.), y las barras
verdes representan la sumersion de 10 dias (10d- sum.). Letras diferentes denotan diferencias
significativas (p<0,05) entre tratamientos dentro de cada especie

Figura 2.2 Gréfico de Andlisis de Componentes Principales (ACP) que muestra las variables y
especies de Lotus y Trifolium bajo tratamientos de sumersion completa durante el periodo de estrés
(a) y tras un periodo de recuperacion de 28 dias (b). Los analisis se generaron utilizando siete variables
a través de la tasa de crecimiento relativo (TCR) de la biomasa total (BTotal), biomasa aérea (BAérea,
que incluye hojas, tallos y estolones para 7. repens), biomasa subterranea (BSubterranea, que incluye
coronas y raices), hojas (Hojas), tallos (Tallos), coronas (Coronas) y raices (Raices). Las especies de
Lotus estan representadas por triangulos: Lotus tenuis (LT), Lotus corniculatus (LC) y Lotus
Japonicus (LJ). Las especies de Trifolium estan representadas por cuadrados: Trifolium repens (TR),
Trifolium fragiferum (TF) y Trifolium pratense (TP). Los diferentes colores representan los
tratamientos: control en gris, sumersion de 5 dias en violeta y sumersion de 10 dias en verde. El
porcentaje de variabilidad explicada se indica en cada eje.

Figura 2.3 Conductancia estomatica en hojas jovenes completamente expandidas de especies de
Lotus (paneles superiores: (a) L. tenuis, (b) L. corniculatus y (c) L. japonicus) y especies de Trifolium
(paneles inferiores: (d) 7. repens, (e) T. fragiferum y (f) T. pratense) durante el periodo de
recuperacion tras 5 y 10 dias de sumersion completa. Notese que los valores se presentan en relacion
con los controles, establecidos en 100%, para facilitar la observacion de las respuestas a los
tratamientos. Los simbolos/lineas violetas representan la sumersion de 5 dias (5-d sumersion), y los
simbolos/lineas verdes representan la sumersion de 10 dias (10-d sumersion). Las barras dentro de
las subfiguras representan los valores porcentuales de DSM en relacion con el control, siendo 36%
para la interaccion especie * tratamiento y 33% para la interaccion tratamiento * tiempo. La
interaccion entre estos factores no fue significativa (ver Tabla 2.4).

Figura 2.4 Verdor foliar en hojas jovenes/apicales de especies de Lotus (paneles superiores: (a) L.
tenuis, (b) L. corniculatus'y (c) L. japonicus) y especies de Trifolium (paneles inferiores: (d) 7. repens,
(e) T fragiferumy (f) T. pratense) durante el periodo de recuperacion tras 5 y 10 dias de sumersion
completa. Notese que los valores se presentan en relacion con los controles, establecidos en 100%,
para facilitar la observacion de las respuestas a los tratamientos. Los simbolos/lineas violetas
representan la sumersion de 5 dias (5-d sumersion), y los simbolos/lineas verdes representan la
sumersion de 10 dias (10-d sumersion). Las barras dentro de las subfiguras representan los valores
porcentuales de DMS en relacion con el control, siendo 10% para la interaccion especie * tratamiento
y 15% para la interaccion especie * tiempo. La interaccion entre estos factores no fue significativa
(ver Tabla 2.4).

Figura 2.5 Rendimiento cuantico maximo de PSII (Fv/Fm) en hojas jovenes completamente
expandidas de especies de Lotus (paneles superiores: (a) L. tenuis, (b) L. corniculatus y (c) L.
Jjaponicus) y especies de Trifolium (paneles inferiores: (d) 7. repens, (e) T. fragiferum y (f) T.
pratense) durante el periodo de recuperacion tras 5 y 10 dias de sumersion completa. Los
simbolos/lineas grises representan el tratamiento de control, los simbolos/lineas violetas representan
la sumersion de 5 dias (5-d sumersion), y los simbolos/lineas verdes representan la sumersion de 10
dias (10-d sumersion). Las barras dentro de las subfiguras representan los valores de DMS (0,125)
para la interaccion especie * tratamiento * tiempo (ver Tabla 2.4).
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Figura 2.6 Flujo de absorcion de clorofilas antena por centro de reaccion (ABS/RC) en hojas jovenes
completamente expandidas de especies de Lotus (paneles superiores: (a) L. tenuis, (b) L. corniculatus
y (¢) L. japonicus) y especies de Trifolium (paneles inferiores: (d) T. repens, (e) T. fragiferumy (f) T.
pratense) durante el periodo de recuperacion tras 5 y 10 dias de sumersion completa. Los
simbolos/lineas grises representan el tratamiento de control, los simbolos/lineas violetas representan
la sumersion de 5 dias (5-d sumersion), y los simbolos/lineas verdes representan la sumersion de 10
dias (10-d sumersion). Las barras dentro de las subfiguras representan los valores de DMS (2,137)
para la interaccion especie * tratamiento * tiempo (ver Tabla 2.4).

Figura 3.1. Grafico de Analisis de Componentes Principales (ACP) que representaron variables y
accesiones de Lotus tenuis 'y L. corniculatus bajo tratamientos de sumersion parcial (a, b) y sumersion
completa (c, d) durante el periodo de estrés (a, ¢) y el periodo de recuperacion (b, d). Los graficos
fueron generados utilizando 9 variables y 10 accesiones. Las variables analizadas incluyeron la tasa
de crecimiento relativo (TCR) de la biomasa total (BT), hojas (Hojas), tallos (Tallos) y raices
(Raices), asi como la variacion en el nimero de tallos durante los periodos (A N Tallos), el nimero
de tallos por planta (N Tallos), la relacion vastago/raiz (V/R), la relacion hoja:tallo (Hoja/Tallo) y la
altura de la planta (H). Las accesiones de L. tenuis fueron indicadas por triangulos violetas: Aguape
(A), Larraiaga (L), Chaja (C), Pampa INTA (P) y Esmeralda (E). Las accesiones de Lotus
corniculatus fueron representadas por circulos verdes: San Gabriel (SG), Nilo (N), Inia Draco (IN),
Kontac (K) y Toro (T). El porcentaje de variabilidad explicada se indica en cada eje.

Figura 3.2. Fraccion de biomasa de hojas (a, b), fraccion de biomasa de tallos (c, d) y fraccion de
biomasa de raices (e, f) durante los periodos de estrés y recuperacion bajo condiciones de control (C),
sumersion parcial (SP) y sumersion completa (SC) en Lotus tenuis en color violeta (paneles
izquierdos) y L. corniculatus en color verde (paneles derechos). Las mediciones se presentaron
mediante diagramas de cajas, donde cada caja represento el 50% de los datos. La mediana se indico
con una linea horizontal dentro de cada caja, la media se denot6 con '+', y las barras que se extienden
desde cada caja representaron los percentiles 10 y 90. Las barras de error representaron valores por
debajo del percentil 25 y aquellos que superaron el percentil 75 de los datos. Los datos de las
accesiones (10 repeticiones para cada una de las 5 accesiones, n=50) se obtuvieron para cada
tratamiento dentro de la especie. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos segun
la prueba de Tukey (p < 0,05) tanto para el periodo de estrés (letras minusculas) como para el periodo
de recuperacion (letras mayusculas) dentro de cada especie.

Figura 3.3. La tasa de crecimiento relativo (TCR) de plantas enteras de accesiones de Lotus tenuis
(paneles izquierdos) y L. corniculatus (paneles derechos) durante el periodo de recuperacion después
de 11 dias de sumersion completa se mostraron en funcién de la fraccion de biomasa de hojas (a, b),
la fraccion de biomasa de tallos (c, d), la fraccion de biomasa de raices (e, f) y la relacion vastago/raiz
(V/R) (g, h) en la desumersion (es decir, al final del periodo de estrés). Las letras indican las siglas
de las accesiones de L. tenuis en tridngulos violetas: Aguape (A), Larrafiaga (L), Chaja (C), Pampa
INTA (P) y Esmeralda (E), mientras que para L. corniculatus se indican con circulos verdes: San
Gabriel (SG), Nilo (N), Inia Draco (IN), Kontac (K) y Toro (T). Los pardmetros de las regresiones se
presentan dentro de cada grafico.

Figura 3.4. Tasa de crecimiento relativo (TCR) de plantas enteras de accesiones de Lotus tenuis 'y L.
corniculatus durante (a, c) o recuperandose de (b, d) la sumersion completa (SC), graficada en funcion
de la TCR de las mismas accesiones durante (o recuperandose de) la sumersion parcial (SP). Las
accesiones de L. tenuis estan representadas por A (Aguape), L (Larraiiaga), C (Chaja), P (Pampa
INTA) y E (Esmeralda), indicadas por triangulos violetas, mientras que las accesiones de L.
corniculatus estan representadas por las siglas SG (San Gabriel), N (Nilo), IN (Inia Draco), K
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(Kontac) y T (Toro), indicadas por circulos verdes. Las lineas verticales discontinuas indican la TCR
promedio de las plantas bajo SP, mientras que las lineas horizontales discontinuas representan la TCR
promedio de las plantas bajo SC, ya sea durante el estrés o durante la recuperacion. Los cuadrantes
conformados por estas lineas permitieron observar accesiones que muestran respuestas de TCR ya
sea por encima o por debajo del promedio de la especie bajo estas condiciones.

Figura 4.1. (a) Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR, g g"' d') de 12 genotipos de Lotus
Jjaponicus (10 lineas endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20) sometidos a
condiciones control y sumersion en agua clara durante una semana. (b) Relacion de biomasa seca de
vastago/raiz (V/R) después de la primera semana del experimento, tanto en condiciones control como
después de la desumersion. La diferencia minima significativa (DMS) para la interaccién genotipo x
tratamiento se muestra en (a) (DMS TCR = 0,065) y (b) (DSM V/R = 3,7). Los valores son medias +/-
errores estandar de 6—8 repeticiones.

Figura 4.2. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion "temprana" y
"tardia" vs. TCR durante la primera semana del experimento para una semana del tratamiento de
sumersion (a, b) y del control (c, d) de 12 genotipos de Lotus japonicus (10 lineas endocriadas
recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La primera semana después de la desumersion
se utilizo para explorar la relacion entre estas variables en una fase de "recuperacion temprana" (a, c)
y la segunda semana después de la desumersion en una fase de "recuperacion tardia" (b, d). Los
valores son medias +/- errores estandar de 6 a 8 repeticiones.

Figura 4.3. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion "temprana" y
"tardia" vs. la relacion de biomasa seca de vastago/raiz (V/R) al final de la primera semana del
experimento durante una semana en tratamientos de sumersion (a, b) y control (c, d) de 12 genotipos
de Lotus japonicus (10 lineas endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La
primera semana después de la de-sumersion se utilizo para explorar la relacion entre estas variables en
una fase de "recuperacion temprana” (a, ¢) y la segunda semana en una fase de "recuperacion tardia"
(b, d). El genotipo MG20 se lo consideroé un valor atipico y no se incluyo en los parametros de regresion
mostrados en (a) y (b); Sin embargo, si se incluyera, los pardmetros hubieran sido r* = 0,34, Fy 1o =
533, yp=0,043 yr* =0,63, Fi.10= 17,50, y p = 0,0019, respectivamente. Los valores son medias +/-
errores estandar de 6 a 8 repeticiones.

Figura 4.4. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion 'temprana’ y
'tardia’ vs. el contenido relativo de agua (CHR, %) en las hojas superiores completamente expandidas
en los dias 2, 7, 10 y 14 después de la desumersion para 12 genotipos de Lotus japonicus (10 lineas
endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La primera semana después de la
desumersion se utilizé para explorar la relacion entre estas variables en una fase de "recuperacion
temprana" (a, b) y la segunda semana en una fase de "recuperacion tardia" (c, d). Los valores son
medias +/- errores estandar (n= 6—8 para TCR y n= 5 para CHR de la hoja). Los valores del CHR de
la hoja correspondientes al tratamiento control oscilaron entre 89,2% y 92,4% (todos los datos para
cada genotipo y fechas de medicion estan disponibles en la Tabla S4.2).

Figura 4.5. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion 'temprana’ y
'tardia' vs. la conductancia estomatica (gs, mmol m™ s) en las hojas superiores completamente
expandidas en los dias 2, 7, 10, y 14 después de la desumersion para 12 genotipos de Lotus japonicus
(10 lineas endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La primera semana
después de la desumersion se utilizo para explorar la relacion entre estas variables en una fase de
"recuperacion temprana" (a, b) y la segunda semana en una fase de "recuperacion tardia" (c, d). Los
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valores son medias +/- errores estandar (n= 6—8 para TCR y n=5 para g;). Los valores de conductancia
estomatica correspondientes al tratamiento control oscilaron entre 187,2 y 208,8 mmol m? s (todos
los datos para cada genotipo y fechas de medicion estan disponibles en la Tabla S4.3).

Figura 4.6. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion 'temprana’ y
'tardia' vs. la fluorescencia de la clorofila en las hojas superiores completamente expandidas
adaptadas a la oscuridad (Fv/Fm) a los dias 2, 7 y 11 después de la desumersion para 12 genotipos de
Lotus japonicus (10 lineas endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La
primera semana después de la desumersion se utilizo para explorar la relacion entre estas variables
en una fase de "recuperacion temprana" (a, b) y la segunda semana en una fase de "recuperacion
tardia" (c). Los valores son medias +/- errores estandar (n= 68 para TCR y n= 5 para Fv/Fm). Los
valores de Fv/Fm correspondientes al tratamiento control oscilaron entre 0,803 y 0,816 (todos los
datos para cada genotipo y fechas de medicion estan disponibles en la Tabla S4.4).

Figura 4.7. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperaciéon 'temprana’ y
'tardia' vs. el verdor (unidades SPAD) de hojas basales y apicales completamente expandidas en los
dias 2, 7, 10 y 14 después de la desumersion para 12 genotipos de Lotus japonicus (10 lineas
endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La primera semana después de la
desumersion se utilizo para explorar la relacion entre estas variables en una fase de "recuperacion
temprana" (a, b) y la segunda semana en una fase de "recuperacion tardia" (c, d). Los valores son
medias +/- errores estandar (n= 6—8 para TCR y n= 5 para el verdor). Los valores del verdor de la
hoja correspondientes al tratamiento control oscilaron entre 33,6 y 37,6 unidades SPAD para hojas
basales, y 41,0 y 43,4 unidades SPAD para hojas apicales jovenes completamente expandidas (todos
los datos para cada genotipo y fechas de medicion estan disponibles en la Tabla S4.5).
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ABREVIATURAS

ACP: Anélisis de Componentes Principales

ABS: Flujo de energia absorbida.

RC: Centros de reaccion de clorofila

ABS/RC: Flujo de absorcion (de clorofilas de antena) por centro de reaccion (RC) (también
es una medida del tamafio aparente de la antena del fotosistema II).

FO0: Fluorescencia minima, cuando todos los centros de reaccion (RCs) estan abiertos.
FM: Fluorescencia maxima, cuando todos los centros de reaccion (RCs) estan cerrados.
FV = (FM — F0): Fluorescencia variable maxima.

TCR: Tasa de crecimiento relativo.

V/R: Véastago sobre raiz

N Tallos: Numero de Tallos

A N Tallos: Variacion del nimero de tallos en el tiempo.

H: altura de tallos.

SP: Sumersion parcial

SC: Sumersion completa
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RESUMEN

Leguminosas forrajeras bajo inundacion: analisis del crecimiento y
mecanismos fisiologicos asociados a la tolerancia y recuperacion del estrés
por sumersion

El aumento en la frecuencia e intensidad de las inundaciones debido al cambio climatico
plantea un desafio para los sistemas pastoriles inundables, donde las leguminosas forrajeras
son una fuente esencial de proteina en la dieta animal. Sin embargo, atin se conoce poco sobre
los mecanismos de tolerancia y recuperacion de estas especies frente a inundaciones severas.
Los objetivos de esta tesis fueron: (i) evaluar la tolerancia interespecifica de leguminosas
forrajeras (Lotus spp., Trifolium spp., Melilotus) expuestas a sumersion completa de corta y
larga duracion, (ii) analizar la variacion intraespecifica en accesiones de Lotus tenuis y L.
corniculatus ante sumersion parcial y completa, y su recuperacion posterior, y (ii1) estudiar
la recuperacion de 10 lineas recombinantes de Lotus japonicus con diferentes relaciones
vastago/raiz, caracterizando pardmetros fisiologicos como relaciones hidricas, verdor foliar,
conductancia estomadtica y dafio fotosintético (fluorescencia). En el experimento asociado al
objetivo (i) se destaco Lotus, principalmente L. tenuis, por su mayor tolerancia y capacidad
de recuperacion, evidenciada en una mejor biomasa aérea, conductancia estomdtica y verdor
foliar, en comparacion con Trifolium y Melilotus. En el segundo experimento asociado al
objetivo (ii) accesiones de L. tenuis mostraron una recuperacion superior tras la sumersion
completa, asociada a mayor biomasa foliar y menor asignacion de biomasa a las raices,
mientras que L. corniculatus respondidé mejor a la sumersion parcial, lo que sugiere diferentes
estrategias adaptativas frente al estrés hidrico. Finalmente, el tercer experimento asociado al
objetivo (iii) demostrd que las lineas recombinantes de L. japonicus con una menor relacion
vastago/raiz se recuperaron mas rapidamente en términos de estado hidrico, conductancia
estomatica y verdor foliar, mientras que aquellas con mayor relacion vastago/raiz priorizaron
el crecimiento aéreo, lo que afectd su recuperacion posterior. En conjunto, estos resultados
identificaron diferencias clave en la tolerancia y recuperacion de leguminosas forrajeras ante
inundaciones, destacando a L. tenuis como la especie mas prometedora para ambientes
inundables. Estos hallazgos proporcionan informacion valiosa para el mejoramiento genético
y manejo de estas especies, donde variables como la relacion biomasa aérea/raiz, la
conductancia estomatica, la fluorescencia y el verdor foliar son fundamentales para optimizar
la recuperacion post-inundacion y reanudar eficazmente la fotosintesis.

Palabras clave: leguminosas forrajeras, sumersion completa, tolerancia, recuperacion post-
estrés, Lotus, Trifolium, Melilotus, verdor foliar, fluorescencia, conductancia estomatica,
relacion vastago/raiz.
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ABSTRACT

Forage legumes under flooding: growth analysis and physiological
mechanisms associated with tolerance and recovery from submergence
stress

The increase in the frequency and intensity of floods due to climate change poses a challenge
for flood-prone pastoral systems, where forage legumes are an essential source of protein in
animal diets. However, the mechanisms of tolerance and recovery of these species under
severe flooding conditions are still poorly understood. The objectives of this thesis were: (i)
to assess the interspecific tolerance of forage legumes (Lotus spp., Trifolium spp., Melilotus)
exposed to complete submergence for short and long durations, (ii) to analyze intraspecific
variation in accessions of Lotus tenuis and L. corniculatus under partial and complete
submergence and their subsequent recovery, and (iii) to study the recovery of 10 recombinant
inbred lines (RILs) of Lotus japonicus with different shoot/root ratios, characterizing
physiological parameters such as water relations, leaf greenness, stomatal conductance, and
photosynthetic damage (fluorescence). In the experiment associated with objective (1) Lotus,
particularly L. tenuis, stood out for its higher tolerance and recovery capacity, as evidenced
by better shoot biomass, stomatal conductance, and leaf greenness compared to Trifolium
and Melilotus. In the second experiment associated with objective (ii), L. tenuis accessions
showed superior recovery after complete submergence, associated with higher foliar biomass
and lower biomass allocation to the roots, while L. corniculatus performed better under
partial submergence, suggesting different adaptive strategies to water stress. Finally, the third
experiment associated with objective (iii) demonstrated that RILs of L. japonicus with a
lower shoot/root ratio recovered more quickly in terms of water status, stomatal conductance,
and leaf greenness, while those with a higher shoot/root ratio prioritized shoot growth during
submergence, which affected their later recovery. Together, these results identified key
differences in the tolerance and recovery of forage legumes under flooding, highlighting L.
tenuis as the most promising species for flood-prone environments. These findings provide
valuable insights for the genetic improvement and management of these species, where
variables such as the shoot/root biomass ratio, stomatal conductance, fluorescence, and leaf
greenness are crucial for optimizing post-flood recovery and efficiently resuming
photosynthesis.

Keywords: forage legumes, complete submergence, tolerance, post-stress recovery, Lotus,
Trifolium, Melilotus, leaf greenness, fluorescence, stomatal conductance, shoot/root ratio.



CAPITULO1

Introduccion general



1.1) Antecedentes

1.1.1) La inundacién como factor de estrés vegetal

La ocurrencia de inundaciones de areas agricolas esta registrando una tendencia mundial en
aumento. Se prevé que los eventos climaticos extremos, como sequias e inundaciones, seran
mas frecuentes y aumentaran en intensidad y duracion debido al cambio climatico global
(IPCC 2014; Kundzewicz et al. 2019). Esto podria elevar los niveles de agua freatica y
desencadenar inundaciones repentinas (Hirabayashi et al. 2013; Harrison et al. 2016).
Ademas, la intensificacion en el uso de la tierra, sumada al cambio climatico, ha desplazado
la ganaderia hacia zonas marginales no adecuadas para la agricultura intensiva (Rebollo y
Goémez-Sal 2003), ya sea por restricciones climaticas o edaficas, como las que imponen las
inundaciones (Knapp et al. 2008; Joyce et al. 2016). De hecho, se ha demostrado que la
expansion agricola ha provocado un aumento significativo en los niveles de las napas
fredticas, lo que incrementa la probabilidad de que se produzcan inundaciones mds intensas
y frecuentes (Garcia et al. 2018). Estas condiciones impactan en la produccion y seguridad
alimentaria mundial debido al exceso de agua en el suelo (Harrison et al. 2014).

En general, las pasturas y pastizales naturales son el principal sustento forrajero de los
herbivoros domésticos (Watkinson y Ormerod 2001), con la ganaderia vacuna como su
principal actividad econémica (Henwood 2010). En este contexto, se estd generando una
situacion de potencial degradacion en estos ecosistemas debido al aumento de la presion del
pastoreo y la carga animal. Estos ambientes son cruciales tanto para la conservacion de la
biodiversidad como para la produccion, ya que proporcionan una gran cantidad de servicios
ecosistémicos esenciales para la poblacion humana (Lemaire et al. 2011). En Sudamérica,
los pastizales de la denominada ‘Pampa Deprimida’ comprenden una vasta area de 90 mil
km?, propensa a sufrir inundaciones de diversa intensidad, duracion y extension (Sierra y
Montecinos 1990), debido a la combinacion de altas precipitaciones, una topografia
extremadamente plana y la presencia de horizontes subsuperficiales arcillosos y alcalinos con
baja permeabilidad y conductividad hidraulica (Taboada et al. 2009; Di Bella et al. 2016).

Las inundaciones en la Pampa Deprimida presentan una alta variabilidad espacial y
temporal, con eventos que pueden durar desde unos pocos dias hasta mas de un mes, segun

la posicion topografica y las condiciones meteorologicas del afio (Iriondo 1990; Di Bella et



al. 2016). Si bien los anegamientos prolongados son frecuentes en zonas bajas, los eventos
de sumersion suelen ser de mucha menor duracion. En ecosistemas agricolas como los
arrozales, se ha definido que la sumersion completa de corta duracion es aquella que dura
hasta aproximadamente 5-7 dias, mientras que la sumersion prolongada supera este umbral
(hasta 14 dias; Colmer y Voesenek 2009 (véase Tabla 3 del articulo original); Striker 2012a
(véase Fig. 3 del articulo citado); Ismail 2018). Esta clasificacion resulta relevante para
comprender distintos escenarios en que las especies vegetales enfrentan el exceso hidrico, e
interpretar las respuestas fisiologicas y de crecimiento de las plantas frente a situaciones
breves o prolongadas de estrés por inundacion. En este contexto, y al igual que en otros
pastizales del mundo, los principales factores de perturbacion pueden generar cambios en la
estructura y funcionamiento de la vegetacion son el pastoreo vacuno y las inundaciones (Sala
et al. 1986, Insausti et al. 1999; Camarao et al. 2004; Altesor et al. 2005; Striker et al. 2011a).

Se pueden identificar diferentes situaciones de inundacion que consideran no solo la
frecuencia, duracion y extension, sino también la altura del nivel del agua (Sasidharan et al.
2017). En primer lugar, puede ocurrir el anegamiento, donde el agua satura completamente
los poros del suelo, pudiendo o no haber una capa muy fina (< 1 cm) de agua sobre la
superficie, afectando tinicamente las raices de las plantas (Striker 2012a). Si la altura del agua
aumenta, es posible que no solo las raices queden sumergidas, sino también una porcion de
la parte aérea de las plantas (por ejemplo, tallos y hojas), lo que se conoce como sumersioén
parcial. Finalmente, si el agua de inundacion es lo suficientemente profunda como para cubrir
toda la planta, incluyendo vastagos y raices, la literatura se refiere a esto como sumersion
completa (Bailey-Serres et al. 2012; Striker 2012a). Si la especie vegetal no posee
mecanismos adaptativos para tolerar estos tipos de eventos, su capacidad para seguir
capturando oxigeno atmosférico, absorber agua y continuar el proceso de fotosintesis se vera
reducida (Bailey-Serres y Voesenek 2008), ya que los gases como el Oz, CO2 y el etileno
difunden mucho mas lentamente en agua de inundacion en comparacion con el aire
atmosférico (hasta 10* veces mas lento) (Ponnamperuma 1984). Como resultado, el nivel de
Oz celular podria disminuir tanto que limitaria la respiracion aerdbica, y la energia solo podria
obtenerse a través de vias fermentativas (muy ineficientes en la produccion de ATP), lo que
genera una situacion estresante conocida como ‘crisis energética’ para las plantas (Gibbs y

Greenway 2003).



En el suelo, la falta de O2 conduce a una disminucién del potencial redox, a la
desnitrificacion y a la acumulacion de sustancias potencialmente toxicas generadas por el
metabolismo anaerdbico de bacterias (Ponnamperuma 1984; Koch y Mendelssohn 1989;
Kozlowski 1997; Pezeshki 2001; Bailey-Serres y Voesenek 2008). Estos cambios en el suelo
desencadenan respuestas de aclimatacion en las plantas ante la nueva situacién. A corto
plazo, la fotosintesis disminuye debido a la restriccion en la entrada de COz, provocada por
el cierre estomatico en respuesta a la deshidratacion, lo que provoca la pérdida de turgencia
en las hojas (Striker et al. 2007). A medida que el evento de inundacion se prolonga, puede
ocurrir una pérdida de clorofila en las hojas, acompanado de un aumento de la emision de
fluorescencia de la clorofila a, principalmente desde el fotosistema II (PSII), indicando
estrés; este parametro es particularmente sensible a los cambios ambientales (Lazar y
Schansker 2009). Sin embargo, este aumento en la fluorescencia puede ser temporal
(fotoinhibicion transitoria) antes de que se produzca un dafio funcional y estructural
irreversible del aparato fotosintético (Force et al. 2003). Cuando las condiciones anaerdbicas
cambian a aerdbicas, como ocurre al descender el agua de inundacion, pueden generarse
especies reactivas del oxigeno que dafien el aparato fotosintético, activandose en las plantas
sistemas de recuperacion tendientes a continuar la fijacion de carbono (Sone et al. 2012). Por
lo tanto, los parametros de fluorescencia pueden utilizarse como indicadores de la capacidad
de recuperacion de las plantas tras la sumersion (Mommer y Visser 2005; Panda et al. 2006,
2008).

Aunque muchas especies vegetales pueden coexistir en un mismo habitat de condiciones
ambientales similares, es posible que las mismas desarrollen diferentes estrategias de
adaptacion frente a eventos de inundacion (Blom y Voesenek 1996). En condiciones de
sumersion parcial, a nivel anatémico, las plantas tolerantes pueden generar aerénquima en
sus raices (Justin y Armstrong, 1987), un tejido especializado que facilita el transporte de
oxigeno desde los tallos y hojas emergidos hacia las raices sumergidas (Armstrong 1980;
Colmer 2003; Striker 2023, 2024). Ademas, el aerénquima también puede formarse en
organos aéreos como vainas y tallos, proporcionando un sistema de canales interconectados
que permiten el transporte difusivo de oxigeno desde las hojas hasta las raices (Bailey-Serres
y Voesenek 2008). La formacion de aerénquima generalmente implica el colapso y muerte

de células en la corteza de la raiz, creando espacios aerenquimaticos. Este proceso se



desencadena en situaciones de baja concentracion de oxigeno (hipoxia) y por la acumulacion
de etileno, una hormona clave en la respuesta a la inundacion (Jackson 1985; Bailey-Serres
y Voesenek 2008). El etileno se sintetiza constantemente en las células bajo condiciones
normales y se libera hacia la atmosfera a través de los poros del suelo. Sin embargo, cuando
un 6rgano, como las raices, estd rodeado de agua, el etileno queda atrapado en las células
debido a su lento movimiento en el agua, lo que intensifica su biosintesis (Bailey-Serres y
Voesenek 2008).

Morfoldgicamente, las plantas tolerantes al estrés por sumersion parcial pueden
desarrollar raices adventicias en cuestion de dias (Drew et al. 1979). Estas raices, altamente
porosas debido al aerénquima, suelen aparecer en la base de los tallos o en la parte superior
de las raices (zona de transicidon vastago-raiz; Striker et al. 2015). Debido a su ubicacion, las
raices adventicias tienen la capacidad de explorar la columna de agua superficial y aerdbica,
facilitando asi la oxigenacion de los tejidos, ya que el agua de inundacion contiene mas
oxigeno que el suelo anegado (Naidoo y Mundree 1993; Blom y Voesenek 1996). Cuando la
inundacion por sumersion parcial se prolonga, estas raices pueden reemplazar a las
originales, que pueden estar en proceso de muerte y descomposicion (Kozlowski y Pallardy
1984). El etileno también es el principal promotor de la aparicion de raices adventicias bajo
condiciones de hipoxia (Drew et al. 1979; Jackson 1985), al aumentar la sensibilidad de los
tejidos a las auxinas, fitohormonas que estimulan la division celular en tejidos donde ya
existen grupos de células activamente en division (Liu y Reid 1992; Jordan y Casaretto 2006).
Ademés, las especies vegetales pueden elongar sus 6rganos aéreos, como tallos y peciolos,
para que una mayor proporcion de sus hojas emerjan por encima del nivel del agua. Esto se
debe a un aumento en la actividad de las expansinas, proteinas reguladas por el etileno que
promueven el ablandamiento de las paredes celulares (Vriezen et al. 2000). En especies
dicotiledoneas, como las leguminosas Melilotus siculus o Lotus tenuis, pueden generarse
hipertrofias del tallo a través de la formacion de aerénquima secundario (phellem o felema),
un tejido esponjoso con grandes espacios intercelulares que facilita el movimiento interno de
oxigeno desde la parte aérea hacia las raices (Striker et al. 2005, 2018; Teakle et al. 2011).

La sumersion completa es la situacion de mayor estrés para las plantas en ambientes
inundables. En este escenario, no solo se puede provocar una pérdida significativa de

biomasa, sino que también, en muchas especies vegetales, se compromete la supervivencia



de los individuos (Lenssen et al. 2004). La sumersion completa restringe tanto la
disponibilidad de oxigeno y didxido de carbono (gases que difunden lentamente en el agua)
como la irradiancia. Incluso en agua con poca turbidez, la luz disponible se reduce
drésticamente con una columna de agua de apenas unos pocos centimetros por encima de las
hojas superiores de las plantas (Sand-Jensen 1989). Las posibilidades de supervivencia
dependen de la tolerancia de las especies, asi como de la profundidad y duracion de la
inundacion (Blom y Voesenek 1996; Colmer y Voesenek 2009).

Cuando la sumersion completa se prolonga por mas de dos semanas y es relativamente
poco profunda, algunas especies vegetales pueden emplear la estrategia de exponer sus hojas
por encima del agua mediante la elongacién de entrenudos, peciolos, tallos u hojas, un
fendmeno conocido como el sindrome de escape al bajo oxigeno (LOES: Low-Oxygen
Escape Syndrome; Bailey-Serres y Voesenek 2008); y pasar asi a una situacion de sumersion
parcial. Esta respuesta de elongacion, denominada ‘escape,” permite a las plantas exponer
sus hojas por encima de la capa de agua, facilitando el intercambio gaseoso a modo de
"snorkels," donde las hojas se adelgazan y los cloroplastos se desplazan hacia la epidermis
(Bailey-Serres y Voesenek 2008; Nagai et al. 2010). En el caso del arroz, se ha comprobado
que la elongacién de los entrenudos bajo bajas concentraciones de oxigeno es estimulada por
el etileno, que activa la expresion de los QTLs Snorkell (SK1) y Snorkel2 (SK2) (Hattori et
al. 2009), lo que a su vez promueve la biosintesis de giberelinas, esenciales para la elongacion
de los entrenudos (Nagai et al. 2010). Esta estrategia ha sido estudiada en detalle,
especialmente en Rumex palustris, Alternanthera philoxeroides y en arroz de aguas
profundas (Hattori et al. 2008; Colmer y Voesenek 2009; Luo et al. 2009).

En cambio, cuando la sumersion completa es de corta duracion (menos de dos semanas)
y muy profunda, algunas especies vegetales adoptan la estrategia de “quiescencia” (LOQS:
Low-Oxygen Quiescence Syndrome). Esta estrategia consiste en reprimir la elongacion de
tallos y hojas, manteniendo un metabolismo celular basal para conservar las reservas de
carbohidratos, las cuales seran utilizadas para retomar el crecimiento cuando el agua
descienda y se restablezcan las condiciones aerobicas (Bailey-Serres y Voesenek 2008;
Colmer y Voesenek 2009; Nagai et al. 2010; Striker 2012a; Voesenek y Bailey-Serres 2015).
En arroz, el QTL denominado Submergencel (SUBI1) es clave para conferir tolerancia a la

sumersion completa (Xu et al. 2006). Sin embargo, solo uno de los tres genes dentro de la



region SUBI1, el SUBIA, es responsable del caracter de quiescencia (Fukao et al. 2006). Estos
genes codifican factores de transcripcion que reprimen la sintesis de giberelinas, impidiendo
la elongacion de entrenudos, tallos y hojas (Fukao y Bailey-Serres 2008). Hasta ahora, la
estrategia de quiescencia se ha identificado en arroz (Setter y Laureles 1996), Hemarthria
altissima (Luo et al. 2011), Ranunculus repens (Lynn 'y Waldren 2003), Rumex crispus (Laan
y Blom 1990), y en un cultivar de Lotus tenuis (cv. Pampa INTA) (Manzur et al. 2009). Sin
embargo, solo en arroz se han identificado las bases genéticas que permiten comprender los
mecanismos detras de la quiescencia.

En esta tesis doctoral se evaluaran los rasgos y mecanismos de respuesta de especies
leguminosas forrajeras frente a sumersion parcial y completa, considerando diferentes
duraciones y realizando mediciones fisiologicas en la fase de recuperacion al estrés. En los
siguientes parrafos, se describird lo que se conoce en la literatura internacional sobre las
respuestas a estrés abidtico en las leguminosas forrajeras utilizadas en esta tesis, y se

presentaran los antecedentes especificos relacionados con sus respuestas a la inundacion.

1.1.2) Leguminosas forrajeras. Produccion bajo condiciones de estrés

Las leguminosas forrajeras son un componente crucial en pasturas y pastizales naturales,
siendo esenciales en estos ambientes (Striker y Colmer 2017). Cuando estan presentes,
mejoran significativamente la produccion y calidad del forraje para el ganado, aumentando
la digestibilidad y el contenido de proteina bruta, ademas de reducir los niveles de fibra
detergente neutra en comparacion con ambientes compuestos Unicamente por gramineas
(Graham y Vance 2003; Rochon et al. 2004). Son particularmente eficientes en areas con
bajos o nulos insumos de fertilizantes nitrogenados (Marten 1989; Phelan et al. 2015).
Ademas, las pasturas o pastizales basados en leguminosas pueden ofrecer una distribucion
de rendimiento mas consistente a lo largo de la temporada de crecimiento. Sin embargo,
existen pocos antecedentes sobre el impacto de la sumersion derivada de inundaciones de
alta intensidad en este tipo de especies.

En los ambientes destinados a la ganaderia, las especies leguminosas forrajeras del género
Trifolium juegan un papel destacado. Este género comprende aproximadamente 290 especies,
tanto anuales como perennes, de las cuales unas 20 son reconocidas por su valor forrajero.
Entre las especies perennes mas importantes se encuentran 7. repens, T. hybridum, T.

pratense y T. ambiguum, que estan ampliamente distribuidas en regiones templadas y



subtropicales (Malaviya et al. 2008). Estas especies se cultivan extensamente como forraje
para el ganado y como cultivos de abono verde, habiéndose naturalizado en gran medida en
todo el mundo (Bennani et al. 2011). Por ejemplo, el trébol blanco (7. repens) es una de las
leguminosas forrajeras templadas mas cultivadas y la més comuin en pasturas ganaderas
(Laidlaw y Teuber 2001). El trébol rojo (7. pratense), por su parte, es uno de los cultivos
forrajeros mas importantes para alimentar a los rumiantes (ovejas, ganado para carne y leche)
debido a su alto valor proteico, utilizdndose principalmente en la produccion de silo para la
alimentacion invernal del ganado (Ravagnani et al. 2012). En general, los tréboles son
altamente valorados por su calidad nutritiva y su capacidad de ensilado (Hoffman y Broderick
2001). Incluso pueden alcanzar o superar rendimientos comparables a forrajes de alta calidad
como la alfalfa (Medicago sativa), 1o que los convierte en un recurso crucial para promover
la buena salud del ganado y mejorar la produccion de forraje (Harris 1994; Markovi¢ et al.
2011).

En cuanto a la tolerancia a estreses abioticos, existe una considerable cantidad de estudios
sobre el género Trifolium frente a desafios como la sequia, la salinidad, el anegamiento o la
combinacion de estos factores (Rogers y West 1993; Nichols et al. 2012; Kotula et al. 2019;
Hanley et al. 2020; Smith et al. 2023). Se sabe que 7. pratense se utiliza a menudo como una
alternativa a la alfalfa debido a su moderada tolerancia al anegamiento, gracias a su mayor
porosidad radicular y raices mas profundas (Gibberd et al. 2001), asi como su capacidad para
almacenar reservas en las raices antes del invierno, lo que le confiere tolerancia a bajas
temperaturas (Caradus 1995). Por otro lado, el trébol frutilla (7. fragiferum) es considerado
mas tolerante a estreses abidticos en comparacion con muchas otras leguminosas forrajeras
perennes de clima templado (Tiver 1954; Diimins et al. 2021), debido a su capacidad para
desarrollar aerénquima y raices adventicias, lo que le permite evitar el déficit de oxigeno en
condiciones de anegamiento (Rogers y West 1993; Rogers et al. 2009). Sin embargo, ha sido
menos estudiado que otros tréboles debido a su menor biomasa en comparacion con el trébol
blanco, su baja tolerancia a la sequia en contraste con la alfalfa, y su menor vigor en
comparacion con el trébol rojo.

El género Melilotus, que comprende aproximadamente 19 especies anuales o bienales, es
otra leguminosa forrajera notable debido a su contenido de compuestos bioactivos, como la

cumarina y los flavonoides, que contribuyen a su capacidad antioxidante. Esto es



particularmente notable en especies como Melilotus albus y M. officinalis (Chen et al. 2022;
Wu et al. 2022). Estos compuestos permiten inhibir la biohidrogenacion de los acidos grasos
en el rumen del ganado, mejorando su dieta a través de la incorporacion de acidos grasos
insaturados en sus tejidos (Al-Snafi 2020). En particular, M. albus es conocida por su alto
rendimiento y capacidad de fijacion de nitrogeno (McEwen y Johnston 1985). Ademas, es
especialmente resistente a suelos alcalino-salinos, la sequia y las bajas temperaturas (Zabala
etal. 2018; Wang et al. 2024). Sin embargo, hay pocas investigaciones sobre su tolerancia al
anegamiento o la sumersion (Rogers et al. 2008).

Por tltimo, el género Lotus es otra leguminosa forrajera que contribuye
significativamente a la produccion en pasturas y pastizales naturales. Este género incluye
mas de 180 especies distribuidas en todo el mundo (Pajuelo y Stougaard 2005; Escaray et al.
2012). Estas especies se utilizan para mejorar la produccion de forraje en ambientes sujetos
a marcadas condiciones de estrés abidtico donde leguminosas forrajeras tradicionales como
la alfalfa o los tréboles no pueden crecer o sobrevivir (Striker y Colmer 2017), produciendo
forraje de calidad similar o incluso comparable al de estas especies (Singh et al. 2007).

Las especies mas representativas de este género son Lotus tenuis y L. corniculatus. Lotus
corniculatus produce aproximadamente un 3% de materia seca en forma de
proantocianidinas foliares (PA), también conocidas como taninos condensados, en
comparacion con el 0,8% que produce L. tenuis. Esta caracteristica la convierte en una opcion
superior para mejorar la dieta de los rumiantes, ya que favorece una mayor asimilacion de
proteinas, reduce la fermentacion entérica y disminuye la hinchazén en el ganado (Min et al.
2003; Sivakumaran et al. 2006; Escaray et al. 2012). Aunque L. corniculatus esta adaptada a
condiciones de sequia, salinidad, acidificacion y altas concentraciones de aluminio en el
suelo, gracias a la detoxificacion a través de la quelacion con fitoquelatinas (Dear et al. 2003;
LOTASSA 2010), L. tenuis muestra una mayor tolerancia frente a eventos de inundacién
severos, tanto en intensidad (altura del agua) como en duracion (Striker et al. 2012; Escaray
et al. 2014). Por lo tanto, es mas probable que L. corniculatus prospere en suelos situados en
posiciones topograficas bajas que pueden anegarse ocasionalmente (Mazzanti et al. 1988).
Lotus tenuis tiene la capacidad de "escapar" de la sumersion parcial maximizando la
elongacion de sus tallos por encima del agua. En caso de sumersion completa, posee la

capacidad de cambiar su estrategia de crecimiento a un modo de quiescencia, utilizando las
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reservas de carbono almacenadas en la corona (Manzur et al. 2009; Striker et al. 2011b). Esta
adaptabilidad a diferentes escenarios de sumersion, tanto del tipo parcial como completa,

permite a L. tenuis sobrevivir en ambientes con inundaciones variables e impredecibles.

Striker et al. (2005) comprobaron que, ante eventos de inundacion, Lotus tenuis mostrd
una mayor porosidad en sus tejidos, duplicod la proporcion de aerénquima en las raices, y
presentd una mayor biomasa foliar por encima del agua, ademas de una reducciéon en la
conductancia estomdtica y un mantenimiento de la tasa fotosintética en comparacion con L.
corniculatus. Estas respuestas permitirian mejorar la fijacion y el transporte de oxigeno, asi
como mantener la produccion de biomasa bajo condiciones de estrés. Por su parte, Vignolio
et al. (1994) estudiaron la tolerancia al anegamiento invernal y estival de ambas especies y
encontraron que L. corniculatus desarrollo clorosis y abscision foliar tras el estrés, algo que
no ocurri6 en L. tenuis. Los autores sugirieron que esta menor retranslocacion de nitrogeno
desde las hojas adultas a las jovenes en L. corniculatus podria deberse a su menor capacidad
de absorcion de nitrégeno a nivel radicular en suelos hipdxicos, atribuible a su menor
porosidad (aerénquima).

Una desventaja experimental de las especies forrajeras del género Lofus mencionadas
anteriormente es que sus genomas no estan aun secuenciados y no se dispone de herramientas
genéticas especificas (como RILs o mutantes) para estudiar y comprender los mecanismos
de tolerancia a la sumersion causada por la inundacion. Sin embargo, en los tltimos afios, ha
surgido la posibilidad de utilizar infraestructura de ultima generacion, disefiada
originalmente para estudiar el proceso simbiotico de la nodulacion en la planta modelo L.
japonicus. La inversion realizada en la generacion de recursos genéticos en esta especie
modelo, como RILs, mutantes y colecciones de accesiones, ademas de su genoma mapeado,
podria aprovecharse para comprender los mecanismos de respuesta a la inundacion y
aplicarlos a las especies forrajeras de Lotus estrechamente relacionadas. Es alentador que la
mayoria de los marcadores moleculares identificados en L. japonicus funcionen
correctamente en las especies forrajeras L. corniculatus y L. tenuis, como lo ha sefialado el
proyecto LOTASSA (2010) en relacion con la sequia, acidez y toxicidad por aluminio. Sin
embargo, los andlisis especificos para el estrés por inundacion y sumersion aun no han sido

abordados en esta especie.
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La especie modelo Lotus japonicus posee una cercania filogenética con L. tenuis y L.
corniculatus, 1o que la convierte en un recurso valioso para demostrar que los hallazgos en
la especie modelo pueden ser aplicables a la mejora de las especies forrajeras del género
Lotus (Escaray et al. 2012). Lotus japonicus es diploide, tiene un genoma de tamafo modesto,
lo que facilita su manipulacion genética. Ademas, es una especie pequefia y de rapido ciclo
de generacion (Pajuelo y Stougaard 2005; Young et al. 2005). Cuenta con un conjunto de
recursos genéticos, incluida la disponibilidad de accesiones, ecotipos, y el desarrollo de lineas
mutantes y lineas endocriadas recombinantes (RILs) (Jiang y Gresshoff 1997; Mun et al.
2016). Recientemente, se realizd un estudio de mapeo de asociacidon en una poblacion de L.
tenuis compuesta por 100 genotipos para identificar QTLs implicados en la tolerancia a la
sequia. La caracterizacion genética se llevd a cabo utilizando 88 marcadores moleculares
SSR transferibles del genoma de L. japonicus, demostrando la posibilidad de transferir
conocimientos de la especie modelo a la agrondmicamente importante L. tenuis (Inostroza et
al. 2019).

En cuanto a su tolerancia, L. japonicus ha mostrado ser resistente al anegamiento en
plantas adultas, especialmente en las raices, donde puede tolerar hasta tres semanas de
anegamiento (Rocha et al. 2010; Striker et al. 2014). Sin embargo, poco se sabe sobre su
tolerancia a la sumersion, ya sea parcial o completa. L. japonicus habita en una amplia gama
de ambientes, que incluyen eventos esporadicos de excesos de agua (Pajuelo y Stougaard
2005). Un estudio comparativo entre L. corniculatus, L. tenuis y L. japonicus mostrd que,
ante un evento de sumersion parcial de 55 dias, L. japonicus fue la especie mas sensible, con
una reducciéon de biomasa de vastagos y raices del 66% y 64% respectivamente, en
comparacion con el control. Por su parte, L. corniculatus redujo la biomasa un 53% en
vastagos y un 61% en raices, mientras que L. fenuis presentd una reduccion del 28% en
vastagos y un 48% en raices (Antonelli et al. 2019). En cuanto a la sumersion completa a
nivel de plantula, se observo que un genotipo de L. japonicus (MG20) opto por la estrategia
LOES, invirtiendo sus recursos en la elongacion de los tallos y tolerando hasta 12 dias de
estrés, a diferencia de L. corniculatus y L. tenuis, que adoptaron la estrategia de quiescencia
LOQS. Sin embargo, estas estrategias durante el evento de sumersion no siempre coinciden

con un mejor crecimiento posterior al estrés (Striker et al. 2012).
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A partir de lo expuesto es importante no limitar el analisis de las respuestas de tolerancia
unicamente a la etapa de sumersion, sino extenderlo también al periodo de recuperacion
posterior al estrés. Una evaluacién completa que abarque tanto el periodo de estrés como el
de recuperacion permitird determinar la verdadera tolerancia a la sumersion, ya que es
durante la recuperacion cuando se define la supervivencia y la produccion de biomasa foliar,
aspectos cruciales para su uso como forraje (Luo et al. 2011; Striker 2012b; Striker et al.
2012). Es significativo notar que un trabajo de revision relativamente reciente sobre la
tolerancia al anegamiento en leguminosas forrajeras mostré que solo el 30% de los estudios
publicados en la literatura internacional considero6 la evaluacion de la recuperacion de las
plantas después del estrés (Striker y Colmer 2017). Por ello, en esta tesis se ha puesto un
énfasis especial en comprender las respuestas y mecanismos de recuperacion tras la
sumersion en leguminosas de los géneros Lotus, Trifolium y Melilotus, un area que hasta

ahora no habia sido abordada minuciosamente.

1.1.3) Recuperacion luego de la sumersion

Las respuestas de las especies leguminosas forrajeras ante eventos de inundacion han sido
ampliamente estudiadas (Teakle et al. 2006; Colmer y Voesenek 2009; Striker et al. 2011a;
Striker 2012a; entre otros), centrandose en el periodo de estrés. Sin embargo, a pesar de los
distintos grados de tolerancia que muestran frente a estos estreses (James y Crawford 1998;
Striker et al. 2005; Teakle et al. 2006; Striker y Colmer 2017 y referencias en esa revision),
la informacion sobre su capacidad para tolerar la sumersion completa es limitada. Es
relevante destacar que la tolerancia al anegamiento no implica necesariamente una tolerancia
a la sumersion (Manzur et al. 2009; 2020; Striker et al. 2017). Por lo tanto, es fundamental
proporcionar nuevos conocimientos sobre la tolerancia a la sumersion en las especies
leguminosas forrajeras pertenecientes a los géneros Lotus, Trifolium y Melilotus, presentes
tanto en pasturas cultivadas como en pastizales naturales de todo el mundo.

El conocimiento sobre la tolerancia a la sumersion y la recuperacion post-estrés en las
especies de los géneros Trifolium y Melilotus es escaso (Striker et al. 2019; Enkhbat et al.
2021). En cuanto a las especies de Lotus, que desarrollan estrategias de 'escape' o
'quiescencia' ante la sumersion, se ha documentado que poseen diferentes capacidades de
recuperacion (Luo et al. 2011; Striker et al. 2011b, 2012; Imaz et al. 2012). Sin embargo,

solo se han identificado algunos rasgos clave para su recuperacion tras la sumersion.
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Se ha observado que el estado hidrico de la planta podria ser crucial para facilitar una
rapida recuperacion. En este sentido, se sugiere que el crecimiento del vastago y una mayor
relacion vastago/raiz durante la sumersion pueden mejorar el equilibrio entre la capacidad de
transporte de gases (fuente de oxigeno) y el consumo de oxigeno por las raices (sumidero de
oxigeno), especialmente cuando las plantas logran emerger sus hojas sobre el agua (estrategia
de 'escape'; Herzog y Pedersen 2014; Pan et al. 2020). Sin embargo, un aumento en la relacion
vastago/raiz también puede limitar la recuperacion de las plantas después de la sumersion si
la pérdida de agua por transpiracion no puede ser compensada por la absorcion de agua de
las raices, las cuales podrian estar disminuidas o dafadas por la sumersion,
independientemente de si las hojas emergieron con éxito. Esto se ha observado en el pasto
forrajero Chloris gayana tras una semana de sumersion total (Striker et al. 2017).

Un caso similar se ha documentado en el arroz cv. IR42, cuya intolerancia a la sumersion
completa se debe a la deshidratacion de las hojas (es decir, caida en el contenido hidrico por
disminucion de la conductividad hidraulica en la vaina de la hoja) después de la sumersion,
lo que provoca marchitamiento y muerte de las plantas (Setter et al. 2010). Por lo tanto, la
relacion de biomasa entre vastago y raiz después de la sumersion podria estar relacionada
con el balance hidrico (es decir, la transpiracion por parte de los vastagos y la absorcion de
agua por parte de las raices), lo que podria influir en la recuperacion de la planta (Tanguilig
et al. 1987; Aroca et al. 2012).

Ademas, estudios pioneros (Luo et al. 2009; 2011) mostraron que la capacidad de
reanudar el crecimiento después de 20 dias de sumersion en la dicotiledonea Alternanthera
philoxeroides y el pasto Hemarthria altissima dependid del rapido crecimiento de las hojas
y la recuperacion de la funcionalidad del aparato fotosintético. En dos accesiones
contrastantes de Arabidopsis thaliana para la tolerancia a la sumersion (Bay-0, sensible, vs.
Lp2, tolerante), se demostrdo que la rapida apertura estomatica, una mayor retencion de
clorofila y el mantenimiento de la turgencia de las hojas fueron factores clave para que la
accesion tolerante lograra una rapida recuperacion después de la remocion del estrés (Yeung
et al. 2018).

Hasta el momento, en el género Lotus existe un unico estudio que muestra como las
plantulas de L. japonicus cv. MG20, L. corniculatus cv. San Gabriel y L. tenuis cv. Chaja se

recuperaron después de 12 dias de sumersion completa (Striker et al. 2012). Al inicio del
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periodo de recuperacion, las tres especies respondieron de manera opuesta a lo esperado
segin su desempefio durante la sumersion: las plantulas de L. japonicus cv. MG20
presentaron una mayor relaciéon vastago/raiz en comparacion con las otras dos especies de
Lotus. Ademas, el crecimiento de las raices fue menos afectado que el de los tallos, lo que
sugiere que la capacidad de recuperacion frente a un evento de sumersion puede variar entre
los diferentes organos de la planta (Malik et al. 2001; 2002). Por otro lado, L. tenuis y L.
corniculatus mostraron una mejor recuperacion en términos de biomasa, lo que podria indicar
que L. japonicus continua creciendo durante la sumersion completa mediante la elongacion
de sus tallos (LOES), mientras que las otras dos especies optan por la quiescencia (LOQS)
pero luego se recuperan mejor cuando el agua desciende. En un experimento posterior, se
observo una amplia variabilidad en la relacion vastago/raiz entre las RILs de L. japonicus,
con valores tanto menores como mayores que los mostrados por el cv. MG20 (Striker et al.
2014). Se sabe que esta relacion podria incrementarse bajo sumersion (en comparacioén con
plantas control) debido a, al menos, dos tipos de respuestas: (i) un incremento en la biomasa
de la parte aérea sin mayores cambios en la biomasa radical (Imaz et al. 2012), y (ii) el
mantenimiento de la biomasa aérea con una disminucién de la biomasa radical debido a la
muerte de raices por hipoxia (Liao et al. 2010). Se piensa que la relacion vastago/raiz y su
dindmica post-sumersion podrian ser clave para el ajuste de las plantas al ambiente de suelo
drenado, en el cual el estado hidrico de la planta, resultado del balance entre las pérdidas de
agua por transpiracion (vastago) y su recuperacion por absorcion (raices), es fundamental
para facilitar el crecimiento post-estrés.

Debido a la importancia de evaluar la recuperacion de las plantas después del estrés, en
esta tesis todos los experimentos se centran en esta etapa para identificar las variables
fisiologicas que confieren a las especies leguminosas forrajeras estudiadas su capacidad de

retomar el crecimiento tras la sumersion.
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1.2) Objetivos e hipotesis de trabajo

1.2.1) Objetivo general

En base a los antecedentes, se propuso como objetivo general de la tesis, el identificar rasgos
y mecanismos de tolerancia a la sumersion y recuperacion luego del estrés en especies
leguminosas de interés forrajero abarcando los géneros Lotus, Trifolium y Melilotus,

haciendo hincapié en especies del género Lotus para su analisis morfo-fisiologico.

1.2.2) Objetivos particulares

Como primer objetivo especifico se evalua la tolerancia a la sumersion completa de corta y
larga duracion en especies leguminosas forrajeras conspicuas de los géneros Lotus, Trifolium
y Melilotus y su recuperacion de la desumersion. Para ello se realizaron andlisis de
supervivencia, tasa de crecimiento relativo (TCR) de los diferentes o6rganos de la planta y
mediciones fisiologicas de conductancia estomatica, verdor foliar, y parametros relacionados
a la fluorescencia de la clorofila asociados al dafio por sumersion.

Como segundo objetivo especifico se analiza la variabilidad de respuesta en el
crecimiento de accesiones de Lotus tenuis y L. corniculatus durante y luego de la sumersion
parcial y completa. Para ello se analizaron caracteristicas morfologicas asociadas a las tasas
de crecimiento relativo de los diferentes 6rganos de la planta, evaluando asi la capacidad de
asignacion de biomasa en cada una de las especies evaluadas cuando fueron sujetas a la
sumersion.

Como tercer objetivo especifico se identifican los rasgos y respuestas relacionadas con
la capacidad de recuperacion de la sumersion completa en RILs de Lotus japonicus con
diferente relacion constitutiva vastago/raiz (seleccionados en Striker et al. 2014). Para ello
se cuantificaron variables asociadas con las relaciones hidricas, la conductancia estomatica,
la fluorescencia de la clorofila como indicativo de dafo, y la acumulacion de biomasa de

tallos, hojas y raices de las plantas.
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1.3) Hipotesis

En relacion con el primer objetivo, se ponen a prueba las siguientes hipotesis relacionadas

con la evaluacidn de la tolerancia a sumersion completa en especies leguminosas forrajeras:

Hipotesis 1.1: Existe variabilidad en la tolerancia a la sumersion completa entre
leguminosas forrajeras de los géneros Lotus, Trifolium y Melilotus manifestada en términos
de supervivencia y de tasas de crecimiento post estrés.

Hipotesis 1.2: Las especies con mayor tolerancia a la sumersion completa presentan
mayor capacidad de sostener su conductancia estomatica, una menor caida en el verdor foliar
y una recuperacion rapida del rendimiento cuantico maximo del Fotosistema I1 y del flujo de

energia absorbida por centro de reaccion.

Con respecto al segundo objetivo, se formulan las siguientes hipotesis en relacion con la

tolerancia a la sumersion parcial y completa en accesiones de Lotus tenuis 'y L. corniculatus:

Hipétesis 2.1: Las accesiones de Lotus tenuis y L. corniculatus muestran variabilidad en
su tasa de crecimiento después de la sumersion parcial y completa.

Hipotesis 2.2: La tasa de crecimiento post estrés se correlaciona positivamente con la
proporcion de hojas verdes remanentes al final de la sumersion.

Hipotesis 2.3: Existe un compromiso entre la tasa de crecimiento intrinseca en
condiciones control y la capacidad de crecimiento durante o después del estrés por sumersion.

Hipaotesis 2.4: No existe relacion directa entre la tolerancia a la sumersion parcial y a la
sumersion completa. Es decir, las accesiones que mejor toleran la sumersion parcial no

necesariamente son aquellas que toleran mejor la sumersion completa.

Por ultimo, teniendo en cuenta el tercer objetivo se plantea la siguiente hipotesis relacionada
con la identificacion de rasgos y mecanismos de tolerancia a la sumersion completa en

accesiones de Lotus japonicus:

Hipotesis 3: Las accesiones de Lotus japonicus varian en su capacidad para recuperarse

de la sumersion completa, lo cual esta asociado a diferencias en la relacion vastago/raiz, el
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estado hidrico de la planta y el verdor de las hojas. Las accesiones con una baja relacion
vastago/raiz muestran una rapida recuperacion del estado hidrico foliar, la conductancia
estomatica y el verdor de las hojas durante la fase de recuperacion, lo que se traduce en una

alta tasa de crecimiento post-sumersion.

1.4) Organizacion de la tesis

Esta tesis se compone de una introduccion general (capitulo I), tres capitulos experimentales
(II, I y IV) y un capitulo final de discusion general (V). Cada capitulo experimental incluye
su propia introduccion, materiales y métodos, resultados y discusioén, con antecedentes
especificos para cada caso. El capitulo introductorio aborda aspectos generales que conectan
todos los capitulos experimentales. El capitulo II evalua la tolerancia y recuperacion de
especies leguminosas forrajeras de Lotus, Trifolium y Melilotus ante sumersion completa de
distintas duraciones. Los resultados mostraron que todas las especies sobrevivieron, excepto
M. albus y T. michelianum. Las especies de Lotus mantuvieron mayor biomasa y mejores
parametros fisioldgicos, como conductancia estomatica y concentracion de clorofila en hojas
jovenes, ademas de una rapida recuperacion del Fotosistema II. Dentro de Trifolium spp., T.
pratense demostrd la menor tolerancia y recuperacion. En Lotus, L. tenuis fue la especie mas
prometedora frente a la sumersion, seguida por L. corniculatus, especialmente en situaciones
de inundacién de corta duracion (Buraschi et al. 2024a, Functional Plant Biology). El
capitulo III se enfoca en el género Lotus debido a su mayor tolerancia a la sumersion,
examinando las respuestas de 10 accesiones de L. tenuis y L. corniculatus ante sumersion
parcial y completa. Se observo que los pardmetros de crecimiento durante la sumersion se
asociaron con accesiones de L. corniculatus, mientras que la recuperacion se relacion6 con
accesiones de L. tenuis. En L. tenuis, la recuperacion de la sumersion completa se
correlacion6 positivamente con la fraccion de biomasa foliar y negativamente con la fraccion
de biomasa radicular. L. tenuis mostr6 accesiones con tolerancia tanto a la sumersion parcial
como completa, mientras que L. corniculatus resultd mas adecuado para la sumersion parcial
(Buraschi et al. 2024b, Functional Plant Biology). En el capitulo IV, se profundiza en la
identificacion de las variables fisioldgicas asociadas a la recuperacion tras la sumersion,
utilizando accesiones de L. japonicus con diferentes relaciones constitutivas vastago/raiz.

Los resultados principales mostraron variacién en la capacidad de recuperacion entre
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genotipos tras una sumersion completa; una compensacion entre el crecimiento durante y
después del estrés; una relacion inversa entre la tasa de crecimiento relativo durante la
recuperacion y la relacion vastago/raiz tras la desumersion; y relaciones positivas entre la
recuperacion, el estado hidrico foliar y la conductancia estomatica. Ademas, la retencion de
clorofila (verdor) facilitd una rapida recuperacion (Buraschi et al. 2020, Plants). Finalmente,
el capitulo V presenta la discusion integrada de los resultados experimentales obtenidos en
la tesis, contrastando las hipotesis planteadas e incluyendo perspectivas futuras para
profundizar en el conocimiento sobre el estrés por sumersion en especies leguminosas

forrajeras abordadas en esta investigacion.



CAPITULO 11

Evaluacion de accesiones de leguminosas forrajeras
ante eventos de sumersion completa de corta y larga
duracidn y su recuperacion

Articulo derivado de este capitulo: Buraschi, F. B., Mollard, F. P. O., Cordon, G., Grimoldi, A. A. y Striker,
G. G. 2024. Submergence of forage legumes: Lotus species show better tolerance than Trifolium and Melilotus
species due to their superior recovery after stress. Functional Plant Biology, FP24206.
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2.1) Introduccion

El cambio climatico estd aumentando la frecuencia e intensidad de los eventos
meteoroldgicos mas extremos, como las lluvias torrenciales, que elevan los niveles de agua
subterranea y desencadenan inundaciones repentinas (Hirabayashi et al. 2013; Harrison et al.
2016). Estas condiciones afectan significativamente la produccion y seguridad alimentaria
mundial debido al exceso de agua en el suelo que afecta a las plantas de cultivo (Harrison et
al. 2014). De esta manera, se espera un aumento en la ocurrencia de inundaciones y diversos
grados de sumersion de las pasturas y pastizales inundables. La sumersion completa del
vastago es una de las situaciones mas estresantes para las plantas en ambientes propensos a
inundaciones (Voesenek et al. 2006). Los vastagos completamente sumergidos tienen una
baja disponibilidad de oxigeno en los tejidos durante la noche debido a la respiracion y a la
lenta difusion del O2 en un medio acuoso. Durante el dia, ocurre el proceso de fotosintesis,
lo que eleva los niveles de oxigeno molecular, pero la fotosintesis bajo el agua es mucho
menor que en el aire debido a la baja difusion del didxido de carbono y la extincion de la luz
a través del agua de inundacion (Colmer et al. 2011; Winkel et al. 2013). Esto puede llevar a
una 'inanicion de carbohidratos', agravando la 'crisis energética' por la baja disponibilidad de
oxigeno y el agotamiento de azlcares en las plantas sumergidas (Bailey-Serres y Voesenek
2008; Colmer y Voesenek 2009).

Las leguminosas forrajeras juegan un papel crucial en los pastizales y en los sistemas de
cultivo, como las rotaciones cereal-pastura, a través de su relacion simbidtica con rizobios
(bacterias fijadoras de N2). Estas leguminosas mejoran significativamente la produccion y
calidad del forraje para el ganado, especialmente cuando se cultivan junto con gramineas en
areas con insumos minimos o nulos de fertilizantes nitrogenados (Marten, 1989; Phelan et al.
2015). La incorporacion de leguminosas, que poseen un mayor contenido de proteinas en las
hojas en comparacion con las gramineas, mejora la digestibilidad del alimento y la energia
metabolizable, satisfaciendo considerablemente las necesidades proteicas de los animales
(Rochon et al. 2004). Ademas, las pasturas basadas en leguminosas podrian ofrecer una
distribucion mas uniforme del rendimiento de forraje a lo largo de la temporada de

crecimiento.
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Desde una perspectiva ecologica, la presencia de leguminosas también incrementa la
disponibilidad de nitrogeno en el tapiz vegetal, favoreciendo indirectamente el crecimiento
de especies acompanantes. Este efecto facilitador ha sido reportado, por ejemplo, entre Lotus
tenuis y Paspalum dilatatum en pastizales bajos de Argentina, donde la leguminosa promovio
un aumento significativo en la biomasa aérea de la graminea, atribuido a la mejora del
entorno edafico y al mayor suministro de nitrégeno (Quinos, Insausti y Soriano 1998). A su
vez, muchas leguminosas presentan sistemas radiculares profundos que facilitan el acceso al
agua en capas inferiores del suelo, contribuyendo a una mayor estabilidad del sistema frente
a déficits hidricos. Aunque se ha estimado que mas del 85 % de la biomasa radical se
concentra en los primeros 20 cm del suelo, estudios han mostrado que excavaciones de
mesocosmos hasta los 35 cm capturaron la mayor parte de la biomasa subterranea en estos
sistemas (Taboada y Lavado 1988; Soriano 1991; Striker et al. 2011a). Estas ventajas
funcionales, sumadas a la complementariedad entre especies, contribuyen a un mayor
potencial de secuestro de carbono en el suelo, reforzando asi el papel ecosistémico de las
leguminosas en los sistemas pastoriles.

A pesar de los diversos grados de tolerancia al anegamiento por parte de las leguminosas
(James y Crawford, 1998; Striker et al. 2005; Teakle et al. 2006; Striker y Colmer 2017),
existe una escasa informacion sobre su tolerancia a la sumersion completa (ver Buraschi et
al. 2024b para algunas accesiones de Lotus). Es importante sefialar que la tolerancia al
anegamiento no equivale necesariamente a la tolerancia a la sumersion (Manzur et al. 2009;
2020; Striker et al. 2017). En este capitulo, se mostrardn nuevas perspectivas sobre la
tolerancia a la sumersion de ocho especies de leguminosas pertenecientes a los géneros Lotus,
Trifolium y Melilotus, que estin ampliamente presentes en pasturas cultivadas y pastizales
naturales en todo el mundo.

La tolerancia a la sumersion en plantas del género Trifolium no ha sido estudiada de
manera exhaustiva. La mayor parte de la informacion disponible se limita a la tolerancia al
anegamiento en un rango estrecho de especies agrondmicamente importantes. Estudios
previos han identificado a tres especies, 7. fragiferum, T. michelianum 'y T. repens, como las
mas tolerantes al anegamiento en comparacion con otras leguminosas forrajeras afines
(Rogers y West 1993; Gibberd y Cocks 1997; Gibberd et al. 2001). Las especies tolerantes

generalmente exhiben una mayor porosidad radicular y raices mas largas bajo condiciones
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de anegamiento (Gibberd et al. 2001). Por el contrario, T. pratense a menudo se utiliza como
especie sustituta cuando Medicago sativa (alfalfa) no puede desempefiarse bien debido a
suelos poco profundos, asi como también por condiciones humedas o é4cidas. Trifolium
pratense se cultiva en suelos de textura gruesa y se considera sensible al anegamiento,
caracterizado principalmente por una baja porosidad radicular y una reducida capacidad de
aireacion de los tejidos radiculares bajo excesos de agua (Striker y Colmer 2017; Striker
2023). De manera similar, varias especies de Lotus toleran el anegamiento, pero sus
respuestas a la sumersion no estdn integramente estudiadas. Los pocos estudios sobre este
estrés se han analizado en sumersion parcial y completa durante 1 semana en plantulas, y
plantas de 1,5-2 meses de L. tenuis, L. corniculatus y el modelo de leguminosa L. japonicus
(Striker et al. 2012; Di Bella et al. 2020; Buraschi et al. 2024b). Los resultados mostraron
que todas las especies sobrevivieron a 1 semana de sumersion, donde L. corniculatus y L.
Jjaponicus promovieron su extension del tallo bajo sumersion completa, mientras que L.
tenuis la restringi6é. En este experimento dentro del capitulo II, se incluyeron especies
forrajeras prominentes de Trifolium y Lotus, asi como Melilotus albus, que a menudo se
incorpora en suelos halomorficos. Sin embargo, ningun estudio ha evaluado la tolerancia a
la sumersion en esta especie. En consecuencia, se examinaran dos escenarios de sumersion
correspondientes a duraciones de corto y largo plazo (sumersion de 5 y 10 dias,
respectivamente) para evaluar la tolerancia de las plantas a este estrés.

La adecuada seleccion de especies es esencial para garantizar un rendimiento exitoso de
pasturas en ambientes caracterizados predominantemente por condiciones de estrés (Nichols
et al. 2010, 2012). Ademas, elegir accesiones que muestren variabilidad en sus respuestas a
factores estresantes especificos, como la sumersion completa a corto y largo plazo, es crucial
para optimizar genotipos en esas condiciones del suelo. Este enfoque ayuda a lograr un mejor
rendimiento de las accesiones en los entornos especificos donde podrian ser cultivados. Para
evaluar con precision el rendimiento de las especies bajo sumersion, es imprescindible incluir
una fase de recuperacion tras el periodo de estrés, durante la cual se analiza la capacidad para
reanudar su crecimiento. Enfocarse tinicamente en el periodo de sumersion sin considerar la
fase de recuperacion puede llevar a conclusiones erroneas (Striker 2012b). Por lo tanto, se
centrard no solo en el crecimiento y las respuestas de las plantas durante la sumersion, sino

también en la capacidad de recuperacion de cada especie después de que disminuya el nivel
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del agua. Para lograr esto, se monitoreara la actividad fisiologica de las hojas (conductancia
estomatica, verdor de las hojas y fluorescencia de clorofila) durante 28 dias tras dos
escenarios de sumersion corta y larga, de 5 y 10 dias respectivamente. Ademas, se medira la
acumulacién de biomasa para identificar los rasgos que contribuyen a la tolerancia a la
sumersion y para entender los mecanismos subyacentes involucrados en la recuperacion de

las plantas de este estrés en las leguminosas forrajeras mencionadas.

2.2) Materiales v métodos

2.2.1) Material vegetal v condiciones de crecimiento

Para este experimento, se seleccionaron ocho especies de leguminosas forrajeras
comunmente utilizadas en todo el mundo (ver Tabla 2.1). Las especies seleccionadas fueron
Lotus tenuis (cv. Esmeralda), L. corniculatus (cv. San Gabriel), L. japonicus (ecotipo MG20),
Trifolium repens (cv. Diabolo), T. fragiferum (cv. La Lucila), T. pratense (cv. Vulcano), T.
michelianum (cv. Viper) y Melilotus albus (cv. Faraon). Estas especies fueron elegidas en
base a la revision de Striker y Colmer (2017) sobre un ranking de tolerancia al anegamiento
de leguminosas forrajeras. Aunque hay informacién disponible sobre la tolerancia al
anegamiento (sistema radicular inundado) de estas especies, los datos sobre la sumersion de
plantas (donde todo el véastago esta bajo el agua) son limitados. Notablemente, solo el 30%
de los estudios sobre este estrés incluyeron una fase de recuperacion post-sumersion. En este
experimento, todas las especies fueron expuestas a las mismas condiciones ambientales
durante el periodo de sumersion, y se monitored su recuperacion. Los cultivares especificos

fueron seleccionados porque son comunmente utilizados en condiciones de campo.
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Tabla 2.1. Especies de leguminosas forrajeras seleccionadas para el experimento. Para cada especie,
se presentan el habito de crecimiento, tipo de suelo, textura, pH, rendimiento de biomasa seca (rango
o potencial), areas actuales de distribucion/uso y datos disponibles sobre la tolerancia al estrés

abiotico.
Ciclo de Textura del suelo, )
Especies Nombre viday pH y rendimiento Areas actuales de Tolerancia a Referencias
P comun habitos de de biomasa seca distribucion/uso estreses abioticos
crecimiento (t/ha)
Franco, arcilloso
Lotus tenuis hg:rae:s(;iiia Perenne, (rarilv;ez Sa r5er21108s o), Europa, Argentina y sur Tolerante a alcalinidad, salinidad, 1234
’ ’ patJa de pajaro Postrado renlziimient'o de I’BS' de Australia inundaciones periodicas T
5 a9 t/ha.
Lotus Trébol de Perenne, 2;31?1?622;2%0250’ Zelillggp/i,n]l\]élrliec\;a del Tolerante a la salinidad, acidez,
corniculatus p 22.2 f: Ma}e/;);érgnte rendimiento de BS:  Norte y del Sur, China e baja fertlgfeariiazossuelos mal 1.3,4,5,6
Py 6a 14 t/ha. India
Perenne, de  Arenoso a arcilloso, Usado orincipalmente
Lotus Trébol corta vida.  sin datos disponibles como eg eciff)mo delo Semi-tolerante al anegamiento y 78
Japonicus japonés Postrada-  sobre pH y (no Conrl)o forrajera) la sumersion ’
decumbente rendimiento de BS. J
Franco, arcilloso Alta intolerancia a la sombra y
(rara vez arenoso) Nueva Zelanda, suelos acidos, alta persistencia
Trifolium Trébol Perenne, ’ América del Norte, ivel ’ ) P d
repens blanco rastrero pH d_e >5aT, China, Australia y _con nivetes elevados de 9,10, 11
rendimiento de BS: . nitréogeno. Ausente en suelos
Sudamérica
9 a 12 t/ha. permanentemente anegados.
Arenoso, turba y Semi-tolerante a la sequia,
Trifolium Trébol Perenne,  arcilloso, pH de 5.5 Oeste de EE. UU., salinidad, anegamiento y
fragiferum frutilla rastrero. 2 9. rendimiento de Nueva Zelanda y sur de temperaturas extremas en 12,13
g ]’BS' 326 tha Australia comparacion con el trébol
' ' blanco.
Franco, franco Nueva Zelanda Tolerante a salinidad, sequia y
- . limoso y arcilloso, R anegamiento, pero no en
T;Z[fel;zzi Trrgbool Pzrrzr;?oe, pHde6a7, EK;SSZ’ A(;Zle rslli? del periodos prolongados. Tolerante 9,14
p J rendimiento de BS: Al}l,S tralia Y a condiciones de baja
4 a 18 t/ha. luminosidad.
Trifolium Trébol Anual, Areljll(:iseo : Sa ramgll(())so, Sur de Europa desde Tolerancia moderada al
michelianum balansa Postrado a rel‘:l dimieﬁto de'B’S' Espafia hasta Turquia, anegamiento, baja tolerancia a 15, 16
semi-erecto 548 tha ’ sur y este de Australia la salinidad.
Europa central Moderadamente resistente al
Anual o Arenoso a arcilloso, Medi terrgneo 0rier71 tal invierno y la sequia, tolerante a
Melilotus Trébol bienal, pHde 6.5a7.5, noroeste de Asia. EE ’ la salinidad, desarrolla phellem 17.18
albus dulce erecto-  rendimiento de BS: UU.. Aus tralia: ' aerenquimatico para la ’
ramificado hasta 7-8 t/ha. > Al y aireacion interna de las raices

Argentina ,
& cuando esta anegado.

Referencias: ! Diaz et al. (2005); 2 Dear et al. (2003); 3 Striker et al. (2005); # Striker et al. (2008); * Jones y Turkington
(1986); © Bullard y Crawford (1995); 7 Pajuelo y Stougaard (2005), ® Striker et al. (2012); ® Marten (1989); '° Jones y
Kersten (1992); ' Burdon 1983; '2 Smetham (1973); ' Smith et al. (2023); '# Satell et al. (1998); '> Craig 1998; '° Rogers
y Noble, 1991; '7 Sparrow, Cochran y Sparrow (1993); '8 Rogers et al. 2008.

2.2.2) Diseno experimental

La obtencion de las plantas para el desarrollo del experimento se logré mediante la
germinacion de semillas escarificadas de las ocho especies en bandejas de pléstico con

algodon y papel de filtro empapados en agua destilada. Las bandejas se colocaron en una
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camara de crecimiento a 25°C. Una vez germinadas, se transplantaron de dos a tres plantulas
de cada especie en macetas de plastico de 0,5 L con un sistema de drenaje de tres agujeros,
con sustrato Growmix (Growmix, Terrafertil, Buenos Aires, Argentina). Este sustrato
consistia en compost de corteza fina, fertilizante, agente humectante, perlita y musgo
Sphagnum con fibras finas, pH entre 5 y 5,8, 250-450 ppm de nitratos, 30-100 ppm de
fosfatos y 200-300 ppm de potasio. Las macetas se colocaron en el jardin experimental de la
Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires. Las plantas se dejaron crecer durante
60 dias, lo que abarco el periodo vegetativo evitando la floracion. Se aplicaron tres
tratamientos a estas plantas de 60 dias durante periodos de 5 y 10 dias (periodo de estrés),
siguiendo un disefio completamente aleatorio con diez repeticiones: (i) control (C) - riego
diario para mantener la capacidad de campo, (ii) sumersion completa de 5 dias (sumersion
corta - SC) y (iii) sumersion completa de 10 dias (sumersion larga - SL). Los niveles de agua
se mantuvieron aproximadamente 15-20 cm por encima de la altura de las plantas (excepto
para Melilotus, que fue sumergido a un maximo de 5 cm debido a su altura mayor en
comparacion con las otras especies). Antes de aplicar estos tratamientos, se realizaron dos
cosechas iniciales: primero, el dia 0 antes de aplicar el tratamiento de sumersion larga a 5
repeticiones de las ocho especies, totalizando en 40 plantas de 60 dias de edad (Fig. S2.1).
Después de 5 dias, se realiz6 otra cosecha inicial antes de aplicar el tratamiento de sumersion
de corta duracion a otras 5 repeticiones de las ocho especies, esta vez con 40 plantas de 65
dias de edad (Fig. S2.1).

Se utilizaron un total de 15 contenedores plasticos de 1000 L (110 x 100 x 90 cm) para
facilitar la aplicacion de los tratamientos de sumersion y mantener niveles de agua estables
durante todo el periodo experimental. Cada maceta se coloco en bandejas plasticas dentro de
los contenedores, distribuidas al azar en cada contenedor. Cada uno de ellos contenia un total
de 48 plantas, incluyendo seis unidades experimentales de cada una de las ocho especies, que
se cosecharon en las determinadas fechas de cosecha para analizar los parametros de
crecimiento (Fig. S2.1). Por lo tanto, se utilizd un total de 720 plantas para aplicar los
tratamientos. Para prevenir plagas, se colocaron finas redes de malla blanca sobre todos los
contenedores, incluidos los controles, asegurando que la transmision de luz no se viera
interrumpida (transmision > 95% de irradiancia). Primero, se aplico el tratamiento de

sumersion completa de 10 dias. Después de 5 dias, las macetas restantes que se mantuvieron
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bajo condiciones de control en el invernaculo y se trasladaron a los contenedores destinados
al tratamiento de sumersion completa de 5 dias, permitiendo que todos los tratamientos se
cosecharan el mismo dia (Fig. S2.1). Una vez transcurrido el tiempo requerido, las macetas
se retiraron de los contenedores y se evaluo el rendimiento de las plantas durante 28 dias
adicionales post-sumersion para analizar el periodo de recuperacion regadas a capacidad de
campo. La temperatura diaria promedio del aire durante el experimento varié entre 20°C y

28°C.

2.2.3) Variables medidas

Las mediciones iniciales de biomasa se realizaron antes de aplicar el tratamiento de
sumersion completa de larga duracion (dia 0) y nuevamente antes de aplicar el tratamiento
de sumersion completa de corta duracion (dia 5). Tras el final de los tratamientos de
sumersion, se monitorearon todas las plantas de cada especie para evaluar la supervivencia,
ya que las plantas pueden marchitarse y morir si son intolerantes a este estrés (Striker 2012a;
Zhang et al. 2017). Este monitoreo permitié separar cualitativamente las especies con
supervivencia que no se vio comprometida de aquellas con varias plantas muertas debido a
la sumersion. Posteriormente, se evalué el rendimiento fisiolégico de las plantas
sobrevivientes durante el periodo de recuperacion de 28 dias siguiente a los tratamientos de
sumersion (sumersion de 5 dias y 10 dias). Al final del experimento, se realiz6 la cosecha
final. Durante todas las cosechas, las plantas se dividieron en los siguientes compartimentos:
(1) biomasa foliar, (ii) biomasa de tallos (incluidos los estolones para 7. repens), (ii1) coronas
y (iv) raices. La biomasa aérea se calcul6 sumando (i) y (ii), mientras que la biomasa
subterranea incluy6 (iii) y (iv). Finalmente, la biomasa total de la planta se determind
sumando todos los compartimentos. El material cosechado se seco en una estufa a 60°C

durante 4 dias (hasta alcanzar un peso constante) y luego se peso en una balanza de precision.

2.2.3.1) Parametros de crecimiento y particion de biomasa

Para cada especie, la tasa de crecimiento relativa (TCR) de las plantas se evalu6 a lo largo de
los periodos de tratamiento y las fases experimentales (sumersion y recuperacion) utilizando

la ecuacion desarrollada por Hunt (1982):
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TCR (g g d") = [In(P2) - In(P1)] / (t2 - t1)

En la ecuacion, P2 y P1 son los pesos secos de la biomasa vegetal correspondiente en los
tiempos 2 y 1 respectivamente, siendo valor de P el promedio de biomasa del tratamiento
(control, sumersion de 5 dias y sumersion de 10 dias), y t2 - t1 es el nimero de dias entre los
tiempos de muestreo (es decir, 10 dias para el periodo de estrés y 28 dias para el periodo de
recuperacion). Se calculo la TCR para las plantas enteras, asi como la TCR de los diferentes
compartimentos de la planta, incluyendo hojas, tallos y raices, lo que permiti6 la comparacion
de los efectos diferenciales potenciales de los tratamientos en el crecimiento y la recuperacion

de la sumersion entre los 6rganos de la planta.

2.2.3.2) Variables fisiologicas

Las mediciones fisiologicas se realizaron después del periodo de sumersion para monitorear
la conductancia estomatica y el verdor de las hojas jovenes expandidas, que indican sintomas
de estrés. Estas mediciones incluyeron la fluorescencia de la clorofila a en las hojas jovenes
para evaluar el dafio al aparato fotosintético después de 5 y 10 dias de sumersion. El numero
de réplicas tomadas para las mediciones fisiologicas fue de 3 a 5 por especie y por
combinacion de tratamiento (3 réplicas para la conductancia estomatica, 4 réplicas para la

fluorescencia de la clorofila a y 5 réplicas para el verdor de las hojas).
Conductancia estomatica

La conductancia estomatica de las hojas jovenes completamente expandidas en disposiciones
superiores se midio cerca del mediodia utilizando un porémetro de hojas (modelo SC-1;
Decagon Devices, Pullman, WA, EE. UU.). Esta variable permite evaluar la pérdida de agua
a través de la transpiracion y la facilitacion de la difusion de CO:2 en las hojas para la
fotosintesis. Las mediciones se realizaron dos veces por semana durante las primeras semanas

y una vez por semana posteriormente, con 3 réplicas por tratamiento y especie.
Verdor de las hojas jovenes como indicador de estrés

El verdor de las hojas se midid en hojas jovenes completamente expandidas utilizando un

medidor de clorofila portatil (SPAD-502; Konica Minolta Sensing, Osaka, Japon). Este
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parametro puede indicar la ausencia de estrés si no hay cambios, o en el caso que disminuya,
indica amarillamiento de las hojas siendo este un signo de degradacion de la clorofila causada
por el estrés por sumersion (ver Manzur et al. 2009). Se eligieron hojas jovenes para la
medicidn porque el nitrogeno suele exportarse de las hojas mas viejas, incluso en plantas no
estresadas o levemente estresadas. Por lo tanto, las caidas en los valores de verdor en las
hojas jovenes son verdaderos indicadores de un estrés severo. Las mediciones se realizaron
en las mismas fechas que la conductancia estomadtica, con 5 réplicas por tratamiento y

especie.

Fluorescencia de clorofila-a

La fluorescencia de clorofila a se midid en hojas superiores completamente expandidas tras
un periodo de adaptacion a la oscuridad de 20 minutos, utilizando pinzas de hoja y un
fluorometro portatil (PAR-Fluorpen FP 100-MAX-LM fluorémetro, Photon Systems
Instruments, Republica Checa). A partir del test OJIP se pueden derivar varios pardmetros
fotosintéticos; en este caso, se enfocod en el rendimiento cuantico maximo del fotosistema II
(PSII), Fv/Fm, y ABS/RC, que es el flujo de luz absorbido por las clorofilas de la antena
(ABS) por centro de reaccion (RC). En la mayoria de las plantas, se obtienen valores 0ptimos
en alrededor de 0.83 para Fv/Fm; donde valores menores podrian indicar exposicion a estrés,
en particular mostrando un grado de fotoinhibicion debido a dafio en el PSII (Maxwell y
Johnson 2000). Mientras que el tamafio aparente de la antena del PSII se puede estimar
mediante ABS/RC (Strasser et al. 2004). Un aumento en ABS/RC puede sugerir menos
centros de reaccion operacionales o una disminucion en la eficiencia de captura de energia,
a menudo en respuesta al estrés ambiental. Las mediciones se realizaron en los dias 1, 5, 13

y 26 posteriores a la sumersion, con 4 réplicas por tratamiento y especie.

2.2.4) Analisis estadisticos

Las respuestas de biomasa total al final del experimento para las especies sobrevivientes se
analizaron mediante un analisis de varianza de dos vias (ANOVA), con 'especie' y 'sumersion’
como factores principales. Cuando se detectaron interacciones significativas, se utilizaron

pruebas post hoc, como la Diferencia Minima Significativa (DMS) y las pruebas protegidas
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de Fisher, para determinar el efecto de los tratamientos entre especies. Ademas, se realizé un
analisis de componentes principales (ACP) para explorar el comportamiento de las especies
de Lotus y Trifolium, utilizando la tasa de crecimiento relativa (TCR) de varias variables de
respuesta de biomasa, incluyendo biomasa total de la planta, biomasa aérea y subterranea, y
biomasa de componentes individuales (hojas, tallos, coronas y raices). Estas evaluaciones se
realizaron por separado para los periodos de estrés y recuperacion, considerando los arriba
mencionados escenarios de sumersion de 5 dias y 10 dias de duracion.
Los datos de conductancia estomadtica, verdor de las hojas y fluorescencia de clorofila a se
analizaron mediante un ANOVA de tres vias, con 'especie’, 'sumersion’ y 'tiempo' como
factores principales. Se aplicaron pruebas post hoc de DMS para comparaciones entre
tratamientos cuando las interacciones fueron significativas. La normalidad y la
homogeneidad de varianzas se verificaron antes de cada andlisis y se transformaron los datos
de ser necesario. Todos los resultados se presentan como medias + errores estandar. Las
pruebas estadisticas y los analisis graficos se realizaron con GraphPad Prism version 9.0.0
para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.).

Nota: En las figuras y tablas, los valores numéricos con punto decimal (.) deben interpretarse
como si utilizaran coma decimal (,), de acuerdo con la convencidon numérica empleada en el

resto del documento.

2.3) Resultados

2.3.1) Supervivencia de especies a la sumersion completa a corto y largo plazo

El andlisis de supervivencia de ocho especies de leguminosas bajo tratamientos de control, 5
dias de sumersion y 10 dias de sumersion reveld una variabilidad significativa entre especies
(Tabla 2.2). Todas las especies de Lotus—Lotus tenuis, Lotus corniculatus y Lotus
Jjaponicus—mostraron un 100% de supervivencia en todas las condiciones de estrés, lo que
demuestra una alta tolerancia a la sumersion, evaluada al final del experimento (28 dias
después de la desumersion). De manera similar, Trifolium repens y Trifolium fragiferum
mantuvieron una supervivencia del 100%. En contraste, Trifolium pratense mostrd
sensibilidad moderada, con tasas de supervivencia que bajaron al 70% en ambos tratamientos

de sumersion. Trifolium michelianum mostr6 una alta sensibilidad, con una disminucion de
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la supervivencia del 60% después de 5 dias de sumersion y al 10% después de 10 dias.
Melilotus albus fue la leguminosa forrajera mas sensible, mostrando una ausencia total de
supervivencia bajo sumersion. En las secciones siguientes, se presentaran los resultados de
la acumulacion de biomasa y la actividad fisioldgica de las hojas unicamente para las especies

que sobrevivieron.

Tabla 2.2. Porcentaje de supervivencia (%) de ocho especies de leguminosas, ordenadas de mayor a
menor supervivencia bajo los tratamientos de Control, sumersion de 5 dias y sumersion de 10 dias,
evaluadas al final del experimento (28 dias después de la desumersion).

Supervivencia (%)

Especies/ Tratamientos Control 5d-sumersion 10d-sumersion
Lotus tenuis 100 100 100
Lotus corniculatus 100 100 100
Lotus japonicus 100 100 100
Trifolium repens 100 100 100
Trifolium fragiferum 100 100 100
Trifolium pratense 100 70 70
Trifolium michelianum 100 60 10

Melilotus albus 100 0 0

2.3.2) Acumulacion de biomasa luego de la sumersion v su recuperacion

Inmediatamente después de la desumersion, los resultados de biomasa total para las tres
especies de Lotus y las tres especies de Trifolium bajo tratamientos de control, 5 dias de
sumersion y 10 dias de sumersion, revelaron patrones distintos (Fig. 2.1a, Tabla 2.3). Las
condiciones de control generalmente resultaron en tener la mayor acumulacion de biomasa
en la mayoria de las especies. En Lotus tenuis, la biomasa bajo 5 dias de sumersion fue un
23% menor que en el tratamiento de control, y un 31% menor bajo 10 dias de sumersion.
Lotus corniculatus y Lotus japonicus no mostraron diferencias significativas entre el control
y los 5 dias de sumersion, pero su biomasa fue 41% y 42% menor bajo 10 dias de sumersion,
respectivamente. Entre las especies de Trifolium, Trifolium repens mostrd una reduccion de
biomasa del 41% bajo 5 dias de sumersion y del 57% bajo 10 dias de sumersion. Trifolium
fragiferum tuvo una reduccion del 32% bajo 5 dias de sumersion y del 51% bajo 10 dias.
Trifolium pratense experimentd la mayor reduccion, con una biomasa 55% menor en ambos

tratamientos de sumersién en comparacion con el control.
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Durante la fase de recuperacion, los resultados de biomasa total mostraron una
capacidad de recuperacion diferencial entre las especies (Fig. 2.1b, Tabla 2.3). Lotus tenuis
no mostro diferencias significativas en su biomasa entre el control y el tratamiento con 5 dias
de sumersion, mientras que bajo 10 dias de sumersion su biomasa se redujo en un 47 %.
Lotus corniculatus mostr6 una biomasa aproximadamente 53% menor bajo 5 dias de
sumersion y 46% menor bajo 10 dias de sumersion. Lotus japonicus mostrd una disminucion
de biomasa del 8% y 52% bajo 5 y 10 dias de sumersion, respectivamente. Entre las especies
de Trifolium, Trifolium repens tuvo una biomasa 50% y 75% menor bajo 5 dias y 10 dias de
sumersion. Trifolium fragiferum mostrd una disminucion de aproximadamente 60% y 76%
en los mismos tratamientos. Trifolium pratense experiment6d la mayor reduccion, con una
biomasa aproximadamente 80% menor en ambos tratamientos de sumersion. En general, las
especies de Lotus demostraron una mejor tolerancia a la sumersion que las especies de

Trifolium, segin la evaluacion después del periodo de recuperacion de 28 dias.

Desumersion Recuperacion
3 3
H 1 H H 1 H 1 H : [ Control
a) H H H H 1 b) 1 1 1 H B 5d-sum.
' 1 : ' 1 a : 1 : 1 B 10d-sum
i i i i i T : i i a ! a b a
2 [ R S R 1 N B S (120 T S T A |
A U T I .
P2 ' a : : Pi b b i : : : :
b i tra if|b b b : . ga :
14 : b i b ! b 14 R i i
' ' b ' ' ' : b ! : :
: : : : : : : : c ! b !
| | i i | | s i i e
(%) (%] @ 2]
S S
22 2 w3 Se 55 &g 22 T 23 Se  §5 &g
B3<S 23 < S0 =0 Sc S 23 RS =0 =0 Sc
4% ¥8 38 £ €5 8¢ 4% ¥8 38 £8 £5 8¢
= = =w© = = = o

Figura 2.1. Biomasa total (g/planta, promedio = ES) de tres especies de Lotus y tres especies de
Trifolium después de la desumersion (a) y posterior recuperacion de 28 dias (b). Las barras grises
representan el tratamiento de control (Control), las barras violetas representan la sumersion de 5 dias
(5-d-sum.), y las barras verdes representan la sumersién de 10 dias (10d- sum.). Letras diferentes
denotan diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos dentro de cada especie.
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Tabla 2.3. Valores F del ANOVA de dos vias (factores: ‘especie’ y ‘tratamiento’) para la biomasa
total como respuestas a los tratamientos de las 6 especies de leguminosas forrajeras. ****: P <0,001;
*%: P<0,005; *: P<0,05. Los andlisis se realizaron por separado en los datos al final del periodo de
estrés y del periodo de recuperacion.

Periodo de estrés Periodo de recuperacion

Especies (Esp) Tratamiento (T)  Esp X T Especies (Esp) Tratamiento (T) EspxT

Total 3.717 57.59™" 2.07° 8.427" 72.69™ 2.58"

A, Los grados de libertad para cada fuente de variacion fueron: 5 (‘especie’), 2 (‘tratamiento’), 10 (‘especie X tratamiento’)
y 162 (‘error’).

2.3.3) El analisis de componentes principales separa a las especies de Lotus de las

especies de Trifolium en su recuperacion del estrés por sumersion

El grafico de Analisis de Componentes Principales (ACP) (Fig. 2.2a) ilustra la distribucion
de tres especies de Lotus y tres de Trifolium basadas en siete variables relacionadas con la
tasa de crecimiento relativo (TCR) de diferentes compartimentos de la planta (hojas, tallos,
coronas, raices, biomasa total, y agrupados en biomasa aérea y subterranea) durante los
tratamientos de sumersion completa. Para el periodo de sumersion, el primer componente
principal (CP1) explica el 72,5% de la variabilidad, mientras que el segundo componente
principal (CP2) explica el 17,2%, lo que suma un total de 89,7% de la varianza total. Lotus
tenuis y L. corniculatus estan posicionados hacia el lado derecho del grafico, asociados a
altos valores en las variables relacionadas con la biomasa, lo que indica una fuerte tolerancia
a la sumersion. Lotus japonicus se sitia mas cerca del origen, mostrando una asociacion
moderada con las variables de biomasa. En contraste, especies de Trifolium como Trifolium
repensy T. fragiferum se encuentran cerca del origen, pero ligeramente hacia el lado negativo
del CP1, lo que indica una tolerancia moderada. Trifolium pratense estd mas a la izquierda,
especialmente bajo condiciones de sumersion, resaltando su bajo rendimiento. Los
tratamientos de control estdn generalmente mas cerca de las variables de biomasa, lo que
indica un mejor rendimiento general, mientras que los tratamientos de sumersion de 5y 10
dias muestran un mayor desplazamiento, especialmente este tltimo estrés.

El ACP durante la fase de recuperacion (Fig. 2.2b) muestra que el primer componente

principal explica el 76,3% de la variabilidad, mientras que el segundo componente principal
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explica el 11,3%, sumando un total de 87,6% de la varianza total. Lotus tenuis y Lotus
corniculatus se sitian mas cerca de las variables relacionadas con la biomasa, lo que indica
un buen rendimiento en la recuperacion. Lotus japonicus se posiciona hacia la parte superior
derecha, asociado con altos valores en las coronas, lo que indica una recuperacion positiva.
En contraste, Trifolium repens y Trifolium fragiferum estan cerca del origen, lo que indica
una recuperaciéon moderada, mientras que Trifolium pratense se encuentra mas hacia la
izquierda, destacando su pobre rendimiento en la fase de recuperacion.

A lo largo de ambas fases, las especies de Lotus mantienen una asociacion mas
cercana con las variables relacionadas con la biomasa, lo que indica mejor tolerancia y
recuperacion. Lotus tenuis y L. corniculatus exhiben una fuerte recuperacion tras la
sumersion, mientras que L. japonicus muestra una mejora significativa durante la
recuperacion, particularmente en el mantenimiento del crecimiento de las coronas. En
contraste, las especies de Trifolium muestran un rendimiento moderado a bajo en condiciones
de sumersion, con leves mejoras durante la recuperacion. Trifolium repens 'y T. fragiferum
exhiben una recuperacion moderada, mientras que Trifolium pratense presenta
consistentemente un rendimiento mas bajo. En general, los graficos de ACP destacan la
superior tolerancia y recuperacion de las especies de Lotus en comparacion con las de

Trifolium bajo estrés por sumersion.
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Figura 2.2. Grafico de Analisis de Componentes Principales (ACP) que muestra las variables y
especies de Lotus y Trifolium bajo tratamientos de sumersion completa durante el periodo de estrés
(a) y tras un periodo de recuperacion de 28 dias (b). Los analisis se generaron utilizando siete variables
a través de la tasa de crecimiento relativo (TCR) de la biomasa total (BTotal), biomasa aérea (BAérea,
que incluye hojas, tallos y estolones para 7. repens), biomasa subterranea (BSubterranea, que incluye
coronas y raices), hojas (Hojas), tallos (Tallos), coronas (Coronas) y raices (Raices). Las especies de
Lotus estan representadas por triangulos: Lotus tenuis (LT), Lotus corniculatus (LC) y Lotus
Jjaponicus (LJ). Las especies de Trifolium estan representadas por cuadrados: Trifolium repens (TR),
Trifolium fragiferum (TF) y Trifolium pratense (TP). Los diferentes colores representan los
tratamientos: control en gris, sumersion de 5 dias en violeta y sumersion de 10 dias en verde. El
porcentaje de variabilidad explicada se indica en cada eje.
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2.3.4) Las respuestas fisiologicas foliares después de la desumersion indican una mejor

recuperacion en especies de Lotus en comparacion con especies de Trifolium

La conductancia estomatica vario segin la especie, en respuesta a los tratamientos de
sumersion a lo largo del tiempo tras la desumersion (interaccion especie x tratamiento y
tratamiento X tiempo ambas significativas; Tabla 2.4). Como era de esperar, dadas las
mejores respuestas de crecimiento, todas las especies de Lotus mostraron una conductancia
estomatica mas alta que el control (establecido en 100% para facilitar la comparacion) al
inicio de ambos tratamientos de desumersion (Fig. 2.3a, b, c¢). Sin embargo, a medida que
avanzaron los dias de recuperacion, los valores convergieron gradualmente hacia los del
control hasta el final del experimento. En las especies de Trifolium, la conductancia
estomatica fue menor (7. repens y T. pratense) o similar (7. fragiferum) a los controles, en
contraste con lo observado en las especies de Lotus (Fig. 2.3d, e, f). Posteriormente, los
valores se asemejaron a los controles y disminuyeron hacia el final del experimento, lo que

indica una recuperacion mas pobre en comparacion con las especies de Lotus.
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Figura 2.3. Conductancia estomatica en hojas jovenes completamente expandidas de especies de
Lotus (paneles superiores: (a) L. tenuis, (b) L. corniculatus y (c) L. japonicus)y especies de Trifolium
(paneles inferiores: (d) T. repens, (e) T. fragiferum y (f) T. pratense) durante el periodo de
recuperacion tras 5 y 10 dias de sumersion completa. Notese que los valores se presentan en relacion
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con los controles, establecidos en 100%, para facilitar la observacion de las respuestas a los
tratamientos. Los simbolos/lineas violetas representan la sumersion de 5 dias (5-d sumersion), y los
simbolos/lineas verdes representan la sumersion de 10 dias (10-d sumersion). Las barras dentro de
las subfiguras representan los valores porcentuales de DMS en relacion con el control, siendo 36%
para la interaccion especie * tratamiento y 33% para la interaccion tratamiento * tiempo. La
interaccion entre estos factores no fue significativa (ver Tabla 2.4).

El verdor foliar se midi6 en hojas apicales para evaluar los niveles de estrés, ya que
las hojas jovenes reflejan con mayor precision los sintomas de estrés severo. El verdor foliar
dependia de la combinacion de especies y tratamientos, y varié con el tiempo tras la
desumersion (Fig. 2.4; Tabla 2.4). Curiosamente, se encontrd que las especies de Lotus,
particularmente las sometidas a sumersion prolongada, exhibieron valores de verdor mas
altos que los controles durante al menos dos semanas después de la desumersion, lo que
indica una mayor concentracion de nitrogeno en las hojas jovenes de estas especies de Lotus
(Fig. 2.4a, b, c). Por el contrario, en las especies de Trifolium, los valores de verdor foliar
fueron mas bajos (7. repens y T. pratense; Fig. 2.4d, f) que los controles, lo que indica estrés

por sumersion, o fueron similares a los controles en 7. fragiferum (Fig. 2.4e).
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Figura 2.4. Verdor foliar en hojas jévenes/apicales de especies de Lotus (paneles superiores: (a) L.
tenuis, (b) L. corniculatus 'y (¢) L. japonicus)y especies de Trifolium (paneles inferiores: (d) 7. repens,
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(e) T. fragiferumy (f) T. pratense) durante el periodo de recuperacion tras 5y 10 dias de sumersion
completa. Notese que los valores se presentan en relacion con los controles, establecidos en 100%,
para facilitar la observacion de las respuestas a los tratamientos. Los simbolos/lineas violetas
representan la sumersion de 5 dias (5-d sumersion), y los simbolos/lineas verdes representan la
sumersion de 10 dias (10-d sumersion). Las barras dentro de las subfiguras representan los valores
porcentuales de DMS en relacion con el control, siendo 10% para la interaccion especie * tratamiento
y 15% para la interaccion especie * tiempo. La interaccion entre estos factores no fue significativa
(ver Tabla 2.4).

El rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm) y el flujo de absorcion de luz por
centro de reaccion (ABS/RC) en las hojas jovenes totalmente expandidas dependieron de la
combinacion de especies y tratamiento, y variaron con el tiempo después de la desumersion
(Tabla 2.4; Fig. 2.5 y 2.6). En las especies de Lotus, L. tenuis y L. japonicus exhibieron
valores de Fv/Fm consistentemente similares entre todos los tratamientos con variaciones
menores (Fig. 2.5a, b, ¢). L. corniculatus experimentd una notable disminucién en Fv/Fm
inmediatamente después de la desumersion, particularmente en el tratamiento de 5 dias, pero
rapidamente se recuperd a niveles similares al control. Entre las especies de Trifolium, T.
repens no mostro diferencias entre tratamientos en ninguna fecha posterior a la sumersion
(Fig. 2.5d). T. fragiferum mostré un aumento en Fv/Fm, especialmente en el tratamiento de
10 dias, pero demostrd una recuperacion a medida que todos los tratamientos convergieron
(Fig. 2.5e). T. pratense, la especie menos tolerante, experiment6 una caida inicial
pronunciada en Fv/Fm tras la desumersion, pero siguid una trayectoria de recuperacion

similar a la del control solo hacia el final del experimento (Fig. 2.5f).
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Figura 2.5. Rendimiento cuantico maximo de PSII (Fv/Fm) en hojas jévenes completamente
expandidas de especies de Lotus (paneles superiores: (a) L. tenuis, (b) L. corniculatus y (c) L.
Japonicus) y especies de Trifolium (paneles inferiores: (d) 7. repens, (e) T. fragiferum y (f) T.
pratense) durante el periodo de recuperacion tras 5 y 10 dias de sumersion completa. Los
simbolos/lineas grises representan el tratamiento de control, los simbolos/lineas violetas representan
la sumersion de 5 dias (5-d sumersion), y los simbolos/lineas verdes representan la sumersion de 10
dias (10-d sumersion). Las barras dentro de las subfiguras representan los valores de DMS (0,125)

para la interaccion especie * tratamiento * tiempo (ver Tabla 2.4).

En cuanto a ABS/RC (Fig. 2.6), T. pratense mostro la respuesta mas considerable,

con plantas previamente sumergidas exhibiendo valores superiores a los controles, lo que

indica sintomas de estrés prolongados al menos durante las primeras dos semanas después de

que el agua retrocedio. L. corniculatus y T. fragiferum mostraron valores altos de ABS/RC

para ambos tratamientos de sumersion (5 y 10 dias) en el primer dia de medicion después del

estrés, pero rapidamente se ajustaron a valores equivalentes a los controles durante el resto

del periodo de recuperacion.
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Figura 2.6. Flujo de absorcion de clorofilas antena por centro de reaccion (ABS/RC) en hojas jovenes
completamente expandidas de especies de Lotus (paneles superiores: (a) L. tenuis, (b) L. corniculatus
y (¢) L. japonicus) y especies de Trifolium (paneles inferiores: (d) T. repens, (e) T. fragiferumy (f) T.
pratense) durante el periodo de recuperacion tras 5 y 10 dias de sumersion completa. Los
simbolos/lineas grises representan el tratamiento control, los simbolos/lineas violetas representan la
sumersion de 5 dias (5-d sumersion), y los simbolos/lineas verdes representan la sumersion de 10 dias
(10-d sumersion). Las barras dentro de las subfiguras representan los valores de DMS (2,137) para la
interaccion especie * tratamiento * tiempo (ver Tabla 2.4).
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Tabla 2.4. Valores F del ANOVA de tres vias (factores: ‘especie’, ‘tratamiento’ y ‘tiempo’) para la
conductancia estomatica, Fv/Fm, ABS/RC y el verdor de las hojas de las plantas de las 6 especies de
leguminosas forrajeras en recuperacion tras los tratamientos de sumersion®. ***: P< 0,001; **: P<
0,01; *: P<0,05.

Variables Especies (Esp) Tratamiento (T) Tiempo Espx T Esp xtiempo T xtiempc  Esp x T x tiempo
Conductancia 20.00™" 12,72 1,47 258" 1.19 259" 0.98
estomatica
Verdor foliar 23.94™ 5.23" 12.15™ 10.93™ 1.93" 1.29 0.98
Fv/Fm 10.33™ 5.79" 87.67"" 3.92" 1.31 1.04 1.517
ABS/RC 6.98™" 0.38 48.73™ 5.67" 1.91° 2.74" 2.78"

A, Los grados de libertad para cada fuente de variacion fueron: 5 (‘especie’), 2 (‘tratamiento’), 10 (‘especie x tratamiento’).
4,20, 8,40y 180-255-258 (‘tiempo’, ‘especie x tiempo’, ‘tratamiento x tiempo’, ‘especie X tratamiento X tiempo’ y ‘error’
para conductancia estomatica, Fv/Fm y ABS/RC, respectivamente), 6, 30, 12, 60, 493 (‘tiempo’, ‘especie x tiempo’,
‘tratamiento x tiempo’, ‘especie x tratamiento X tiempo’ y ‘error’ para el verdor foliar).

2.4) Discusion

Los resultados demuestran que las especies de Lotus, en particular la especie L. fenuis,
exhiben una tolerancia superior a la sumersion completa y una mejor recuperacion en
comparacion con las tres especies forrajeras de Trifolium que sobrevivieron a la inundacion,
como lo separa el andlisis de componentes principales (ACP). Durante la fase de
recuperacion, las especies de Lofus mantuvieron una biomasa significativamente mayor y
mostraron mejores parametros fisioldgicos, a través de una mayor conductancia estomatica
y un aumento en la concentracion de clorofila (es decir, el verdor) en las hojas jovenes, junto
con una rapida recuperacion del rendimiento cudntico méaximo del PSII y el flujo de luz
absorbida por centro de reaccion. En contraste, 7. pratense, dentro de aquellas especies que
lograron recuperarse tras la sumersion, mostrd la peor tolerancia y recuperacion en estos
parametros fisioldgicos. Estos hallazgos indican que las especies de Lotus poseen
caracteristicas inherentes que les permiten tolerar y recuperarse del estrés por sumersion de
manera mas efectiva que las especies de Trifolium. Algunas especies, como Melilotus albus
y T. michelianum, demostraron ser intolerantes a la sumersion completa, marchitandose y
muriendo poco tiempo después de que el agua retrocediera. 7. michelianum muestra una

supervivencia comprometida a medida que aumenta la duracion de la sumersion. En las
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siguientes secciones se discuten los principales hallazgos, incluidos los mecanismos

novedosos de tolerancia y recuperacion frente a la sumersion y sus implicancias.

2.4.1) La supervivencia bajo sumersion completa varia entre las lesuminosas forrajeras

La supervivencia de las plantas es critica al considerar el establecimiento de pasturas y el
mantenimiento del stand en condiciones de estrés. La sumersion comprometio la
supervivencia de tres de las nueve especies en diferentes grados (Tabla 2.2): Melilotus albus,
Trifolium michelianum y T. pratense. Es importante destacar que el anegamiento y la
sumersion son estreses distintos, y las plantas pueden tolerar uno, pero no el otro. Por
ejemplo, 7. michelianum es considerado tolerante al anegamiento e incluso se utiliza como
control en evaluaciones de tolerancia en otras especies de leguminosas con tolerancia
desconocida (véase Striker et al. 2015 para Melilotus siculus, Kidd et al. 2020 para
Ornithopus spp. y Enkhbat et al. 2021 para Trifolium subterraneum). Sin embargo, los
resultados muestran que la supervivencia de 7. michelianum disminuye significativamente
cuando el periodo de sumersion se extiende de 5 a 10 dias, lo que provoca marchitamiento y
muerte sin reanudar su crecimiento. En contraste, 7. pratense, considerado sensible al
anegamiento (Striker y Colmer 2017), mostrd una tolerancia considerable a la sumersion en
este experimento, con un 70% de las plantas sobreviviendo tanto a los periodos de sumersion
de 5 dias como los de 10 dias. Por otro lado, M. albus, que se considera de tolerancia
intermedia al anegamiento (Rogers et al. 2008), demostrd ser completamente sensible a la
sumersion. Ninguna de las plantas de M. albus sobrevivid a los 5 ni a los 10 dias de sumersion
completa, sefialando a esta especie como inadecuada para areas propensas a inundaciones

que puedan llevar a la sumersion de las plantas.

2.4.2) Recuperacion superior tras la sumersion en Lotus spp. en comparacion con

Trifolium spp.

Las especies de Lotus, en particular L. fenuis, mostraron una notable recuperacion después
del retroceso del agua, lo que coincide con su reputacion de ser tolerante tanto al anegamiento
(Striker et al. 2005; 2011) como a la sumersion (Manzur et al. 2009; Striker et al. 2012; Di
Bella et al. 2020; Buraschi et al. 2024b). Esta especie experimentd la menor reduccion de

biomasa foliar al final de la sumersion, lo que favorecid el rebrote (74% y 50% respecto a
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los controles, después de 5y 10 dias de sumersion, respectivamente; Tabla S2.1), reforzando
la nocidn de que la biomasa foliar remanente es crucial para la recuperacion de L. fenuis tras
la sumersion completa (ver también Buraschi et al. 2024b). L. corniculatus y L. japonicus
fueron menos tolerantes que L. tenuis, pero todas las especies de Lotus mostraron una
biomasa final entre el 72% y el 52% respecto a los controles, lo que demostrdé un mejor
rendimiento que las especies de Trifolium, que solo alcanzaron entre el 38% y el 22% de la
biomasa en comparacién con los controles (Fig. 2.1). Este estudio indica que L. japonicus,
con su alta tolerancia a 5 dias de sumersion, es una especie modelo adecuada para estudiar
este estrés. L. japonicus ha emergido como un modelo para leguminosas, respaldado por
recursos genéticos disponibles como ecotipos, lineas mutantes, mapas genéticos y lineas
recombinantes endogamicas (Striker et al. 2014; Buraschi et al. 2020). Ademas, L. japonicus
esta estrechamente relacionado con las especies forrajeras de Lotus (Young et al. 2005), lo
que sugiere que los mecanismos descubiertos en esta especie pueden ser transferibles a otras
especies forrajeras relacionadas.

Entre las especies de Trifolium, T. repens mostr6 una tendencia a un mayor
crecimiento tras la sumersion, especialmente después de un estrés de corta duracion.
Trifolium fragiferum experiment6 una reduccion moderada en la biomasa, mientras que 7.
pratense mostré la recuperacion mas pobre, independientemente de la duracién de la
sumersion (Figs. 2.1 y 2.2). A diferencia de Lotus spp., la recuperacion diferencial en
Trifolium spp. no estuvo relacionada con diferencias en la biomasa foliar restante como
indicador de la fijacion de carbono potencial, ya que estos valores fueron similares entre las
especies: T. repens (65% y 61%), T. fragiferum (69% y 55%) y T. pratense (65% y 52% de
biomasa foliar en comparacion con los controles bajo 5 y 10 dias de sumersion,
respectivamente; Tabla S2.1). Un patron similar se observo en la biomasa de las raices, con
reducciones dentro de un rango similar entre las especies de Trifolium (65-69% de los
controles después de 5 dias y 52-61% de los controles después de 10 dias de sumersion; Tabla
S2.1). Por lo tanto, en lugar de un impacto en la cantidad de raices que sustentan la absorcion
de agua o en la biomasa foliar que fija carbono mediante la fotosintesis, el comportamiento
de recuperacion diferencial de estas especies probablemente esté mas relacionado con la
funcionalidad fisiologica de estos tejidos remanentes. Finalmente, la originalidad de estos

hallazgos se ve realzada por el hecho de que existe poca literatura sobre la recuperacion de



42

estas especies tras la sumersion, con la excepcion de Huber et al. (2009), quienes encontraron
que el rebrote de 7. repens y T. fragiferum después de la fragmentacion bajo inundacion
estaba influenciado por el tamafo de la planta, con entrenudos més grandes correlacionados

negativamente con la supervivencia y el crecimiento tras la fragmentacion.

2.4.3) Respuestas fisiologicas foliares durante la recuperacion explican la mejor

recuperacion de Lotus spp.

La superior tolerancia de las especies de Lotus a la sumersion puede atribuirse a varios
mecanismos fisioldgicos. La alta conductancia estomdtica observada en L. tenuis y L.
corniculatus tras la desumersion sugiere un restablecimiento rapido del equilibrio hidrico y
de la actividad fotosintética, lo cual es crucial para la recuperacion (Luo et al. 2009; 2011;
Striker y Ploschuk 2018). Ademas, los altos valores de Fv/Fm y los bajos valores de ABS/RC
indican una minima fotoinhibicion en estas especies, lo que permite un uso eficiente de la
energia durante el periodo de recuperacion (Figs. 2.5 y 2.6). Estos rasgos fisiologicos
probablemente contribuyen a la mayor acumulacion de biomasa observada, especialmente en
L. tenuis, durante la fase de recuperacion en comparacion con las especies de Trifolium. Asi,
se observo que luego de la sumersion de 10 dias, las tres especies de Trifolium mostraron,
durante la primera semana de recuperacion, una baja conductancia estomatica con respecto a
los controles, hecho que puede derivar en limitaciones estomaticas a la asimilacion de COa.

La evolucion de la conductancia estomatica tras la sumersion ha sido monitoreada en especies
de pastos (Striker y Ploschuk 2018); a diferencia de este estudio, donde las especies de Lotus
desumergidas presentaron valores iniciales incluso mas altos que los controles (valores que
luego se mantuvieron cerca de los niveles de control, Fig. 2.3), pastos sensibles como Bromus
catharticus y Dactylis glomerata no pudieron alcanzar una recuperacion completa incluso
dos semanas después de la desumersion. Ademas, entre las especies de Lotus, L. corniculatus
mostrd la recuperacion mas lenta de Fv/Fm, tardando 5 dias en alcanzar valores similares al
control. En contraste, entre las especies de Trifolium, T. pratense experimento fotoinhibicion
(bajos valores de Fv/Fm) durante 13 dias después del retroceso del agua. Sin embargo, es
notable que todas las especies de Lotus y Trifolium recuperaron sus valores de Fv/Fm al final
del periodo de recuperacion. Estos datos sugieren diferentes capacidades entre las especies
para recuperar la funcionalidad fotosintética. Esto es consistente con las observaciones de

Luo et al. (2009; 2011), donde Alternanthera philoxeroides (una maleza hidrofita perenne
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invasora C3) reanudo el crecimiento foliar tres dias después de la desumersion, acompafiado
de la restauracion de la capacidad fotosintética maxima, mientras que Hemarthria altissima

(un pasto perenne C4) tardé mas dias en alcanzar una recuperaciéon maxima.

2.4.4) La deficiencia de nitrogeno v su impacto en la fluorescencia de clorofila vy

fotosintesis

La deficiencia de nitrogeno es conocida por afectar la fluorescencia de clorofila y la
fotosintesis, reduciendo la eficiencia fotoquimica maxima del PSII, como se ha observado en
las leguminosas 7. alexandrinum y Sulla carnosa (Barhoumi 2024). La sumersion también
afecta la dindmica del nitrogeno en las hojas jovenes de especies de Lotus y Trifolium, como
lo indican los valores variables de SPAD después de la desumersion. En las especies de Lotus,
el verdor de las hojas, correlacionada con la concentracion de clorofila y utilizada como proxy
para el nitrégeno, fue mayor que en las plantas de control, particularmente en las primeras
dos semanas tras el tratamiento de sumersion de 10 dias (Fig. 2.4). Esta mayor concentracion
de nitrégeno podria explicar el mejor rendimiento fotosintético de Lofus en comparacion con
las especies de Trifolium, asi como la rapida recuperacion de la eficiencia fotoquimica
maxima (Fv/Fm) después de la desumersion. Este aparente aumento del nitrogeno en las
leguminosas de Lotus podria servir como un mecanismo que refuerza la recuperacion de la
planta frente el estrés y como un almacenamiento de nitrégeno removilizado de raices y hojas
senescentes para generar un crecimiento adicional.

En contraste, las especies menos tolerantes a la sumersion, como 7. pratense y T.
repens, mostraron, en promedio, valores mas bajos de verdor foliar, indicando un reducido
potencial para recuperar rapidamente su capacidad fotosintética. Esto podria estar vinculado
a lesiones por estrés en las hojas causadas por la acumulacion de especies reactivas del
oxigeno, lo que lleva a lesiones oxidativas en las membranas y pérdida de proteinas, como
se observo en T. pratense bajo estrés de hipoxia (Simova-Stoilova et al. 2012). Ademas, el
sistema radical mas reducido después de la sumersion (Tabla S2.1) podria haber disminuido
la captacion y el transporte de nitrégeno, lo que finalmente result6 en un menor verdor y, por
ende, en menores valores de nitrogeno foliar observados en tejidos jovenes. De manera
similar, se observo un bajo y persistente verdor en las hojas jovenes tras la desumersion en
el pasto Dactylis glomerata sensible a la sumersion (Striker y Ploschuk 2018). Se requiere

una investigacion adicional sobre la generacion del estrés oxidativo y el potencial de
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captacion de nitrogeno después de la sumersion para comprender efectivamente los

mecanismos detras de las consecuencias de este estrés.

2.5) Conclusion

Las especies de Lotus, especialmente L. tenuis, exhiben una superior tolerancia y capacidad
de recuperacion tras la sumersion completa en comparacion con las especies de Trifolium.
Esta mejor tolerancia se puede atribuir a varios mecanismos fisiologicos, incluyendo una
mayor conductancia estomatica al desumergirse, una rapida recuperacion del rendimiento
cuéantico maximo del PSII (Fv/Fm) y un aumento en la concentracion de nitrégeno (es decir,
verdor) en las hojas jovenes, lo que ayuda a la fotosintesis y al crecimiento después del estrés.
Lotus japonicus, como modelo de leguminosa, parece ser prometedora para estudiar
mecanismos especificos de tolerancia a la sumersion, que podrian transferirse potencialmente
a especies forrajeras de Lotus.

Desde una perspectiva practica, T. pratense no se recomienda para areas propensas a
inundaciones. 7. repens puede ser util en condiciones de inundacion a corto plazo, pero su
habito de crecimiento postrado puede resultar en sumersion incluso en aguas poco profundas.
L. corniculatus muestra una tolerancia intermedia y es mas prometedor debido a su mayor
altura. L. tenuis presenta una notable capacidad de recuperacion tras la sumersion, por lo que
su incorporacion en pasturas y pastizales naturales sometidos a inundaciones intensas puede
mejorar la resistencia y productividad de los sistemas de pastoreo. Finalmente, T.
michelianum y Melilotus albus no se consideran adecuadas para tolerar condiciones de
sumersion, ya sean de corta o larga duracion. Estos hallazgos informaran a los productores
ganaderos sobre la leguminosa forrajera Optima para una determinada textura de suelo y

condiciones topograficas en escenarios de riesgo de sumersion.



CAPITULO II1

Ajustes en el crecimiento de accesiones de Lotus
tenuis y L. corniculatus durante y luego de la
sumersion parcial y completa

Articulo derivado de este capitulo: Buraschi, F. B., Mollard, F. P. O., Di Bella, C. E., Grimoldi, A. A. y Striker,
G. G. 2024. Shaking off the blow: plant adjustments during submergence and post-stress growth in Lotus forage
species. Functional Plant Biology, 51: FP23172.
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3.1) Introduccion

La inundacion provoca una limitaciéon muy significativa para la produccién de cultivos y
forraje en todo el mundo, causando efectos perjudiciales en las plantas terrestres (Bailey-
Serres y Voesenek 2008; Colmer y Voesenek 2009; Voesenek y Bailey-Serres 2013). El
IPCC (2014) predice que el calentamiento global conducird a patrones climaticos mas
erraticos y a un aumento en la frecuencia e intensidad de las precipitaciones (Kundzewicz et
al. 2019). En consecuencia, se espera que aumente la presencia de diferentes grados de
sumersion de plantas en pastizales inundables. La sumersion completa es una de las
situaciones mas estresantes para las plantas en ambientes propensos a inundaciones
(Voesenek et al. 2006) ya que la rdpida disminucion del oxigeno y el cambio de un
metabolismo aerobico a uno fermentativo (Colmer y Voesenek 2009) pueden perturbar el
equilibrio energético de las plantas, lo que resulta en pérdidas de biomasa y, eventualmente,
la muerte de aquellos individuos sumergidos.

El género Lotus (Fabaceae) comprende a mas de 180 especies distribuidas en todo el
mundo (Pajuelo y Stougaard 2005). Algunas de estas especies se utilizan actualmente para
mejorar pastizales en entornos que son propensos a inundaciones, donde otras leguminosas
tradicionales como la alfalfa no prosperan (Dear et al. 2003). Se ha llevado a cabo el cultivo
selectivo para domesticar y mejorar leguminosas como Lotus tenuis 'y L. corniculatus. Estas
especies mostraron diferentes grados de tolerancia a suelos anegados (James y Crawford
1998; Striker et al. 2005; Teakle et al. 2006) y sumergidos (Striker et al. 2012; Di Bella et al.
2020), siendo L. tenuis la de mayor tolerancia a la deficiencia de oxigeno. Sin embargo, solo
se ha realizado un estudio para investigar las respuestas a la sumersion entre las accesiones
de Lotus (Di Bella et al. 2020). El mismo se centrd en los efectos de la sumersion completa
durante 7 dias en dichas especies que tenian 35 dias de edad y se cultivaban en una solucion
nutritiva. Este estudio identifico diferencias en la elongacion del tallo, el crecimiento
hiponastico del peciolo y la relacion entre la biomasa aérea y radical entre varias accesiones
(D1 Bella et al. 2020). Sin embargo, alin no se han estudiado los rasgos especificos que
contribuyen a la tolerancia a la sumersion y los mecanismos involucrados en la recuperacion
de las plantas a este estrés en las especies forrajeras de Lotus.

La asignacion de biomasa a diferentes 6rganos de las plantas estd influenciada por la

especie, la ontogenia y el ambiente (Poorter y Nagel 2000). Escenarios estresantes como la
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sumersion parcial y completa pueden alterar dicha asignacion de biomasa en las plantas
(Poorter et al. 2012). La relacion entre la parte aérea (vastago: hojas + tallos) y la raiz
(relacion véstago/raiz V/R) a menudo se utiliza para expresar los cambios en la asignacion
de carbono, indicando la distribucion de biomasa por encima y por debajo del suelo (Wilson
1988). Sin embargo, existe una limitacién conceptual en el uso de los valores de V/R.
Describir la asignacion en términos de solo dos compartimentos, al combinar tallos y hojas,
no reconoce las distintas funciones de estos 6rganos. Por ello, en este capitulo de la tesis, se
consideraron tres compartimentos: hojas, tallos y raices en los andlisis de asignacion,
siguiendo la sugerencia de Poorter y Nagel (2000). Este enfoque permite caracterizar dicha
asignacion utilizando fracciones que representan la biomasa de cada 6rgano en relacion con
el total de la planta: fraccion de biomasa de hojas (FBH), fraccion de biomasa de tallos (FBT)
y fraccion de biomasa de raices (FBR). El uso de las fracciones de biomasa ofrece otra
ventaja: son menos sensibles a cambios menores en la asignacién en comparacion con los
valores de V/R, especialmente cuando las raices contribuyen a una proporcion menor de la
biomasa total. Este aspecto es particularmente relevante para este estudio, ya que la
sumersion completa puede representar un severo impacto en el sistema radical de las plantas
de Lotus y también puede acelerar la senescencia de las hojas tras la re-oxigenacion luego de
la inundacién (Signorelli et al. 2013; Steffens et al. 2013; Nasrullah et al. 2022). En
consecuencia, la reanudacion del crecimiento después del estrés, expresada como la tasa de
crecimiento relativo post-sumersion (TCR), puede estar significativamente influenciada por
dos factores: la fraccion de hojas que contribuye a la fijacion actual de carbono y la fraccion
de raices que sobrevive a la sumersion, especialmente si la absorcion de agua es el principal
factor limitante. Por lo tanto, uno de los objetivos de este capitulo fue determinar qué fraccion
de 6rganos puede explicar mejor el proceso de recuperacion a la sumersion en las especies
forrajeras estudiadas.

La teoria ecoldgica clasica sugiere que existe un compromiso entre el crecimiento en
condiciones no limitantes y la tolerancia al estrés abidtico en las plantas (Chapin et al. 1993;
Weih 2001; Assmann 2013). Esto generalmente implica cambios en la asignacion de recursos
para optimizar el crecimiento de las plantas bajo diferentes condiciones ambientales. Esta
teoria sugiere que las plantas que crecen rapidamente en condiciones no estresantes son

menos capaces de tolerar el estrés abidtico, como la sumersion. Por el contrario, las plantas
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que muestran un alto crecimiento en condiciones estresantes tienen tasas de crecimiento mas
bajas cuando se encuentran en condiciones de crecimiento no estresantes. Como alternativa,
es posible que no se encuentre ninguna correlacion entre las caracteristicas inherentes de
crecimiento y la tolerancia a la sumersion, ya que los esfuerzos de mejoramiento genético
podrian haberse centrado no solo en accesiones tolerantes al estrés, sino también en aquellas
con una mayor productividad. Ademas, se ha observado que invertir recursos para mantener
el crecimiento durante la sumersion puede comprometer el crecimiento posterior en
condiciones drenadas, como se demostro en una accesion especifica de L. japonicus (MG20),
donde la senescencia acelerada de las hojas tras la re-oxigenacidon se asocié con una
recuperacion deficiente después de la sumersion completa (Striker et al. 2012). Para
investigar estas ideas en profundidad, se examinaron las respuestas de correlaciones de
diversas accesiones de Lotus corniculatus y L. tenuis cuando se expusieron tanto a
condiciones no estresantes (control) como a la sumersion. Este estudio también explor6 la
posible relacion entre las respuestas de crecimiento durante el estrés de la sumersion y la
recuperacion posterior al estrés, con un enfoque especial en investigar la idea de un
compromiso en el crecimiento entre diferentes periodos.

La seleccion adecuada de las especies es fundamental para lograr un rendimiento exitoso
de los pastizales en entornos caracterizados por una condicion de estrés predominante
(Nichols et al. 2010, 2012). Ademas, la seleccion de accesiones dentro de la misma especie
que tengan variabilidad en su respuesta a estreses especificos de diferentes intensidades,
como la sumersion parcial frente a la completa, también es fundamental para lograr un mejor
ajuste de los genotipos a las condiciones ambientales y del suelo. Esto ayudaria a determinar
una mejor adaptacion de estos materiales al entorno especifico en el que seran cultivados. Al
respecto, se encontraron ejemplos de variaciones interesantes en respuesta a la hipoxia, la
salinidad y su combinacidn en siete accesiones del pasto forrajero Festuca arundinacea
(Menon-Martinez et al. 2021). Estos hallazgos contribuyeron a recomendaciones especificas
para cada combinacion de estrés/entorno, resaltando la aptitud de las accesiones. Por lo tanto,
desde un punto de vista practico, explorar la tolerancia de diferentes accesiones de las
leguminosas de este estudio, que se utilizan cominmente con fines forrajeros, en diferentes

escenarios de sumersion (parcial vs. completa), puede ayudar a seleccionar los materiales
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mas adecuados para lograr una productividad optima en las condiciones predominantes de

los pastizales.

3.2) Materiales v métodos

3.2.1) Material vegetal v condiciones de crecimiento

Lotus tenuis Waldst. y Kit. ex Wild., comiinmente conocida como trébol de pie de pajaro de
hoja estrecha, es una leguminosa perenne con una temporada de crecimiento desde primavera
a verano. Tipicamente, tiene habito de crecimiento rastrero y posee una raiz pivotante bien
desarrollada con una extensa ramificacion lateral superficial. Los tallos tienen hojas
pentafoliadas, con dos de los foliolos en la base del peciolo que se asemejan a estipulas. Esta
especie desempefia un papel significativo como forraje en suelos propensos a inundaciones
y se ha naturalizado en diversas comunidades vegetales dentro de los pastizales de la Pampa
Inundable de Argentina (Striker et al. 2005, 2008). Se cultiva en areas donde las condiciones
del suelo pueden verse gravemente afectadas por la alcalinidad, la salinidad o las
inundaciones periddicas (Dear et al. 2003; Striker et al. 2011a; Escaray et al. 2012).

Lotus corniculatus L., comunmente conocida como trébol de pata de pajaro, es una
leguminosa perenne de vida corta a media. Es escasamente pubescente y puede presentar una
variedad de hébitos de crecimiento, desde rastrero hasta erguido. Tiene una raiz pivotante y
abundantes raices laterales, principalmente dentro de los primeros 60 cm de suelo, con la
capacidad de extenderse hasta 120 cm de profundidad. Los tallos emergen de las raices o de
los nudos basales después del pastoreo o la cosecha. Entre las especies de Lotus
domesticadas, L. corniculatus tiene la mayor importancia en la produccion de forraje. Esté
bien adaptada para tolerar ciertos niveles de salinidad, acidez, baja fertilidad y suelos mal
drenados (Dear et al. 2003; Striker et al. 2005; Escaray et al. 2012).

Ambas leguminosas forrajeras, L. tenuis y L. corniculatus, se seleccionaron para este
experimento. Estas especies se utilizan cominmente para enriquecer pastizales mediante la
incorporacién de leguminosas, y ademas algunas de ellas, como Lotus tenuis, se han
naturalizado en pastizales naturales de la Pampa Deprimida, proporcionando una fuente
importante de proteina en la dieta del ganado (Escaray et al. 2014; Antonelli et al. 2019). En

particular, L. tenuis ha colonizado de forma espontanea, ambientes bajos con anegamientos
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temporarios y suelos salino-sddicos, donde forma parte estable de la comunidad vegetal,
incluso sin intervencidn antrépica, lo que evidencia su naturalizacion en la regién (Rebuffo
1998; Escaray et al. 2012, 2014).

Especificamente, se eligieron cinco accesiones de L. tenuis (A: Aguape, L: Larrafiaga,
C: Chaja, P: Pampa INTA, E: Esmeralda) y cinco accesiones de L. corniculatus (N: Nilo, IN:
Inia Draco, SG: San Gabriel, K: Kontact, T: Toro) debido a su amplia difusion a campo y en
algunos casos su uso en investigacion (Manzur et al. 2009; Striker et al. 2012; Marinoni et

al. 2017, entre otros).

3.2.2) Diseiio experimental

La obtencion de plantas de las 10 accesiones de Lotus se realiz6 colocando semillas en placas
de Petri que contenian algodon y papel de filtro empapado en agua destilada. Luego, las
placas de Petri se colocaron en una cdmara de germinacion, con un régimen de temperatura
que alternaba diariamente entre 20°C y 30°C (Manzur et al. 2009). Dos plantulas de cada
accesion y especie se trasplantaron a macetas (0,6 L) llenas de un sustrato compuesto por un
50% de arena y 50% de material proveniente del horizonte superior de un suelo Natracuol
tipico y se llevaron a un invernaculo en la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Buenos Aires. Las plantulas se dejaron crecer en el invernaculo hasta alcanzar la etapa de
desarrollo de cinco hojas verdaderas antes de la aplicacion de los tratamientos.

Se aplicaron tres tratamientos a dichas plantas jovenes de 30 dias de edad durante un
periodo de 11 dias (periodo de estrés), siguiendo un disefio completamente aleatorizado con
diez repeticiones: (i) control (C) - riego diario para mantener la capacidad de campo, (ii)
sumersion parcial (SP) de las plantas, donde el nivel de agua alcanzaba aproximadamente la
mitad de la altura de las plantas (alrededor de 3-4 cm por encima del suelo), y (ii1) sumersion
completa (SC) de las plantas, con un nivel de agua sostenido a 5 cm por encima de la altura
de las plantas. Se utilizaron contenedores de pléstico (0,8 x 0,5 x 0,4 m de profundidad) para
facilitar la aplicacion de los tratamientos de sumersion y mantener niveles de agua
consistentes durante todo el periodo experimental.

Después del periodo de tratamiento de 11 dias, las macetas se retiraron de los
contenedores y se evaluo el crecimiento de las plantas durante 14 dias adicionales (periodo
de recuperacion). Durante este periodo, las macetas se regaron hasta la capacidad de campo,

lo que permitio evaluar su capacidad de recuperacion después de la exposicion a los



51

diferentes tratamientos de sumersion. Para evitar posibles variaciones en la luz solar o
gradientes de temperatura dentro del invernaculo que pudieran afectar los resultados, todas
las macetas se rotaron semanalmente durante el experimento. La temperatura diaria promedio

del aire en el invernaculo durante el experimento oscil6 entre 18°C y 25°C.

3.2.3) Variables medidas

Se hicieron las mediciones de las variables de respuesta al inicio (dia 0), después del periodo
de estrés (dia 11) y después del periodo de recuperacion (dia 25). Para cada periodo de
medicidn, se cuantificaron variables morfologicas, que incluyeron (i) el nimero de tallos, (ii)
la altura de la planta y la biomasa total de la planta dividida en (iii) biomasa de hojas, (iv)
biomasa de tallos y (v) biomasa de raices. Las plantas cosechadas se secaron en estufa a 80°C
durante 72 horas y se pesaron en una balanza de precision. Al separarlas en diferentes
compartimentos, se calculo la relacion de la parte aérea y radical (relacion vastago/raiz V/R)
y la relaciéon hoja-tallo (Hoja/Tallo) para cada tratamiento y periodo de cosecha. El
compartimento de la parte aérea incluy6 tanto a hojas como a tallos para el calculo de V/R.
La tasa de crecimiento relativo (TCR) de las plantas se determin6 para cada accesion bajo
los diferentes tratamientos y periodos experimentales (estrés y recuperacion) utilizando la

ecuacion desarrollada por Hunt (1982):

TCR (g g' d!) =[In(P2) - In(P1)] / (2 - t1)

En la ecuacion, P2 y P1 son los pesos secos de la biomasa vegetal correspondiente en los
tiempos 2 y 1| respectivamente, con el valor de P siendo el promedio de biomasa del
tratamiento (C, SP y SC), y t2 - t1 es el nimero de dias entre los tiempos de muestreo (es
decir, 11 dias para el periodo de estrés y 14 dias para el periodo de recuperacion). Se calculo
la TCR para las plantas enteras, asi como la TCR de los diferentes compartimentos de la
planta, incluyendo hojas, tallos y raices, lo que permitidé la comparacion de los efectos
diferenciales potenciales de los tratamientos en el crecimiento y la recuperacion de la

sumersion entre los 6rganos de la planta.
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3.2.4) Analisis estadisticos

Para describir y resumir los resultados subyacentes de los datos relacionados con las
respuestas a la sumersion y a la recuperacion de las accesiones de L. tenuis 'y L. corniculatus,
se utilizé un Anélisis de Componentes Principales (ACP). Las variables utilizadas en este
analisis comprendieron la tasa de crecimiento relativo (TCR) de varias variables de respuesta
de biomasa, incluida la biomasa total de la planta y la biomasa de componentes individuales
como hojas, tallos y raices. Ademas, se consideraron relaciones como la relacion entre la
parte aérea y laraiz (V/R) y la relacion hoja-tallo (Hoja/Tallo). Ademas, se tuvieron en cuenta
variables morfologicas como el niimero de tallos (N Tallos) (y su cambio con el tiempo (A
N Tallos)) y la altura de los tallos (H). Estas variables se evaluaron tanto para el periodo de
estrés como para el periodo de recuperacion, considerando tanto los escenarios de sumersion
parcial como completa.

Para analizar los posibles cambios en la asignacion de biomasa entre las especies de Lotus
causados por los tratamientos de sumersion (C, SP y SC), se utilizé un diagrama de cajas que
incluian todas las réplicas de plantas de cada accesion por especie. Este enfoque permitid
observar la variabilidad y distribuciéon de los datos, asi como realizar comparaciones de
medias mediante ANOV A seguido de pruebas post hoc de Tukey (p < 0,05). Este analisis se
realiz6 tanto para el periodo de estrés como para el periodo de recuperacion, lo que permitid
también evaluar el grado de ajuste realizado por las plantas durante el periodo posterior al
estrés. Dados los cambios observados en la asignacion de biomasa como resultado de los
tratamientos de sumersion, también se realizd un andlisis de regresion para explorar las
relaciones entre la tasa de crecimiento relativo (TCR) de la biomasa total durante el periodo
de recuperacion, incluida la fraccion de biomasa de hojas (FBH), la fraccion de biomasa de
tallos (FBT), la fraccion de biomasa de raices (FBR) y la relacion entre la parte aérea y la
raiz (V/R), todo medido en la etapa de desumersion (es decir, el periodo de recuperacion).
Las fracciones de biomasa se calcularon en funcién del porcentaje de hojas, tallos y raices en
relacion con la biomasa total para cada réplica de cada accesion (Poorter y Nagel 2000). Estos
porcentajes se promediaron posteriormente para cada tratamiento y periodo de tiempo, tanto

durante el periodo de estrés como durante el periodo de recuperacion. Estos analisis
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adicionales tenian como objetivo proporcionar informacién sobre las asociaciones entre los
patrones de asignacion de biomasa y el rendimiento general de recuperacion de las plantas.

Se utilizo el andlisis de regresion para examinar el posible compromiso entre la capacidad
de crecimiento intrinseca de las accesiones (medida como la TCR de los controles) y la TCR
bajo los tratamientos de sumersion, asi como la capacidad de recuperacion de los estreses. Y
por ultimo se investigd a través del analisis de la tasa de crecimiento relativo (TCR) a la
sumersion completa frente a la TCR bajo la sumersion parcial mediante un grafico de
cuadrantes. Este enfoque permitié observar simultdneamente las respuestas de las accesiones
a ambos estreses en relacion con la respuesta promedio. Los cuadrantes formados por las
lineas que representan las respuestas promedio facilitaron la identificacion de accesiones que
mostraron respuestas de TCR por encima o por debajo del promedio de la especie en estas
condiciones. Cabe destacar que comparar tanto los periodos de estrés como de recuperacion
permiti6 evaluar la consistencia en las respuestas de las accesiones. Este enfoque permite una
observacion clara y directa para evaluar si las accesiones demostraron tolerancia y respuestas
comparables tanto a la sumersion parcial como a la completa. Ademas, facilita la
identificacion de accesiones que eran adecuadas para escenarios especificos de sumersion,
segun su desempefio y adaptabilidad.

En todos los casos, se realizaron pruebas estadisticas y andlisis graficos utilizando
GraphPad Prism version 9.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California,
EE. UU.).

Nota: En las figuras y tablas, los valores numéricos con punto decimal (.) deben interpretarse
como si utilizaran coma decimal (,), de acuerdo con la convenciéon numérica empleada en el

resto del documento.
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3.3) Resultados

3.3.1) Agrupamiento de rasgos morfologicos v de crecimiento en la respuesta de Lotus

tenuis v L. corniculatus bajo tratamiento de sumersion

Durante el periodo de estrés, el ACP para la sumersion parcial (Figura 3.1a) mostrd que los
dos primeros ejes explicaron el 71% de la varianza total entre las accesiones basadas en los
rasgos medidos (véase también la Fig. S3.1 para respuestas en condiciones control). El
Componente Principal 1 (CP1) represent6 el 51% de la variacion y separ6 a las accesiones
con altas tasas de crecimiento relativo (TCR) para la biomasa total (BT), tallos, raices, hojas
y numero de tallos (N Tallos), agrupando predominantemente a las accesiones de L.
corniculatus. Por otro lado, el Componente Principal 2 (CP2) contribuy6 al 20% de la
varianza y distinguid eficazmente a las accesiones con altas relaciones vastago/raiz (V/R) y
altura de la planta (H, véase también la Fig. S3.2 para mas detalles sobre esta variable), que
estaban inversamente relacionadas con las relaciones hoja-tallo (Hoja/Tallo), agrupando
predominantemente a L. tenuis. Bajo sumersion completa (Fig. 3.1c), los dos ejes explicaron
el 70% de la varianza total. El primer eje (CP1) represent6 el 46% de esta varianza y
diferencio a las accesiones con alta TCR para la biomasa total (BT), hojas, tallos y nimero
de tallos (N Tallos). CP2 explico el 24% de la varianza y mostr6 asociaciones entre Hy V/R,
que estaban inversamente relacionadas con la relacion Hoja/Tallo. La distribucion de las
accesiones a lo largo del primer eje del ACP revel6 una mayor variacion para L. corniculatus

bajo sumersion parcial y para L. tenuis bajo sumersion completa (Fig. 3.1a, c).

Durante el periodo de recuperacion, el ACP mostré6 que los dos primeros ejes
representaron el 76% y el 70% de la varianza total para las plantas previamente sumergidas
tanto parcial como completamente, respectivamente (Fig. 3.1b, d). Los graficos muestran
claramente que un niimero significativo de accesiones de L. corniculatus se posicionaron en
el lado negativo del eje CP1, mientras que la mayoria de las accesiones de L. tenuis se
encontraron en el lado positivo del mismo eje, coincidiendo con los rasgos responsables del
crecimiento de las plantas (TCR). Este contraste distintivo entre las dos especies fue evidente
durante el periodo posterior al estrés y se mantuvo consistente para ambos tratamientos de

sumersion. Después de la sumersion parcial, la TCR de hojas, tallos y raices se asocio con la
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TCR de la biomasa total (BT). Por el contrario, el cambio en el nimero de tallos (A N Tallos)
y el nimero de tallos (N Tallos) estuvieron menos asociados con el crecimiento que durante
el estrés. La altura de la planta (H) y la V/R estuvieron inversamente relacionadas con la
relacion hoja-tallo (Hoja/Tallo) (Fig. 3.1b). Después de la sumersion completa, la TCR de
las raices se asoci6 con la TCR de los tallos (y menos con la TCR de hojas; Fig. 3.1d). El
numero de tallos y su cambio a lo largo del tiempo no estuvieron claramente asociados con
la acumulacion de biomasa (es decir, BT). Ademas, la altura de la planta y el V/R estuvieron
positivamente asociados, como se observo durante la recuperacion de la sumersion parcial,
pero no estuvieron relacionados con la relacion Hoja/Tallo (Fig. 3.1d). Del mismo modo,

sucedid con el control durante el mismo periodo de recuperacion (Fig. S3.1).
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Figura 3.1. Grafico de Analisis de Componentes Principales (ACP) que representaron variables y
accesiones de Lotus tenuis y L. corniculatus bajo tratamientos de sumersion parcial (a, b) y sumersion
completa (c, d) durante el periodo de estrés (a, ¢) y el periodo de recuperacion (b, d). Los graficos
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fueron generados utilizando 9 variables y 10 accesiones. Las variables analizadas incluyeron la tasa
de crecimiento relativo (TCR) de la biomasa total (BT), hojas (Hojas), tallos (Tallos) y raices
(Raices), asi como la variacion en el numero de tallos durante los periodos (A N Tallos), el numero
de tallos por planta (N Tallos), la relacion vastago/raiz (V/R), la relacion hoja:tallo (Hoja/Tallo) y la
altura de la planta (H). Las accesiones de L. tenuis fueron indicadas por triangulos violetas: Aguape
(A), Larraiaga (L), Chaja (C), Pampa INTA (P) y Esmeralda (E). Las accesiones de Lotus
corniculatus fueron representadas por circulos verdes: San Gabriel (SG), Nilo (N), Inia Draco (IN),
Kontac (K) y Toro (T). El porcentaje de variabilidad explicada se indica en cada eje.

3.3.2) Cambios en la asignacion de biomasa debido a los tratamientos de sumersion

Hubo variaciones en la asignacion de biomasa entre las diferentes partes de la planta
dependiendo del tratamiento de sumersion, asi como diferencias en la asignacion durante el
periodo de recuperacion (Fig. 3.2). En el caso de L. fenuis, la fraccion de biomasa de hojas
(FBH) disminuy6 un 13% debido a la sumersion parcial con respecto al control (p<0,05),
mientras que la sumersion completa no afecté significativamente la FBH (Fig. 3.2a). Después
del periodo de recuperacion, la FBH fue un 18% mas alta bajo sumersion completa en
comparacion con los otros tratamientos, mientras que las plantas parcialmente sumergidas
mantuvieron la FBH mas baja (34,6%) incluso 2 semanas después del periodo de estrés (Fig.
3.2a). La fraccion de biomasa de tallos (FBT) de L. fenuis fue un 17,8% mas baja en
sumersion completa en comparacion con el control y la sumersion parcial durante el periodo
de estrés (Fig. 3.2¢). Sin embargo, se recuperd durante el periodo posterior al estrés con todos
los tratamientos, mostrando valores similares para la FBT (33% a 35,5%). La fraccién de
biomasa de raices (FBR) no cambi6 significativamente con respecto al control (p>0,05)
debido a la sumersion durante el periodo de estrés, pero fue un 18,5% mas baja al final del
periodo de recuperacién para las plantas previamente sometidas a sumersion completa
(p<0,05), Fig. 3.2e).

En L. corniculatus, la FBH no se vio afectada por los tratamientos de sumersion
durante el periodo de estrés. Sin embargo, es de destacar que las plantas previamente
sumergidas completamente mostraron una FBH un 15,7% mas alta al final del periodo de
recuperacion (Fig. 3.2b). La FBT durante el periodo de estrés fue un 18.8% mas alta bajo
sumersion parcial, mientras que fue un 21,1% mas baja durante la sumersion completa en
comparacion con el control. Después del periodo de recuperacion, la FBT se mantuvo
ligeramente mas alta (8,5%) bajo sumersion parcial (Fig. 3.2d). La FBR fue un 18,6% mas

baja en sumersion parcial durante el periodo de estrés, sin diferencias significativas
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observadas entre los grupos de control y sumersion completa (p>0,05). Sin embargo, al final

del periodo de recuperacion, la FBR fue un 18,1% mas baja solo para las plantas previamente

sometidas a sumersion completa (Fig. 3.21).
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Figura 3.2. Fraccion de biomasa de hojas (a, b), fraccion de biomasa de tallos (c, d) y fraccion de
biomasa de raices (e, f) durante los periodos de estrés y recuperacion bajo condiciones de control (C),
sumersion parcial (SP) y sumersion completa (SC) en Lotus tenuis en color violeta (paneles
izquierdos) y L. corniculatus en color verde (paneles derechos). Las mediciones se presentaron
mediante diagramas de cajas, donde cada caja represento6 el 50% de los datos. La mediana se indico
con una linea horizontal dentro de cada caja, la media se denot6 con '+, y las barras que se extienden
desde cada caja representaron los percentiles 10 y 90. Las barras de error representaron valores por
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debajo del percentil 25 y aquellos que superaron el percentil 75 de los datos. Los datos de las
accesiones (10 repeticiones para cada una de las 5 accesiones, n=50) se obtuvieron para cada
tratamiento dentro de la especie. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos segun
la prueba de Tukey (p < 0,05) tanto para el periodo de estrés (letras minusculas) como para el periodo
de recuperacion (letras maytsculas) dentro de cada especie.

3.3.3) Correlacion entre la recuperacion de la sumersion v la asignacion de biomasa

Se observaron correlaciones interesantes entre las tasas de crecimiento relativo (TCR) del
periodo de recuperacion y las fracciones de biomasa analizadas (es decir, FBH, FBT y FBR)
o la relacion vastago/raiz (V/R) del periodo de estrés, especificamente en condiciones de
sumersion completa (SC) (Fig. 3.3). En cuanto a la reanudacion del crecimiento de las
plantas, hubo una correlacion opuesta con la FBH tras la desumersion (es decir, el periodo
de recuperacion) entre las dos especies de Lotus. En L. tenuis, un aumento en la proporcioén
de hojas al comienzo del periodo de recuperacion se asocid positivamente con una mayor
TCR (Fig. 3.3a). En contraste con los hallazgos en L. tenuis, hubo una correlacion negativa
entre estas variables en L. corniculatus, lo que sugiere que una mayor TCR se asocié con una
menor FBH (Fig. 3.3b). No se encontrd correlacion entre TCR y FBT tras la desumersion en
ninguna de las dos especies (Fig. 3.3c, d). Sin embargo, se observé una correlacion negativa
entre TCR y FBR, solo en L. tenuis (Fig. 3.3e, f). Como se esperaba, en L. fenuis las
correlaciones positivas y negativas entre TCR y FBH, asi como en FBR, se reflejaron en una
correlacion positiva con V/R tras la desumersion (Fig. 3.3g), no observandose asi en L.
corniculatus (Fig. 3.3h). Finalmente, no se observd correlacion entre la TCR para la
recuperacion de la sumersion parcial (SP) y ninguno de los posibles predictores de

crecimiento analizados (FBH, FBT, FBR o V/R) (Fig. S3.3).
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Figura 3.3. La tasa de crecimiento relativo (TCR) de plantas enteras de accesiones de Lotus tenuis
(paneles izquierdos) y L. corniculatus (paneles derechos) durante el periodo de recuperacion después
de 11 dias de sumersion completa se mostraron en funcion de la fraccion de biomasa de hojas (a, b),
la fraccion de biomasa de tallos (c, d), la fraccion de biomasa de raices (e, f) y la relacion vastago/raiz
(V/R) (g, h) en la desumersion (es decir, al final del periodo de estrés). Las letras indican las siglas
de las accesiones de L. tenuis en triangulos violetas: Aguape (A), Larrafiaga (L), Chaja (C), Pampa
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INTA (P) y Esmeralda (E), mientras que para L. corniculatus se indican con circulos verdes: San
Gabriel (SG), Nilo (N), Inia Draco (IN), Kontac (K) y Toro (T). Los pardmetros de las regresiones se
presentan dentro de cada grafico.

3.3.4) Evaluacion de las compensaciones en la tasa intrinseca de crecimiento en

condiciones de control v sumersion

Para L. tenuis, la relacion entre la TCR de las accesiones en condiciones no estresantes (C) y
la TCR bajo sumersion parcial (SP) fue positiva (Fig. S3.4a). Se observd una tendencia
similar, pero no fue estadisticamente significativa, bajo sumersion completa (SC) durante el
periodo de estrés (Fig. S3.4c). Sin embargo, durante el periodo de recuperacion, no hubo
asociacion entre el crecimiento intrinseco (es decir, TCR bajo condiciones control) y el
crecimiento de las plantas que se recuperaban de cualquiera de los tratamientos de sumersion
(Fig. S3.4e, g). En el caso de L. corniculatus, no se encontrd correlacion entre el crecimiento
inherente de sus accesiones (es decir, TCR de los controles) y la TCR de las plantas durante
o después de la sumersion. Esta falta de correlacion se mantuvo consistente tanto para los
tratamientos de sumersion parcial como completa, asi como durante los periodos de estrés y

recuperacion (Fig. S3.4b, d, fy h).

3.3.5) Variacion entre las especies v las accesiones de Lofus en respuesta a la

sumersion parcial v completa

En el caso de L. fenuis, hubo respuestas diferentes entre las accesiones entre los periodos de
estrés y recuperacion para la sumersion completa (SC) (Figura 3.4a, b). Las accesiones
Aguape (A) y Chaja (C), que inicialmente mostraron un crecimiento por encima del promedio
bajo la sumersion completa (SC) (Fig. 3.4a), mostraron un bajo crecimiento durante el
periodo de recuperacion (Fig. 3.4b). Por otro lado, la accesion Pampa INTA (P), a pesar de
tener la menor tasa de crecimiento relativo (TCR) durante el periodo de estrés, se convirtid
en la accesion mas prometedora en cuanto a la recuperacion luego de la sumersion completa.
En esta especie, las respuestas de las accesiones fueron mas consistentes para la sumersion
parcial (SP), mostrando una alta TCR durante el periodo de estrés y también teniendo un
buen desempeiio después del periodo de recuperacion. Es importante destacar que, durante

la recuperacion, ninguna de las accesiones de L. fenuis mostrd un comportamiento claramente
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negativo en términos de TCR bajo sumersion parcial o completa (Fig. 3.4b, espacio vacio en
el cuadrante --), como se observo en el periodo anterior.

En el caso de L. corniculatus, hubo respuestas mas contrastantes entre las accesiones a la
sumersion completa (SC) en comparacion con la sumersion parcial (SP) en términos del
rango de variabilidad en TCR (Fig. 3.4c, d). Llamativamente, ninguna de las accesiones
demostrd la capacidad de desempefiarse apropiadamente en ninguno de los escenarios de
sumersion cuando se evaluaron después del periodo de recuperacion (Fig. 3.4d, espacio vacio
en el cuadrante ++). En cuanto a la sumersion parcial, la variacion entre las accesiones
observadas durante el periodo de estrés (indicada por la dispersion de puntos en el eje x)
practicamente se elimind después del periodo de recuperacion. Las accesiones mostraron
respuestas en la TCR muy similares, con excepcion de Inia Draco (IN) que consistentemente
mostr6 una TCR por encima del promedio para la sumersion completa en ambos periodos de
estrés y recuperacion. Sin embargo, dicha accesion tuvo una TCR por debajo del promedio
cuando se sometid a la sumersion parcial. Se observé un caso similar con San Gabriel (SG),
pero en el caso de la sumersion parcial mostrd un buen desempefio bajo esta condicion, pero
no bajo la sumersion completa después de considerar el periodo de recuperacion. Los
resultados para L. corniculatus indican un compromiso entre las accesiones con respecto a
su capacidad de recuperacion a la sumersion completa (Fig. 3.4d, cuadrante -+) en

comparacion con su recuperacion a la sumersion parcial (Fig. 3.4d, cuadrante +-).



62

PERIODO DE ESTRES PERIODO DE RECUPERACION
a) L. tenuis b) L. tenuis
01074 : +H 010 F ' ++
] A —|—nP—
—~ 0.08 : + —~ 0.08 :
5 ! 5 :
A \n E 1
> 0.06- o 0.06—-____-+C ........
) ) ;ﬂf
----------- L
3 0.041 3 0.041 .
14 o —A—+—'
O O '
F  0.021 I F  0.02 P LA
F + ! +
0.00 : . . i 0.00+—— — —=
010 0.13 0.15 0.18 0.20 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
TCRSP(gg'd™ TCRSP(gg'd"
0.10 c) L. corniculatus 0.10 d) L. corniculatus
' : ++ -+ ++
]
—~ 0.08 I —~ 0.08 +
© ' 5 IN
> 0.061 e ‘> 0.06
2 v )
3 0.04- . B 0041----TJamf=--mmmmmmn-
4 . o
O ] O
F  0.021 ' F  0.021
]
]
0.004==— .' —F = 0.00+—=—+—"+——F=
010 013 015 0.18 0.20 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
TCRSP(gg'd™" TCRSP(gg'd")

Figura 3.4. Tasa de crecimiento relativo (TCR) de plantas enteras de accesiones de Lotus tenuis 'y L.
corniculatus durante (a, c) o recuperandose de (b, d) la sumersion completa (SC), graficada en funcion
de la TCR de las mismas accesiones durante (o recuperandose de) la sumersion parcial (SP). Las
accesiones de L. fenuis estan representadas por A (Aguape), L (Larrafiaga), C (Chaja), P (Pampa
INTA) y E (Esmeralda), indicadas por tridngulos violetas, mientras que las accesiones de L.
corniculatus estan representadas por las siglas SG (San Gabriel), N (Nilo), IN (Inia Draco), K
(Kontac) y T (Toro), indicadas por circulos verdes. Las lineas verticales discontinuas indican la TCR
promedio de las plantas bajo SP, mientras que las lineas horizontales discontinuas representan la TCR
promedio de las plantas bajo SC, ya sea durante el estrés o durante la recuperacion. Los cuadrantes
conformados por estas lineas permitieron observar accesiones que muestran respuestas de TCR ya
sea por encima o por debajo del promedio de la especie bajo estas condiciones.
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3.4) Discusion

Este capitulo identifico las variables principales que afectan la tolerancia de varias accesiones
de las leguminosas forrajeras Lotus tenuis y L. corniculatus ante diferentes niveles de
sumersion parcial y completa de las plantas. También se centré en identificar los principales
rasgos de crecimiento/asignacion de biomasa que ayudan en la recuperacion de estas plantas
de tales situaciones de estrés. En primer lugar, los analisis de componentes principales
mostraron que los pardmetros de crecimiento durante la sumersion estaban asociados con las
accesiones de L. corniculatus, mientras que durante la recuperacion estaban en su mayoria
asociados con las accesiones de L. fenuis (Fig. 3.1). En segundo lugar, en L. tenuis la
recuperacion de la sumersion completa se correlaciond positivamente con la fraccion de
biomasa de hojas y negativamente con la fraccion de biomasa de raices al comienzo de la
recuperacion, mientras que se observo el patron opuesto en L. corniculatus (Fig. 3.2y 3.3).
En tercer lugar, no hubo un compromiso entre la capacidad inherente de crecimiento de las
accesiones y su tolerancia a la sumersion o capacidad de recuperacion (Fig. S3.4). Por tltimo,
el crecimiento de las accesiones bajo sumersion parcial diferia de su crecimiento bajo
sumersion completa (Fig. 3.4). Es importante destacar que L. fenuis presentd materiales mas
prometedores capaces de tolerar ambas situaciones de sumersion en comparacioén con L.

corniculatus.

3.4.1) Comportamientos contrastantes de Lotus tenuis v L. corniculatus durante el

periodo de recuperacion

La evaluacion del comportamiento de las plantas en respuesta a la sumersion debe considerar
tanto el estrés como el posterior periodo de recuperacion. Es durante este ultimo periodo que
se puede determinar la verdadera tolerancia a la sumersion (Striker 2012b). Este estudio
evidencid que las especies se diferenciaron claramente durante el periodo de recuperacion.
Todas las accesiones de L. fenuis (excluyendo a Aguapé) se agruparon junto con las variables
que explicaron el crecimiento (como las tasas de crecimiento relativo de la planta y sus
compartimentos), mientras que las accesiones de L. corniculatus se ubicaron en cuadrantes
opuestos. Por lo tanto, el comportamiento en respuesta a la sumersion difiere entre las
especies, aunque se puede encontrar cierta variabilidad entre las accesiones dentro de ellas.

Comparar estos resultados es un desafio debido a la disponibilidad limitada de estudios que
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hayan implementado tratamientos de sumersion en multiples accesiones de estas especies.
Solo un estudio de este tipo, realizado por Di Bella et al. (2020), esta disponible para su
comparacion. Sin embargo, estos hallazgos muestran un amplio rango de variabilidad entre
estas cinco accesiones con respecto a la tasa de crecimiento relativo (TCR) durante el periodo
de recuperacion, con valores que van desde moderados hasta altos (es decir, 0,032 0,09 g g
!'d™"). Esta variabilidad concuerda con las observaciones realizadas por Di Bella et al. (2020)
para diez accesiones de L. tenuis, a pesar de las diferencias en las accesiones especificas
estudiadas y el enfoque de su investigacion en el periodo de sumersion mas que en la
recuperacion. Ademads, otros estudios proporcionan conocimientos valiosos sobre las
respuestas individuales de accesiones especificas, lo que permite hacer comparaciones
significativas. La alta capacidad de las accesiones de L. tenuis Pampa INTA (P), Chaja (C)y
Larrafaga (L) para recuperarse de la sumersion parcial coincide con hallazgos previamente
reportados (Striker et al. 2005; Teakle et al. 2006; Antonelli et al. 2019), asi como la
capacidad de Pampa INTA (P) para recuperarse de la sumersion completa (Striker et al.
2012). Por otro lado, la escasa capacidad de las accesiones de L. corniculatus para
recuperarse tanto de la sumersion parcial como de la sumersion completa concuerda con los
hallazgos de estudios previos sobre la accesion San Gabriel (SG), donde la acumulacion de
biomasa se redujo en un 41-67% en comparacion con los controles (Striker et al. 2005, 2012;
Antonelli et al. 2019), valor consistente con el registrado en el Capitulo II para este mismo
cultivar. Estos hallazgos proponen a L. tenuis como altamente tolerante y L. corniculatus
como moderadamente tolerante a la sumersion parcial o completa, y que ello se debe a su
distinta capacidad de recuperacion. Sin embargo, se debe considerar que L. corniculatus
muestra una mejor calidad forrajera, con una mejor asimilacion de proteinas, una reduccion
de la fermentacion entérica y una disminucion del timpanismo del ganado (Sivakumaran et

al. 2006; Escaray et al. 2012).
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3.4.2) Cambios en la asignacion durante la sumersion afectan la recuperacion de las

plantas

La asignacion de biomasa entre hojas, tallos y raices mostrd variaciones en respuesta a la
sumersion parcial, revelando patrones generales dentro de las especies (Fig. 3.2).
Especificamente, en el caso de L. tenuis, la fraccion de biomasa asignada a las hojas (FBH)
disminuyd debido a la sumersion parcial, con una ligera tendencia hacia una mayor fraccion
de biomasa en tallos (FBT), y no se observaron cambios aparentes en la fraccion asignada a
las raices (FBR). En L. corniculatus, la FBT aument6 debido a la sumersion parcial, pero a
expensas de la FBR. El aumento en la fraccion de biomasa de tallos puede considerarse una
asignacion estratégica de recursos por parte de las plantas, con el objetivo de promover un
crecimiento mas alto de la planta, lo que aumenta la probabilidad de posicionar una mayor
proporcion de hojas por encima de la superficie del agua para una fijacion efectiva de
carbono. Esta nocion esta respaldada por estudios realizados por Striker et al. (2005) en estas
especies de Lotus y Striker et al. (2019) en 15 accesiones de Melilotus siculus. Ademas, Di
Bella et al. (2020) observaron un aumento en la tasa de crecimiento de tallos primarios
después de la sumersion parcial en varias accesiones de L. tenuis y una accesion de L.
corniculatus, 1o que respalda ain mas esta hipotesis.

La sumersion completa resultd en cambios significativos en la asignacion de biomasa
en ambas especies de Lotus. Bajo la sumersion completa, la FBH aument6 levemente,
mientras que la FBR se redujo ligeramente en comparacion con otros tratamientos en ambas
especies. Estos patrones probablemente estén relacionados con la inversion prioritaria de la
planta en la biomasa de las hojas para respaldar la fijacion de carbono (Striker et al. 2014),
lo que ayuda en la recuperacion de la planta a expensas de la proporcion de raices. Esta ligera
reduccion en la fraccion de raices no parece comprometer el equilibrio hidrico de las plantas
(cf. Buraschi et al. 2020, capitulo IV). Interesantemente, se encontrd variacion en las
fracciones de biomasa entre diferentes accesiones, que se correlacion6 con su capacidad de
regeneracion después del estrés de la sumersion (Fig. 3.3). Especialmente para L. tenuis, que
es tolerante a la sumersion, las accesiones que mostraron un aumento en FBH, una
disminucién en FBR o una alta relacion véstago/raiz (V/R) tuvieron un crecimiento mas
consistente después de la sumersion completa. Estos hallazgos indican que la asimilacion de

las hojas restantes desempeiia un papel crucial en la recuperacion posterior a la sumersion.
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Esta respuesta se alinea con observaciones en otras especies tolerantes a la sumersion, como
Phalaris aquatica (Striker y Ploschuk 2018), Hemarthria altissima (Luo et al. 2009) y
Chloris gayana (Striker et al. 2017). Por lo tanto, en este estudio se resalta la importancia de
las hojas funcionales restantes en mejorar la capacidad de recuperacion de las plantas
previamente sumergidas.

En el caso de L. corniculatus, que es menos tolerante a la sumersion, no se observaron
relaciones significativas en la mayoria de las fracciones de biomasa de la planta (FBT, FBR,
V/R), excepto por una correlacion negativa entre FBH y el crecimiento en la recuperacion.
Sin embargo, se cree que es poco probable que esta correlacion se deba a la funcionalidad de
las hojas o a las relaciones hidricas de las plantas. En este sentido, el rango limitado de
flexibilidad para modificar la relacion vastago/raiz bajo la sumersion completa (V/R que
varia de 1 a 2), en comparacion con L. fenuis (V/R que varia de 1 a 4), respalda esta idea.
Esto sugiere que la proporcion de transpiracion a absorcion de agua, estimada por V/R, no se
veria significativamente afectada en L. corniculatus. Por lo tanto, es mas plausible que la
funcionalidad deteriorada de las hojas en términos de asimilacion de carbono influya en el
pobre rendimiento de las plantas durante el proceso de recuperacion. Para obtener una
comprension mas profunda de las capacidades de recuperacion contrastantes de la sumersion
completa en L. tenuis y L. corniculatus, se recomienda explorar sus respectivas habilidades
para lidiar con las especies reactivas de oxigeno (ROS), ya que estas se producen después de
la desumersion durante el dafio post-anoxico (Sasidharan et al. 2018). La realizacién de
futuros estudios que comparen la produccién de ROS y la mitigacion del dafio oxidativo entre
estas especies ofreceria informacion valiosa para esclarecer este aspecto. Ademas, cabe
destacar que se han observado diferencias entre genotipos dentro de estas especies de
leguminosas en términos de la acumulacidon de antocianinas y otros flavonoides cuando se
exponen a diversos estreses abiodticos (por ejemplo, frio, salinidad; Escaray et al. 2019). En
este sentido diversos estudios transcriptomicos en especies como maiz, Rumex, Arabidopsis,
Brachypodium y arroz han asociado la modulacion de las ROS con la tolerancia al estrés
abidtico (Rivera-Contreras et al. 2016; Yeung et al. 2018; Jia et al. 2021; Yang et al. 2023),
lo que respalda la hipdtesis de que investigar el papel de estos compuestos en la recuperacion

tras la sumersion podria ser especialmente relevante.
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3.4.3) Las accesiones tolerantes de Lotus a la sumersion completa difieren de las

tolerantes a la sumersion parcial

La tolerancia a la sumersién parcial y completa mostrd variacion entre las diferentes
accesiones, y las respuestas de estas discreparon al evaluarse al final del periodo de estrés o
al final de la recuperacion. Esta observacion respalda aun mas la idea de que la tolerancia
debe determinarse evaluando las plantas después de que hayan tenido la oportunidad de
recuperarse del estrés (Striker 2012b; Sasidharan et al. 2017). Con respecto a L. tenuis, las
accesiones con la tasa de crecimiento relativo (TCR) mas alta (Aguape) y mas baja (Pampa
INTA) durante la sumersion completa mostraron un comportamiento opuesto durante el
periodo de recuperacion. Curiosamente, estas mismas accesiones mostraron una TCR por
encima del promedio cuando estaban parcialmente sumergidas en ambos periodos de estrés
y recuperacion. Ademas, entre todas las accesiones examinadas, Pampa INTA (P) mostré
consistentemente una TCR por encima del promedio para ambos tipos de estrés, lo que la
convierte en una candidata excepcionalmente prometedora para sitios propensos a suftir
diferentes intensidades de inundacion. Esta accesion ha demostrado una flexibilidad notable,
ya sea a través de una elongacion vigorosa de los tallos para evitar la sumersion parcial o una
estrategia quiescente cuando estd completamente sumergida, a expensas del uso de las
reservas almacenadas (Manzur et al. 2009). La posesion de estas estrategias de crecimiento
alternativas puede ayudar a comprender el potencial de las accesiones para tener éxito en
entornos caracterizados por profundidades de inundacidén impredecibles.

En el caso de L. corniculatus, ninguna de las accesiones mostro tolerancia a ambas
situaciones cuando se evaluaron al final del periodo de recuperacion. Sin embargo, hubo
accesiones que exhibieron una interesante tolerancia a la sumersion parcial, como San
Gabriel (SG) y Toro (T), y otras accesiones que mostraron una buena recuperacion de la
sumersion completa, como Inia Draco (IN). Esto indica que, para estas accesiones, que se
utilizan cominmente en condiciones de campo (Rebuffo 1998; Artola et al. 2003; Antonelli
et al. 2019), el proceso de seleccion implica un compromiso al elegir materiales
especificamente adecuados para la sumersion parcial o completa, pero no para ambas
simultaneamente. Estos hallazgos generales concuerdan con la reputacion de la especie de
tener una tolerancia intermedia al exceso de agua en comparacion con L. tenuis (Striker et al.

2005; 2012; Teakle et al. 2006; Antonelli et al. 2019).
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Finalmente, la variacién genética desempena un papel crucial en la seleccion de
materiales con una mayor tolerancia abidtica en cultivos forrajeros, como el exceso y la
deficiencia de agua, a través de programas de mejoramiento genético (Chapman et al. 2012).
En este estudio, se demostrd evidencia que desafia el supuesto equilibrio entre la capacidad
intrinseca de crecimiento de una planta en condiciones no estresantes (es decir, controles) y
su respuesta al crecimiento cuando se enfrenta al estrés inducido por la sumersioén (Chapin et
al. 1993; Weih 2001). Sorprendentemente, estos hallazgos no revelan una correlacion
aparente entre estos dos rasgos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que esta falta de
correlacion no debe percibirse como una informacion negativa ya que la seleccidon genética
para aumentar la tolerancia al exceso de agua no necesariamente comprometeria el potencial

de crecimiento en ausencia del estrés.

3.5) Conclusion

Mientras que L. corniculatus presentd una mayor sensibilidad al estrés por sumersion, L.
tenuis mostrd una capacidad superior de recuperacion, lo cual refleja distintas estrategias de
tolerancia dentro del género. A su vez, dentro de L. fenuis, se observd una correlacion positiva
entre la recuperacion después de la sumersion y la fraccion de biomasa de hojas, mientras
que se notd una relacion inversa con la fraccion de biomasa de las raices. Contrariamente, L.
corniculatus demostrd la tendencia opuesta para la fraccion de biomasa de hojas. Una
observacion prometedora fue la ausencia de correlacion entre la capacidad de crecimiento
intrinseca (en ausencia de estrés) y la tolerancia a la sumersion parcial y completa, o la
capacidad de recuperacion, lo que indicaria que la seleccion de una mayor tolerancia no
afectaria negativamente el potencial de crecimiento. Ademads, una accesion de L. tenuis
mostrd tolerancia tanto a la sumersion parcial como a la completa, lo que la posiciona como
candidata ideal para crecer en areas propensas a inundaciones de profundidad incierta de
agua. En contraste, las accesiones de L. corniculatus fueron mas habiles para manejar solo la
sumersion parcial. Estos hallazgos ofrecen perspectivas valiosas que podrian mejorar
significativamente la produccion de forraje en areas propensas a inundaciones y ayudar en la

seleccion de accesiones de Lotus mejor adaptadas a condiciones de inundacidn especificas.



CAPITULO IV

Recuperacion de la sumersion completa de
accesiones de Lotus japonicus con diferente relacion
vastago/raiz

Articulo derivado de este capitulo: Buraschi, F. B., Mollard, F. P., Grimoldi, A. A., y Striker, G. G. 2020.
Eco-physiological traits related to recovery from complete submergence in the model legume Lotus
Japonicus. Plants, 9: 538.
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4.1) Introduccion

La sumersion completa se da a cabo cuando las aguas de inundaciéon aumentan a un nivel en
el que los vastagos de las plantas permanecen completamente bajo el agua, siendo uno de los
escenarios mas estresantes que las plantas se enfrentan en ambientes propensos a inundarse
(Voesenek et al. 2006). Frente a este estrés, se han reconocido dos estrategias generales de las
plantas: (i) la "estrategia de escape" y (ii) la "estrategia de quiescencia" (Bailey-Serres y
Voesenek 2008; 2010; Striker et al. 2012). La primera implica el alargamiento de los tallos
para restablecer el contacto de las hojas con la atmosfera y asi las plantas obtener una mejor
oportunidad de sobrevivir bajo una sumersion poco profunda o superficial de largo plazo
(mayor a una semana). La estrategia de "quiescencia" se basa en mantener un metabolismo
basal con minimo gasto de la energia, sin alargamiento de los tallos, donde por lo general se
adopta esta estrategia para hacer frente a una sumersion profunda de corto plazo (menor a una
semana), dado que la emergencia de los tallos representa un alto costo energético que podria
comprometer la recuperacion posterior de la planta (Colmer y Voesenek 2009; Voesenek y
Bailey-Serres 2013). Por lo tanto, en escenarios de sumersion profunda y de corto plazo con
bajo contenido de CO:2y/o poca luz, las plantas rara vez crecen, sino que priorizan sobrevivir
hasta que el agua retroceda y logren reanudar su crecimiento. La reanudacion del crecimiento
vigoroso después de experimentar una sumersion completa indica la capacidad de
recuperacion de las especies/genotipos/accesiones (Striker 2012b). Las respuestas de las
plantas durante la sumersion se han estudiado y documentado ampliamente (Fukao et al. 2006;
2019; Bailey-Serres y Voesenek 2008; Hattori et al. 2009; Nagai et al. 2010), mientras que las
respuestas de las plantas después del retroceso del agua (es decir, la fase de recuperacion) esta
siendo abordada recientemente (ver Yeung et al. 2018; 2019 para Arabidopsis thaliana,
Buraschi et al. 2024b para Lotus tenuis y L. corniculatus entre otros).

Las leguminosas forrajeras son un componente importante de las pasturas y de los
pastizales naturales. Algunas especies del género Lotus se utilizan para mejorar las pasturas en
ambientes estresantes, principalmente Lotus corniculatus y L. tenuis, las cuales se utilizaron
como especies de estudio mas arriba siendo tolerantes ante eventos de inundacion (Ver
capitulo IIT) (James y Crawford 1998; Striker et al. 2005, 2012; Buraschi et al. 2024b). Hace
unos afos, L. japonicus, que esta estrechamente relacionada taxondmicamente con estas

especies forrajeras (Young et al. 2005), surgié como especie modelo para las leguminosas
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debido a que es una planta pequefia con un corto tiempo de generacion, facil de cultivar y
susceptible a la transformacion genética. Por lo tanto, se desarrolld un conjunto de recursos
genéticos, incluidos ecotipos, mutantes y lineas endocriadas recombinantes (RILs) (Jiang y
Gresshoff 1997; Mun et al. 2016). Estudios anteriores mostraron que las plantas adultas de esta
especie podrian tolerar tres semanas de anegamiento (Striker et al. 2014) y hasta 12 dias de
sumersion en el estadio de plantulas (Striker et al. 2012). Por lo tanto, la identificacion de
respuestas de L. japonicus a la sumersion y su recuperacion post-sumersion pueden sentar las
bases para contribuir en los planes destinados a mejorar la tolerancia a la sumersion de las
especies de Lotus forrajeras que estan estrechamente relacionadas.

Se han identificado someramente algunos rasgos relevantes para la recuperacion de las
plantas de la sumersion (capitulo I1I). Se entiende que el estado hidrico de la planta es crucial
(o critico) para facilitar la rapida recuperacion, particularmente teniendo en cuenta que un
sistema radical disminuido y/o dafiado debido a la hipoxia por sumersion, no necesariamente
puede hacer frente a la absorcion de agua necesaria para compensar con la transpiracion del
vastago cuando el ambiente se torna normoxico después de la sumersion (Striker et al. 2017
para Chloris gayana). En arroz cv. IR42, la intolerancia a la sumersion completa se debe a la
desecacion de las hojas (es decir, disminucidon de la conductividad hidraulica en la vaina)
después de la desumersion, lo cual ocurre rapidamente, provocando el marchitamiento y la
muerte de las plantas (Setter et al. 2010). En este sentido, la proporcion de biomasa seca de
tallost+hojas (vastagos) y raices después de la desumersion podria estar relacionada con el
balance hidrico (es decir, transpiracion por parte del vastago/absorcion de agua por parte de
las raices) y podria influir en la recuperacion de la planta. La asimilacion de carbono después
de la sumersion también puede impactar positivamente en la recuperacion de la planta.
Trabajos pioneros (Luo et al. 2009; 2011) mostraron que la capacidad para reanudar el
crecimiento después de 20 dias de sumersion en la dicotiledonea Alternanthera philoxeroides
y el pasto Hemarthria altissima resultd de un rapido crecimiento de las hojas y recuperacion
de la funcionalidad del aparato fotosintético. En dos accesiones contrastantes para la tolerancia
a la sumersion de Arabidopsis thaliana (Bay-0-sensible vs. Lp2-tolerante), se demostr6 que la
rapida apertura estomatica, la mayor retencion de clorofila y el mantenimiento de la turgencia
en las hojas fueron factores clave para que la accesion tolerante mantuviera una rapida

recuperacion tras la eliminacion del estrés (Yeung et al. 2018).
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En este capitulo de la tesis, se seleccionaron 10 RILs de L. japonicus (mas dos parentales)
con diferente relacion constitutiva de biomasa de vastagos y raices (V/R) (Striker et al. 2014)
para evaluar el estado hidrico de la hoja, la conductancia estomatica, la fluorescencia de la
clorofila adaptada a la oscuridad (Fv/Fm), y el verdor de las hojas basales y apicales (como un
sustituto para inferir el estado del nitrégeno) y explorar como estas variables se correlacionan
con la reanudacion del crecimiento de la planta (es decir, la tasa de crecimiento relativo (TCR)
de la planta). Se analizaron estas relaciones y respuestas de las plantas durante la primera y la
segunda semana después de la desumersion para revelar rasgos que ayuden en la recuperacion
temprana y tardia. Se hipotetiza que la capacidad de recuperacion tras la sumersion completa
en los diferentes genotipos (RILs) de Lotus japonicus esta asociada con variaciones en la
relacion vastago/raiz (V/R), asi como el estado hidrico en la planta y el verdor de las hojas. Se
espera que los genotipos con baja relacion vastago/raiz sean los que presenten una rapida
recuperacion en el estado hidrico de la hoja, la conductancia estomdtica y una alta retencion
de clorofila en la hoja durante la recuperacion temprana y, por lo tanto, una alta TCR en la

planta luego de la sumersion.

4.2) Materiales vy métodos

4.2.1) Material vegetal v condiciones de crecimiento

Se utilizaron un total de 12 genotipos de L. japonicus en este experimento: Gifu B-129 (Gifu)
y Miyakojima MG-20 (Miyakojima) y 10 RILs que derivaron de un cruce entre estas dos
lineas parentales y la autofecundacion hasta la Generacion F8 (Kawaguchi et al. 2001). La
eleccion de Gifu y MG-20 como parentales se basa en que son lineas de referencia
ampliamente utilizadas en estudios fisiologicos y genéticos, con genomas completamente
secuenciados (Sato et al. 2008). Ademas, presentan diferencias naturales en diversos rasgos
adaptativos, incluyendo respuestas a estrés abidtico, lo cual las convierte en un sistema
modelo ideal para la generacion de RILs y el andlisis de la base genética de la tolerancia a la
sumersion (Babuin et al. 2014). Las semillas se obtuvieron del proyecto National
BioResource de la Universidad de Miyazaki (Miyazaki, Japon). A partir de una amplia
variabilidad en la relacion véstago/raiz constitutiva en un set de 94 lineas endocriadas
recombinantes (RILs) de dicha especie de una misma edad creciendo bajo condiciones de

buen drenaje (Striker et al. 2014) se seleccionaron RILs con diferentes proporciones de
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relacion de biomasa de vastago y de raiz. A partir de ellos se investigo el rol del rasgo
asociado con la relacion entre la transpiracion potencial/absorcion de agua en el crecimiento
de las plantas cuando se recuperan luego de una semana de sumersion. Las semillas de cada
genotipo se escarificaron frotando un papel de lija fina, se esterilizaron con hipoclorito de
sodio al 0,05% (p/v), se enjuagaron en agua destilada y se germinaron en oscuridad en una
incubadora (20°C) en cajas de poliestireno que contenian papel blanco absorbente saturado
de agua. Después de tres dias, las semillas germinadas se trasplantaron a macetas de plastico
de 2 L (2 o 3 plantulas por maceta) llenas de arena y tierra con 3,3% de carbono organico
(1:1 v/v). Después de la siembra, las macetas se transfirieron a un invernaculo en la Facultad
de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires y las plantulas se ralearon a una por maceta
durante la primera semana. Para evitar la limitacion de nutrientes para el crecimiento de las
plantas, se agregaron a cada maceta 1,2 g de fertilizante (Nitrofull EmergerR, Argentina:
12% N, 5% P, 15% K, 2% Mg, 8% S, 3% Ca, 0,02% Zn, 0,2% Fe, 0,02% Mn y 0,015% de
Bo; los porcentajes son en peso). Las plantas se regaron diariamente por 45 dias antes de la

imposicion del tratamiento.

4.2.2) Diseiio experimental

Después de un periodo de crecimiento de 45 dias, las macetas se distribuyeron al azar en dos
grupos y se sometieron a dos tratamientos durante una semana (7 dias): (i) control (C): las
macetas se regaron diariamente y se les permiti6 drenar libremente, (ii) sumersiéon completa
(SC): las plantas se sumergieron en agua clara en contenedores de material plastico de 1000
litros (110 x 100 x 90 cm, los mismos utilizados para el experimento del Capitulo II) a una
profundidad de 45 cm, que correspondia a una columna de agua de aproximadamente 15-20
cm por encima de la parte superior de las plantas (columna de agua de 1,5-1,8 veces la altura
de la planta). El agua de sumersion contenia 0,50 mM CaSOs, 0,25 mM MgSO4 y 1 mM
KHCO3 (a un pH de 7,5 aproximadamente) como en Striker et al. 2019. El oxigeno disuelto
en el agua de sumersion al mediodia oscilo entre 3,9 y 4,6 mg L' (frente a 7,8 mg L™ en el
aire), medido con un medidor de oxigeno disuelto DO-5510 (LT Lutron Electronic
Enterprise, Taipei). La densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) que alcanzaron a

1

las plantas del control fue de 1100 £ 180 umol? m™ s, mientras que para las plantas

sumergidas fue de 490 + 80 umol m? s™!' (LI-192; Underwater Quantum Sensor; Li-Cor Inc.,
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Lincoln, NE, USA). Este ultimo es un entorno luminico que permite la fotosintesis
subacuatica en especies C3 (Colmer y Pedersen 2008). Durante la primera semana del
experimento, todas las plantas (asignadas a los tratamientos de control y de sumersion) se
colocaron en recipientes de plastico (0,8 m x 0,5 m x 0,5 m de profundidad) para facilitar la
imposicion de la sumersion. Después de la primera semana, las plantas se quitaron de los
contenedores y se rotaron semanalmente dentro del invernaculo durante un periodo de
recuperacion de 14 dias. El numero de repeticiones por genotipo y combinacion de
tratamientos varid de 6 a 8 segun el nimero de plantas disponibles. La humedad relativa
promedio del invernaculo fue de 62% + 12%, y la temperatura promedio del aire fue 24/16°C

(dia/noche).

4.2.3) Variables medidas

Las plantas de todos los genotipos se cosecharon al comienzo del experimento (dia 0), al final
de la sumersion (dia 7), y dos periodos de recuperacion: al final de la primera semana de
recuperacion, infiriendo de esta forma la capacidad de ‘recuperacion temprana’ a la
sumersion (dia 14) y al final de la segunda semana de recuperacion, infiriendo en la capacidad
de ‘recuperacion tardia’ a la sumersion (dia 21). Se obtuvieron asi 4 fechas de mediciones
para comparar las respuestas antes de la imposicion de los tratamientos y el grado de

recuperacion al que llegd cada material durante la post-sumersion (recuperacion).

4.2.3.1) Parametros de crecimiento v particion de biomasa

La biomasa seca de las plantas se obtuvo después de secarlas a 80°C durante 72 h hasta llegar
a peso constante. La primera cosecha se realiz6 al dia 0 del experimento antes de la sumersion
de las plantas. En la segunda cosecha (inmediatamente después de la sumersion; dia 7), los
vastagos se separaron de las raices para calcular la relacion de biomasa seca de vastago y de
raiz (V/R) de los diferentes genotipos luego de la desumersion.

La tasa de crecimiento relativo de las plantas (TCR) después de la sumersion se utilizo
como un indicador de la capacidad de recuperacion a la sumersion de los genotipos. En este
estudio, la identidad de cada genotipo per se no fue particularmente relevante ya que se

buscaba tener una variabilidad suficiente para algunos rasgos, como la relacion de biomasa
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seca de vastago y de raiz (V/R), para potencialmente influir en el balance hidrico de la planta

tras la desumersion y volver a condiciones oxigenadas con buen drenaje.
La TCR se calcul6 siguiendo la ecuacion por Hunt 1982:
TCR (g g d!) =[In(P2) - In(P1)] / (2 - t1)
donde P2 y P1 son los pesos secos de la planta del tratamiento correspondiente en los

tiempos 2 y 1, respectivamente, siendo el valor de P el promedio del peso seco del

tratamiento, y t2 - t1 es el nimero de dias entre los tiempos de muestreo.

4.2.3.2) Mediciones fisiologicas

Las mediciones fisiologicas de las hojas se realizaron en los dias 2 y 7 durante la primera
semana de recuperacion (dias 9 y 14 desde el comienzo del experimento), y en los dias 10 y
14 después de la desumersion durante la segunda semana de recuperacion (dias 17 y 21 del
experimento). Estas mediciones tuvieron como objetivo monitorear la recuperacion del
estado hidrico de las hojas, el funcionamiento estomatico y el verdor de las hojas como
indicadores del estado del nitrogeno de las hojas basales y apicales. Ademas, se evalud
fotoinhibicion y dafo al aparato fotosintético a través de mediciones de fluorescencia de
clorofila de hojas jovenes adaptadas a la oscuridad (Fv/Fm) tras el impacto de una semana
de sumersion completa. Para el Gltimo parametro, las mediciones se realizaron en los dias 2
y 7 durante la primera semana de recuperacion y en el dia 11 durante la segunda semana de
recuperacion. El niimero de repeticiones tomadas para las mediciones fisioldgicas fue de

cinco por combinacidn de genotipo y tratamiento.

Contenido hidrico de las hojas

El contenido hidrico relativo de las hojas (CHR) se midi6 de acuerdo con la metodologia
propuesta por Catsky (1960). Primero, se tomaron las hojas jovenes completamente
expandidas ubicadas en la posicion superior de las plantas y se pesaron inmediatamente para

obtener su peso fresco. En segundo lugar, las muestras se incubaron durante 12 horas en
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tubos herméticamente cerrados que contenian agua destilada para obtener su peso turgente.
Luego, las hojas se secaron en una estufa a 70 °C durante al menos 48 horas para obtener su

peso seco (los pesos de las hojas se sumaron posteriormente a las plantas correspondientes).

Finalmente, el CHR de las hojas se obtuvo como:

CHR foliar = [(peso fresco — peso seco) / (peso turgente — peso seco)] x 100.

Conductancia estomatica

La conductancia estomatica de hojas jovenes completamente expandidas en las posiciones
superiores se midi6é cerca del mediodia utilizando un porémetro de estado estacionario
(modelo SC-1; Decagon Devices, Pullman, WA, EE. UU.) para inferir sobre la pérdida de

agua por transpiracion y la facilitacion de la difusiéon de COz en las hojas para la fotosintesis.

Fluorescencia de la clorofila

La fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm) se midi6 en las hojas completamente expandidas
en las posiciones superiores después de un periodo de adaptacion a la oscuridad de 20
minutos mediante el uso de clips para hojas y el fluorémetro portatil OS-30p (Opti-Sciences
Inc., EE. UU.). Este parametro indica la proporcidon de centros de reaccion funcionales del
fotosistema II (PSII) utilizandolo como cuantificador del grado de fotoinhibicion por dafios

al PSII (Maxwell y Johnson 2000).

Estimacion de la clorofila foliar

El verdor de las hojas se midi6 en hojas jovenes (apicales) y adultas (basales)
completamente expandidas usando un medidor portatil de clorofila (SPAD-502; Konica
Minolta Sensing, Osaka, Japon). Este pardmetro permite estimar el amarillamiento de las
hojas como indicador de la degradacion de la clorofila, la removilizacion del nitrogeno y la
potencial senescencia anticipada de las hojas consecuentes del impacto del estrés por

sumersion.



77

4.2.4) Analisis estadistico

Las respuestas de la relacion de biomasa seca de vastago/raiz (V/R) y TCR durante la
sumersion se evaluaron mediante el andalisis de varianza (ANOVA) de dos vias, con
"sumersion" y "genotipo" como factores principales. Cuando se detectaron las interacciones
significativas, la diferencia minima significativa (DMS) de Fisher se utilizé para determinar
el efecto de los tratamientos entre los genotipos. Durante la fase de recuperacion, se
realizaron andlisis de regresion para explorar las relaciones entre la TCR de las plantas y la
relacion de biomasa seca de vastago/raiz, el contenido hidrico relativo de la hoja, la
conductancia estomatica, la fluorescencia de la clorofila en las hojas adaptadas a la oscuridad
(Fv/Fm) y el verdor de las hojas basales (adultas) y apicales (jovenes). Estas relaciones se
evaluaron por separado durante la primera y la segunda semana de recuperacidon para
identificar los rasgos asociados con las respuestas de recuperacion "temprana" y "tardia".
Ademds, se exploraron las relaciones entre las variables fisioldgicas que estaban
significativamente relacionadas con la TCR durante la recuperacion a través de las
correlaciones de Pearson. La normalidad y la homogeneidad de las varianzas se verificaron
antes de cada andlisis. Todos los resultados se presentaron como medias +/- errores estandar.
Los andlisis estadisticos se realizaron con el software Infostat (Di Rienzo et al. 2011), y los
graficos se realizaron con GraphPad Prism 9 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, EE. UU.).

Nota: En las figuras y tablas, los valores numéricos con punto decimal (.) deben interpretarse
como si utilizaran coma decimal (,), de acuerdo con la convencion numérica empleada en el

resto del documento.

4.3) Resultados

4.3.1) Crecimiento de Lotus japonicus durante la sumersion completa

Todos los genotipos de L. japonicus (ambos parentales MG-20 y Gifu, y los 10 RILs)
mostraron tasas de crecimiento relativo (TCR) positivas durante la primera semana del
experimento bajo condiciones control (Figura 4.1a). Por el contrario, 9 de los 12 genotipos
(incluido el parental MG20) mostraron una TCR negativa durante la sumersion completa de

una semana, indicando la incapacidad de acumular biomasa bajo el agua y la senescencia y
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pérdida de tejidos debido al estrés (Fig. 4.1a); Gifu y los RILs 6 y 47 presentaron valores
ligeramente positivos en la TCR. En todos los genotipos, las plantas no emergieron del agua,
por lo que las respuestas de crecimiento registradas correspondieron a las plantas que
permanecieron bajo el agua durante toda la semana. Los valores de biomasa seca de la planta
a partir de los cuales se calcularon las TCR estan disponibles en la Tabla S4.1.

La relacion de biomasa seca vastago/raiz (V/R) de los RILs seleccionados y sus
parentales bajo condiciones control oscil6 entre 2,7 y 13,5 (con una mediana de 5; Fig. 4.1b),
siendo lo suficientemente amplia como para explorar la relaciéon de esta variable con la
recuperacion de la planta a la sumersion, como uno de los principales objetivos. Es importante
destacar que las diferencias en la relacion V/R entre los genotipos fueron constitutivas y no
relacionadas con el tamafio de la planta, ya que no hubo relaciones significativas entre la
biomasa seca de la planta y la relacion V/R (r* = 0,34; p = 0,23). Cuatro de los 12 genotipos
(RILs 6, 47, 80 y Gifu) aumentaron su relacion V/R en respuesta a la sumersion completa,
mientras que los otros tres genotipos (RILs 18, 30 y 189) la disminuyeron (Fig. 4.1Db).
Curiosamente, los tres de los cuatro genotipos que aumentaron la relacion V/R también

mostraron una TCR positiva durante la sumersion (RILs 6 y 47, y Gifu).
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Figura 4.1. (a) Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR, g g"' d') de 12 genotipos de Lotus
Jjaponicus (10 lineas endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20) sometidos a
condiciones control y sumersion en agua clara durante una semana. (b) Relacion de biomasa seca de
vastago/raiz (V/R) después de la primera semana del experimento, tanto en condiciones control como
después de la desumersion. La diferencia minima significativa (DMS) para la interaccion genotipo x
tratamiento se muestra en (a) (DMS TCR = 0,065) y (b) (DMS V/R = 3,7). Los valores son medias +/-
errores estandar de 6—8 repeticiones.
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4.3.2) Recuperacion de Lotus japonicus a 1a sumersion completa

Para evaluar la recuperacion de las plantas, se utilizo la tasa de crecimiento relativo (TCR)
después de la sumersion como un indicador de la capacidad de los diferentes genotipos para
reanudar su crecimiento. Los valores de la TCR para la primera semana de recuperacion se
usaron para inferir la capacidad de una “recuperacion temprana” y los valores de la TCR de
la segunda semana para inferir las respuestas de “recuperacion tardia”. En este contexto, se
analiz6 como la capacidad de crecer después de la sumersion durante estos periodos (es decir,

TCR) se correlacionod entre los genotipos con varios pardmetros de interés, como (i) TCR
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durante la semana de sumersion per se, (ii) relacion de biomasa seca de vastago/raiz (V/R)
en la de-sumersion, (iii) contenido hidrico relativo en la hoja, (iv) la conductancia estomatica,
(v) la fluorescencia de la clorofila en hojas adaptadas a la oscuridad (Fv/Fm) y (vi) el verdor
en hojas basales y apicales durante las semanas de recuperacion temprana y tardia.

La TCR durante la primera semana después de la sumersion (es decir, la recuperacion
temprana) estuvo inversamente relacionada con la TCR durante la sumersion entre los
genotipos (Figura 4.2a). Durante la segunda semana (es decir, la recuperacion tardia), hubo
una tendencia (p= 0,07) hacia mantener una relacion negativa entre la TCR durante la
sumersion y la TCR en la recuperacion (Fig. 4.2b). Entonces, en general, los genotipos que
mostraron una TCR positiva durante la sumersién fueron los de menor rendimiento en
términos de TCR durante las fases de recuperacion (por ejemplo, los RILs 6 y 47, y Gifu).
En el caso de las plantas que crecieron bajo condiciones control, la TCR durante la primera
o segunda semana de recuperacion (es decir, la segunda y la tercera semana del experimento,
respectivamente) no estuvieron relacionadas con la TCR de estos genotipos durante la

primera semana del experimento (p > 0,29 en ambos casos; Fig. 4.2¢c, d).
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Figura 4.2. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion "temprana" y
"tardia" vs. TCR durante la primera semana del experimento para una semana del tratamiento de
sumersion (a, b) y del control (c, d) de 12 genotipos de Lotus japonicus (10 lineas endocriadas
recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La primera semana después de la desumersion
se utilizo para explorar la relacion entre estas variables en una fase de "recuperacion temprana' (a, c)
y la segunda semana después de la desumersion en una fase de "recuperacion tardia" (b, d). Los
valores son medias +/- errores estandar de 6 a 8 repeticiones.

La relacion de biomasa seca de vastago/raiz (V/R) de las plantas sumergidas como
estimador del potencial de la transpiracion/absorcion de agua bajo condiciones de drenaje
mostrd una relacion negativa con la TCR durante la primera semana de recuperacion entre
genotipos para plantas que provienen de una semana de sumersion. Esto significa que los
genotipos con baja relacion V/R (por ejemplo, RILs 18, 30, 189) mostraron consistentemente
una mayor TCR durante la recuperacion temprana (Figura 4.3a). Aunque esta relacion negativa
entre TCR y la relacién V/R persistié durante la recuperacion tardia (2da semana después de
la sumersion), el ajuste fue mas débil que durante la recuperacion temprana (comparar los
pardmetros de ajuste en la Fig. 4.3a vs. la Fig. 4.3b). El genotipo MG20 no se incluyd en las

regresiones mencionadas anteriormente ya que su relacion V/R era extremadamente alta y, por
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lo tanto, se lo consideré como un valor atipico (es decir, relacion V/R mc20> rel. V/R promedio +
3 errores estandar). Bajo condiciones control, no hubo relacion entre TCR y la relacion V/R,

tanto para la 2da o la 3er semana del experimento (p> 0,8 en ambos casos; Fig. 4.3c, d).
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Figura 4.3. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion "temprana" y
"tardia" vs. la relacion de biomasa seca de vastago/raiz (V/R) al final de la primera semana del
experimento durante una semana en tratamientos de sumersion (a, b) y control (c, d) de 12 genotipos
de Lotus japonicus (10 lineas endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La
primera semana después de la de-sumersion se utilizé para explorar la relacion entre estas variables en
una fase de "recuperacion temprana” (a, ¢) y la segunda semana en una fase de "recuperacion tardia”
(b, d). El genotipo MG20 se lo considero un valor atipico y no se incluyé en los parametros de regresion
mostrados en (a) y (b); Sin embargo, si se incluyera, los pardmetros hubieran sido r* = 0,34, Fy 10 =
533, yp=0,043y * = 0,63, Fi10= 17,50, y p =0,0019, respectivamente. Los valores son medias +/-
errores estandar de 6 a 8 repeticiones.
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4.3.3) Variables fisiologicas de la hoja relacionadas con la recuperacion de Lotus

japonicus

El contenido hidrico relativo de la hoja (CHR), que refleja el balance entre el suministro de
agua al tejido de la hoja y la tasa de transpiracion, mostrd una correlacion positiva con la
TCR de las plantas tras la desumersion en todos los genotipos durante la primera semana de
recuperacion (Figura 4.4). Esta relacion positiva, donde un CHR mas alto de las hojas
superiores completamente expandidas correspondia a una TCR mas alta, se mantuvo al
correlacionar la TCR de la primera semana de recuperacion con el CHR de la hojaalos2y
7 dias después de la de-sumersion (Fig. 4.4a, b). Después de diez dias de la desumersion, la
mayoria de los genotipos recuperaron por completo los valores del estado hidrico de la hoja,
excepto los RILs 6 y 47, y Gifu (Fig. 4.4¢c). Al final de la segunda semana de recuperacion
(dia 14), todos los genotipos mostraron un alto CHR de las hojas (Fig. 4.4d), que resulto
similar a los valores mostrados por las plantas bajo condiciones control a lo largo de todo el

experimento (el CHR de la hoja varié de 89,2% a 92,1%; ver Tabla S4.2).
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Figura 4.4. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperaciéon 'temprana’ y
'tardia' vs. el contenido relativo de agua (CHR, %) en las hojas superiores completamente expandidas
en los dias 2, 7, 10 y 14 después de la desumersion para 12 genotipos de Lotus japonicus (10 lineas
endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La primera semana después de la
desumersion se utilizé para explorar la relacion entre estas variables en una fase de "recuperacion
temprana" (a, b) y la segunda semana en una fase de "recuperacion tardia" (c, d). Los valores son
medias +/- errores estandar (n= 6—8 para TCR y n=5 para CHR de la hoja). Los valores del CHR de
la hoja correspondientes al tratamiento control oscilaron entre 89,2% y 92,4% (todos los datos para
cada genotipo y fechas de medicion estan disponibles en la Tabla S4.2).

La conductancia estomatica (gs) estima la tasa de intercambio gaseoso (ingreso de
CO2 que favorece la fotosintesis) y la transpiracion (pérdida de vapor de agua) a través de
los estomas de la hoja seglin su grado de apertura estomatica, que a su vez esta relacionado
con el estado hidrico de la hoja. Por esta razon, un patron de respuesta similar entre gs y CHR
de la hoja no fue inesperado (Figura 4.5). En este sentido, se encontr6 una correlacion
positiva entre la TCR de las plantas tras la desumersion en todos los genotipos de L. japonicus
y gs en las hojas superiores completamente expandidas durante la primera semana de
recuperacion (Fig. 4.5). Esta relacion, donde los valores de gs mds altos se correlacionaron
con las TCR mas altas, fue significativa al correlacionar la TCR de la primera semana de
recuperacion con valores de gs a los 2 y 7 dias después de la desumersion (Fig. 4.5a, b). Sin
embargo, es importante destacar que después de alcanzar una semana de desumersion (dia
7), los valores de gs aumentaron y estuvieron cerca de la recuperacion total (comparando con
los controles; ver Tabla S4.3), con excepcion de los RILs 6 y 47 y Gifu, que permanecieron
con valores mas bajos para este parametro (Fig. 4.5b). A los 10 y 14 dias después de la
desumersion (segunda semana de recuperacion), todos los genotipos presentaron valores
similares para gs comparables a los controles para todos los genotipos (Fig. 4.5c, d). Los

valores de conductancia estomatica medidos en las plantas control de estos genotipos a lo

largo del experimento oscilaron entre 187 y 208 mmoles m™ s™! (ver Tabla S4.3).
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Figura 4.5. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion 'temprana’ y
'tardia’' vs. la conductancia estomaética (g, mmol m™ s™') en las hojas superiores completamente
expandidas en los dias 2, 7, 10, y 14 después de la desumersion para 12 genotipos de Lotus japonicus
(10 lineas endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La primera semana
después de la desumersion se utilizo para explorar la relacion entre estas variables en una fase de
"recuperacion temprana' (a, b) y la segunda semana en una fase de "recuperacion tardia" (c, d). Los
valores son medias +/- errores estandar (n= 6—8 para TCR y n= 5 para g,). Los valores de conductancia
estomatica correspondientes al tratamiento control oscilaron entre 187,2 y 208,8 mmol m™ s (todos
los datos para cada genotipo y fechas de medicion estan disponibles en la Tabla S4.3).

Una disminucion en eficiencia cuantica maxima del PSII de las hojas adaptadas a la
oscuridad (Fv/Fm) por debajo de 0,8 se considera como un indicador de fotoinhibicion,
particularmente relacionado con el dafio al Fotosistema II. Curiosamente, todos los genotipos
mostraron valores de Fv/Fm similares y por debajo de ese umbral (de 0,55 a 0,59) en las
hojas superiores completamente expandidas cuando se midieron dos dias después de la
desumersion, y no se encontrd ninguna correlacion con la TCR de la planta durante la primera
semana de recuperacion entre los genotipos (Fig. 4.6a). Después de una semana de

recuperacion, Fv/Fm se correlaciond positivamente con la TCR en todos los genotipos,
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siendo los RILs 6 y 47 y Gifu los de menor rendimiento, siendo indicativos de fotoinhibicion.
Durante la segunda semana de recuperacion, la medicion se realizo a los 11 dias después de
la desumersion, y los valores para todos los genotipos mostraron una recuperacion completa
para este pardmetro sin diferencias con sus correspondientes controles (Tabla S4.4). En el
caso de las plantas control, los valores registrados a lo largo del experimento oscilaron entre

0,803 y 0,816, considerando a todos los genotipos (Tabla S4.4).
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Figura 4.6. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion 'temprana' y
'tardia’ vs. la fluorescencia de la clorofila en las hojas superiores completamente expandidas
adaptadas a la oscuridad (Fv/Fm) a los dias 2, 7 y 11 después de la desumersion para 12 genotipos de
Lotus japonicus (10 lineas endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La
primera semana después de la desumersion se utilizd para explorar la relacion entre estas variables
en una fase de "recuperacion temprana" (a, b) y la segunda semana en una fase de "recuperacion
tardia" (c). Los valores son medias +/- errores estandar (n= 68 para TCR y n= 5 para Fv/Fm). Los
valores de Fv/Fm correspondientes al tratamiento control oscilaron entre 0,803 y 0,816 (todos los
datos para cada genotipo y fechas de medicion estan disponibles en la Tabla S4.4).

El monitoreo del verdor de las hojas durante todo el experimento después de la
desumersion en las posiciones basales y apicales permitid la estimacién del estado de
nitrogeno de las hojas, que en general esta relacionado con la potencial fotosintesis y, en el
caso de las hojas basales, permite inferir la senescencia y la removilizacion del nitrégeno. Se
encontrd que en una semana de sumersion los valores de verdor en las hojas basales y apicales
fueron los mas bajos, en comparacion con los controles (ver valores en la Fig. 4.7a, b vs.
Tabla S4.5). A su vez, la TCR durante la primera semana de recuperacion se correlaciono
positivamente con el verdor de las hojas basales y apicales en todos los genotipos, tanto a los
2 como a los 7 dias después de la desumersion. Esto significa que los genotipos que
retuvieron mas clorofila (RILs 18, 30 y 189) mostraron constantemente un mayor crecimiento

(Fig. 4.7a, b). Durante la segunda semana de recuperacion, no hubo una correlaciéon clara
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entre la TCR de la planta y el verdor de la hoja. Sin embargo, se noté que los genotipos de
bajo rendimiento (RILs 6 y 47 y Gifu) mostraron un menor verdor tanto para las hojas basales
como las apicales, sin lograr la misma recuperacion completa que alcanzaron los otros

genotipos (Fig. 4.7c, d).
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Figura 4.7. Tasa de crecimiento relativo de la planta (TCR) durante la recuperacion 'temprana' y
'tardia’ vs. el verdor (unidades SPAD) de hojas basales y apicales completamente expandidas en los
dias 2, 7, 10 y 14 después de la desumersion para 12 genotipos de Lotus japonicus (10 lineas
endocriadas recombinantes (RILs) y sus parentales Gifu y MG20). La primera semana después de la
desumersion se utilizé para explorar la relacion entre estas variables en una fase de "recuperacion
temprana" (a, b) y la segunda semana en una fase de "recuperacion tardia" (c, d). Los valores son
medias +/- errores estandar (n= 6—8 para TCR y n= 5 para el verdor). Los valores del verdor de la
hoja correspondientes al tratamiento control oscilaron entre 33,6 y 37,6 unidades SPAD para hojas
basales, y 41,0 y 43,4 unidades SPAD para hojas apicales jovenes completamente expandidas (todos
los datos para cada genotipo y fechas de medicion estan disponibles en la Tabla S4.5).



88

4.3.4) Correlaciones entre los rasgos que contribuyen en la recuperacion de Lofus

japonicus luego de la sumersion completa

Se exploraron las posibles correlaciones entre los rasgos morfofisiologicos asociados con la
TCR de plantas sumergidas como indicativos de su capacidad de recuperacion (Tabla 4.1).
Larelacion V/R se correlaciond negativamente con el contenido hidrico relativo foliar (CHR)
(- 0,78 <r>-0,69) y la conductancia estomatica (gs) (r = -0,62) durante la primera semana
de recuperacion, lo que significo que los genotipos con alta relacién V/R mostraron un estado
hidrico deficiente en la hoja y una menor apertura estomatica. Ademas, el contenido hidrico
relativo de la hoja se asocio positivamente con la conductancia estomatica (0,73> r <0,94),
Fv/Fm (0,80 > r < 0,85) y el verdor de las hojas basales (0,60> r <0,86) y apicales (0,68 > r
0,92). La conductancia estomatica se correlacion6 de manera positiva con Fv/Fm (0,93> r
<0.95) y el verdor de la hoja (0,79> r <0,95). Fv/Fm se relacion6 positivamente con el verdor
(0,86>1<0,95) en todas las posiciones de las hojas (basales y apicales). El verdor de las hojas
basales se correlacion6 positivamente con el de las hojas apicales (0,75> r <0,91), lo que
significo que la retencion de mas clorofila después de la desumersion se produjo tanto en las

hojas jovenes como en las adultas.
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Tabla 4.1. Coeficientes de correlacion de Pearson para los rasgos morfofisiologicos medidos durante
la fase de recuperacion en 12 genotipos de Lotus japonicus (10 lineas endocriadas recombinantes
(RILs) y sus parentales Gifu y MG20) sometidos a condiciones control (por encima de la diagonal)
durante tres semanas, o condiciones de sumersion completa durante una semana (debajo de la
diagonal) y se dejo crecer luego de la desumersion por otras 2 semanas. Solo se mostraron
correlaciones para los rasgos morfo-fisiolégicos que se correlacionaron significativamente con la
TCR durante la recuperacion de la sumersion (datos de las Figuras 3—7). Las abreviaturas son V/R
(relacion de biomasa seca de vastago y raiz en la sumersion), CHR (contenido hidrico relativo foliar)
g, (conductancia estomatica), Fv/Fm (fluorescencia de la clorofila en hojas adaptadas a la oscuridad).
Diferencias significativas: *, p <0,05; **, p <0,001; ns, p> 0,05.
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4.4) Discusion

Este capitulo presenta cinco contribuciones principales al conocimiento actual en la
recuperacion de la planta a la sumersion completa, al demostrar lo siguiente: Primero, la
existencia de variacion en la capacidad de recuperarse de una sumersion completa en los
genotipos de Lotus japonicus seleccionados, por tener una diferente relacion de biomasa de
vastago/raiz (V/R). Segundo, una evidente compensacion entre crecer durante el periodo de
sumersion y la capacidad de recuperacion demostrada por la correlacion negativa de las TCR
para cada periodo (sumersion vs. recuperacion) entre genotipos. Tercero, la correlacion entre
la TCR y la relacion de biomasa vastago/raiz (V/R) después de la desumersion, donde los
genotipos con baja V/R son los que muestran un mejor rendimiento de la planta durante los
primeros dias de recuperacion. Cuarto, la recuperacion de las relaciones hidricas de la planta
evaluadas por el contenido hidrico relativo foliar y la conductancia estomdtica parece
esencial para una recuperacion temprana y se correlaciona negativamente con V/R, por lo
tanto, la relacion V/R se puede considerar como un estimador aproximado del balance hidrico
entre la transpiracion (vastago) y absorcion de agua (raiz) en esta leguminosa modelo.
Quinto, la importancia de la retencion de la clorofila en la hoja para una recuperacion rapida
de la sumersion, como se infiere en una correlacion positiva entre la TCR y el verdor de las
hojas basales y apicales de la planta. Ademads, se evidencid una reparacion completa del
aparato fotosintético (es decir, todos los Fv/Fm con valores > 0,8) unos pocos dias después
de la segunda semana de recuperacion. En los siguientes parrafos, se discuten cada uno de
los rasgos ecofisiologicos que ayudan a las plantas a recuperarse de la sumersion completa
en L. japonicus.

Los genotipos que mostraron las TCR mas altas durante la sumersion, presentaron las
TCR mas bajas durante la recuperacion, y ocurrid lo contrario con los genotipos que
mostraron una baja TCR cuando estuvieron bajo el agua (o incluso valores negativos debido
a la pérdida/muerte de tejidos), ya que estos presentaron las TCR mas altas en el periodo de
post-sumersion. Esta compensacion entre crecer durante la sumersion vs. ‘esperar’ hasta que
el agua retroceda es probablemente parte de las estrategias de crecimiento para hacer frente
a la sumersion completa, conocida como "escape" y "quiescencia", respectivamente (Bailey-
Serres y Voesenek 2008; Colmer y Voesenek 2009; Striker et al. 2012). Sin embargo, este es

uno de los primeros ensayos que demuestran esta compensacion entre genotipos para una
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especie de leguminosa como L. japonicus, ya que la mayoria de los estudios estan disponibles
para arroz (Setter y Laureles 1996; Hattori et al. 2011 pero ver Zaman et al. 2019 para
genotipos de arvejas). En este sentido, es posible especular que los genotipos que crecen
durante la sumersion apuntan a emerger sus hojas sobre el agua utilizando reservas de
carbono (es decir, almidon). Por el contrario, los que no crecen bajo el agua (ver Manzur et
al. 2009 para L. tenuis cv. Pampa INTA), utilizan sus reservas de carbono y nutrientes de
manera mas conservadora (es decir, manteniendo el metabolismo basal) hasta que termine el
estrés y luego reanudan su crecimiento mas vigorosamente, alimentados por las reservas
almacenadas. Para corroborar esta idea se necesitan experimentos adicionales para poder
cuantificar el nivel de reservas y su relacion con las variables ecofisioldgicas asociadas a la
recuperacion de las plantas a la sumersion completa.

Un buen estado hidrico de la planta es critico para reanudar el crecimiento después del
estrés, ya sea por falta o exceso de agua (sequia o inundacién). Por lo tanto, el balance entre
la transpiracion y la absorcion de agua es esencial para mantener un alto contenido hidrico
relativo en los tejidos y, por lo tanto, permitir un rapido crecimiento (Tanguilig et al. 1987;
Aroca et al. 2012). En este sentido, la relacion vastago/raiz (V/R) puede tener un papel
importante como variable, al impactar en el balance hidrico de la planta. Se alega que el
crecimiento del vastago y la mayor relacion vastago/raiz (V/R) durante la sumersion pueden
inducir a un mejor balance entre la capacidad del transporte de gases desde el vastago (fuente
de oxigeno) y el consumo de oxigeno de las raices (sumidero de oxigeno) siempre que las
plantas puedan tener éxito en el proceso de emerger sus hojas por encima del agua ("estrategia
de escape"; Herzog y Pedersen 2014; Pan et al. 2020). Sin embargo, un aumento de la relacion
V/R también puede limitar la recuperacion de la planta después de la sumersion si la pérdida
de agua por transpiracion no puede compensarse por la absorcion de agua de la raiz,
independientemente de si la emergencia de las hojas fue alcanzada, como se ve en el pasto
forrajero Chloris gayana sometido a una semana de sumersion total (Striker et al. 2017). En
este experimento, la relacion V/R tras la desumersion se correlaciono negativamente con la
TCR durante la fase de recuperacion en los genotipos de L. japonicus. Ademas, se encontro
una correlacion negativa entre la relacion V/R y el contenido hidrico relativo en las hojas
(CHR), lo que respalda la idea de que la relacion V/R podria haber impactado en la

reanudacion del crecimiento debido a un estado hidrico de las plantas comprometido. Por lo
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tanto, cualquier condicion ambiental experimentada por las plantas en su entorno natural que
pueda afectar la relaciéon V/R antes de la sumersion, como la disponibilidad de N, P o K
(Cakmak et al. 1994; Andrews et al. 1999) puede afectar la posterior recuperacion a la
sumersion completa.

La asimilacion de carbono y el crecimiento después de la desumersion estan
influenciados por el grado de apertura estomatica que permite la difusion del dioxido de
carbono hacia los cloroplastos, el estado de N de las hojas y el estado funcional del aparato
fotosintético (Luo et al. 2009; Striker et al. 2018; Yeung et al. 2018). En este estudio, se
registraron diferencias entre los genotipos en la conductancia estomatica (gs), donde los
genotipos con alta relacion V/R y bajo CHR foliar, fueron los que mostraron valores mas
bajos de gs hasta manifestar una recuperacion de este parametro durante la segunda semana
después de la desumersion. El gs se relaciond positivamente con las TCR en todos los
genotipos, particularmente durante la recuperacion temprana. Posteriormente, todos los
genotipos lograron una recuperacion completa durante la segunda semana después de que
cesod la sumersion. La mayoria de los trabajos relacionados con el exceso de agua han
informado la conductancia estomatica durante/después del anegamiento (Mielke et al. 2003;
Striker et al. 2005, 2014; Ploschuk et al. 2017, entre otros) pero rara vez después de la
sumersion, entonces las oportunidades de comparacion son minimas (cf. Striker y Ploschuk
2018). Para ejemplificar, plantas de 6 semanas del pasto sensible a las inundaciones, Bromus
catharticus, no pudieron restaurar la gs a valores similares a los de los controles incluso
después de 15 dias de recuperacion de 5 dias de sumersion completa. En contraste, la planta
Phalaris aquatica tolerante a las inundaciones no mostrd, para este parametro, ninguna
diferencia con los controles en ningin momento después de la desumersion (Striker y
Ploschuk 2018). En general, L. japonicus mostr6 un comportamiento intermedio en
comparacion con los pastos mencionados anteriormente, ya que el gs se redujo por la
sumersion completa durante la primera semana, pero se recuperé completamente en todos
los genotipos durante la segunda semana.

La retencion de clorofila durante la sumersion se correlacioné positivamente con la
TCR luego de la sumersion tanto en las hojas basales como en las apicales, como lo indica la
dindmica del verdor de las hojas. En este sentido, los genotipos mas tolerantes de L. japonicus

(RILs 18, 30 y 189) podrian haber presentado menores cantidades de especies reactivas de
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oxigeno (ROS) tras la re-oxigenacion (es decir, menor estrés oxidativo), baja formacion de
etileno y una disminucion de la deshidratacion de las hojas durante la recuperacion en
comparacion con los genotipos mas susceptibles (RILs 6, 47 y Gifu), similar a lo que se
inform6 en las accesiones contrastantes de Arabidopsis thaliana para la tolerancia a la
sumersion (accesiones Lp2-6 vs. Bay-0; Yeung et al. 2018). Curiosamente, todos los
genotipos de L. japonicus mostraron valores igualmente bajos para Fv/Fm en hojas jovenes
completamente expandidas, lo que indica dafios en el Fotosistema II (PSII) dos dias después
de la sumersion. Se sabe que la re-oxigenacion de las hojas (es decir, normoxia) después de
7 dias en un entorno hipéxico inducido por la sumersion puede desencadenar la formacion
repentina de ROS (Blokhina et al. 2003) que en ultima instancia provoca dafios al PSII. Una
semana después de que se liber6 el estrés, los genotipos mostraron una capacidad diferencial
para recuperar los valores de Fv/Fm, y los que mostraron los valores mas bajos de verdor, gs
y CHR de las hojas (RILs 6, 47 y Gifu) también fueron los de menor rendimiento. Tal
capacidad diferencial entre genotipos para reparar un PSII dafiado podria estar relacionado
con una diferente capacidad para mitigar los efectos de las ROS (enzimatica y no
enzimaticamente), o porque los genotipos generan diferentes cantidades de ROS, o una
combinacion de ambos. Es importante destacar que todos los genotipos mostraron una
recuperacion completa de Fv/Fm (todos los valores > 0,8) en las hojas jovenes (verdes) a los
once dias después de la sumersion, lo que denota que el dafio provocado por la sumersién no
fue irreversible y que las diferencias entre los genotipos estan relacionadas con el tiempo
requerido para la recuperacion. En contraste con nuestros resultados para L. japonicus, las
especies de humedales Alternantera philoxeroides y Hermarthria altissima son capaces de
recuperar la funcionalidad del aparato fotosintético después de la desumersion en solo dos
dias como resultado de una rapida aclimatacion a las condiciones cambiantes de oxigeno y/o

luz (Luo et al. 2009).
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4.5) Conclusion

Se encontro variacion en la capacidad de recuperacion a la sumersion completa de corto plazo
en genotipos de la leguminosa modelo Lotus japonicus. La capacidad de recuperacion
evaluada a través de la TCR de las plantas después de la sumersion se correlaciono
negativamente con la TCR de las plantas durante el periodo de sumersion, lo que indicaria la
existencia de una compensacion entre el crecimiento durante y después del estrés. Se
identificaron varios rasgos y respuestas ecofisiologicas que se correlacionaron con la
capacidad de recuperacion entre genotipos, que fueron particularmente importantes para
explicar la recuperacion de las plantas en la primera semana después de la desumersion. La
relacion de biomasa del vastago y la raiz (V/R) estuvo inversamente relacionada con la TCR
durante la recuperacion. El contenido hidrico relativo de la hoja y la conductancia estomdtica
se relacionaron positivamente con la TCR en la semana de recuperacion temprana, y se
relaciond negativamente con la relacion V/R, razén por la cual la relacion V/R se podria
utilizar potencialmente como un estimador del balance de agua en la planta post- sumersion
(transpiracion del vastago vs. la absorcion de agua en la raiz). El verdor de las hojas basales
y apicales se relaciond positivamente con la TCR durante los primeros dias después de la
sumersion, lo que indica que la retencion de clorofila es importante para una recuperacion
rapida. La reparacion completa del dafio en el aparato fotosintético por la sumersion ocurrid
mas tarde que la recuperacion del estado hidrico de la planta, completandose durante la
segunda semana de recuperacion. La inclusion de rasgos que contribuyen a la recuperacion
de la sumersion en L. japonicus, como se identifica en este trabajo, debe considerarse para
acelerar los procesos de mejoramiento de especies forrajeras de Lotus genéticamente
relacionadas (L. corniculatus, L. tenuis y L. pedunculatus) que se utilizan en la agricultura

actual.
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Esta tesis tuvo tres objetivos especificos principales, que se desarrollan en cada uno de los
capitulos experimentales. En este capitulo final, se contrastan las hipotesis planteadas en el
capitulo I sobre la variabilidad en el crecimiento y las variables fisiologicas asociadas a la
tolerancia a la sumersion en las especies leguminosas forrajeras mas utilizadas en pasturas y
pastizales. Se pone un énfasis particular en su capacidad de recuperacion tras el estrés. A
continuacion, se presenta un esquema integrador de todos los capitulos. Primero, se analizan
las respuestas generales de diversas especies con antecedentes de tolerancia a diferentes
estreses, aunque su respuesta ante la sumersion completa sea poco conocida. Luego, se
profundiza en las especies mas tolerantes, examinando en detalle las variables fisiologicas
relacionadas con el crecimiento, a través del estudio de diferentes RILs con variadas
proporciones vastago/raiz. Esto permitird proyectar, a futuro, los hallazgos sobre las especies
forrajeras mas tolerantes. Finalmente, este capitulo concluye destacando las contribuciones

originales de la tesis, que amplian el conocimiento en esta area de investigacion.

5.1) Contraste de las hipotesis

El primer objetivo fue evaluar la tolerancia a dos duraciones de sumersion completa de ocho
especies leguminosas forrajeras y su recuperacion post-estrés. Los resultados obtenidos en el
experimento del capitulo II, apoyan las hipotesis planteadas. La primera hipotesis (Hipotesis
1.1) propone que “Existe variabilidad en la tolerancia a la sumersion completa entre
leguminosas forrajeras de los géneros Lotus, Trifolium y Melilotus manifestada en términos
de supervivencia y de tasas de crecimiento post estrés”. Se concluye que, en términos
generales, existe variabilidad en la tolerancia y supervivencia entre las especies estudiadas
frente a la sumersion. Melilotus y Trifolium fueron las mas afectadas en cuanto a
supervivencia tras la sumersion. Ni Melilotus albus ni Trifolium michelianum sobrevivieron
a la sumersion completa de larga duracion. Sin embargo, Trifolium michelianum mostrd una
supervivencia del 60% frente a la sumersion completa de corta duracion. El resto de las
especies del género Lotus y Trifolium mostraron una supervivencia del 100% aunque en éstas
ultimas, las variables fisioldgicas no se recuperaron tan rapidamente como si sucedio con las
especies de Lotus. Esto condice con la segunda hipotesis, que postula que “Las especies con
mayor tolerancia a la sumersion completa presentan mayor capacidad de sostener su
conductancia estomatica, una menor caida en el verdor foliar y una recuperacion rapida del

rendimiento cuéntico maximo del Fotosistema II y del flujo de energia absorbida por centro
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de reaccion” (Hipotesis 1.2). Se encontr6 que las especies del género Lotus (en particular L.
tenuis) fueron las que tuvieron una mayor capacidad de mantener su crecimiento luego de la
sumersion, ya que sus variables fisiologicas de conductancia estomatica, SPAD (verdor
foliar), Fv/Fm y ABS/Rc mostraron una recuperacion mas rapida a lo largo de los dias luego
de la sumersion.

En base a estas respuestas, se llevd a cabo un analisis mas exhaustivo de especies del
género Lotus en el capitulo III, por demostrar que fueron las méas tolerantes a la sumersion.
El segundo objetivo de esta tesis fue analizar el crecimiento de accesiones de Lotus (L. tenuis
y L. corniculatus) frente a dos tipos de sumersion: parcial y completa, y su capacidad de
recuperacion. No todos los resultados respaldaron las hipotesis planteadas. Sin embargo, se
pudo aceptar la hipotesis 2.1, la cual propone que “Las accesiones de Lotus tenuis y L.
corniculatus muestran variabilidad en su tasa de crecimiento después de la sumersion parcial
y completa”. Las respuestas de ambas especies no solo variaron entre tratamientos, sino que
fueron contrastantes entre ellas. L. tenuis mostré un mayor crecimiento que L. corniculatus
tras la desumersion. La hipotesis 2.2 postula que “La tasa de crecimiento post-estrés se
correlaciona positivamente con la proporcion de hojas verdes remanentes al final de la
sumersion”, fue aceptada parcialmente. Se encontré una correlacidon positiva entre esta
variable y la fracciéon de hojas remanentes al final de la recuperacion tras la sumersion
completa, pero solo en L. tenuis. Por otro lado, la hipdtesis 2.3, que plantea que “Existe un
compromiso entre la tasa de crecimiento intrinseca en condiciones control y la capacidad de
crecimiento durante o después del estrés por sumersion”, fue rechazada. No se observo una
correlacion directa entre la tasa de crecimiento de las accesiones control (no sometidas a
sumersion) y las que si fueron sumergidas. Finalmente, la hipdtesis 2.4, que afirma que “No
existe relacion directa entre la tolerancia a la sumersion parcial y completa”, fue corroborada
en L. corniculatus. En esta especie, las accesiones que toleraban mejor la sumersion parcial
no necesariamente toleraban mejor la sumersion completa. En cambio, en L. fenuis, se
observo una accesion (Pampa INTA) que toleraba ambos tipos de estrés (Capitulo III).

A su vez, para poder profundizar los mecanismos fisiologicos de las especies del género
Lotus por demostrar su alta tolerancia a la sumersion, se realizd el tercer y ultimo
experimento de esta tesis teniendo como objetivo el identificar aquellos rasgos que estén

relacionados con la recuperacion a la sumersion completa en RILs de L. japonicus con
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diferente relacion vastago/raiz (Capitulo IV). Ya que se contaba con los recursos genéticos
necesarios para ponerlos a prueba por ser esta especie una especie modelo con respuestas
extrapolables a las Lotus forrajeras. En este caso, se pudo corroborar la Hipotesis 3
enmarcada en este experimento, la cual postula que “Las accesiones de Lotus japonicus
varian en su capacidad para recuperarse de la sumersion completa, lo cual esta asociado a
diferencias en la relacion vastago/raiz, el estado hidrico de la planta y el verdor de las hojas.
Las accesiones con una baja relacién vastago/raiz muestran una rapida recuperacion del
estado hidrico foliar, la conductancia estomatica y el verdor de las hojas durante la fase de
recuperacion, lo que se traduce en una alta tasa de crecimiento post-sumersion”. Se evidencid
que aquellas accesiones con menor relacion vastago/raiz fueron las que tuvieron una mayor
tasa de crecimiento luego de la sumersion, relacionadas con que fueron las que tuvieron una

mayor rapidez en su capacidad de recuperarse en todas las variables fisioldgicas analizadas.

5.2) Esquema integrador de la evaluacion de tolerancia a la sumersion de

las especies lecuminosas forrajeras

En la Figura 5.1 se esquematiza como se relacionan los tres capitulos de la tesis, integrando
conceptos entre las especies y abordando un analisis general de la tolerancia a la sumersion
(variabilidad interespecifica). En el primer nivel (Fig. 5.1a), se observa que las especies
forrajeras del género Lotus mostraron la mayor tolerancia, seguido por las especies forrajeras
del género Trifolium, que presentd una tolerancia intermedia, mientras que Melilotus
demostrd ser intolerante a este estrés (Buraschi et al. 2024a). Debido a estos resultados, se
decidio profundizar en el andlisis de las especies forrajeras del género Lotus, evaluando su
respuesta a la sumersion parcial y completa, y como las variables de crecimiento se vieron
afectadas en las accesiones de L. tenuis y L. corniculatus, las cuales destacaron por su
tolerancia y son, ademas, especies forrajeras por excelencia para ambientes sujetos a estrés
abidtico (Fig. 5.1b). Las accesiones de ambas especies mostraron tolerancia a la sumersion,
tanto parcial como completa. En particular, la accesion Pampa INTA de L. tenuis tuvo un
desempefio superior en ambos tipos de estrés. En el caso de L. tenuis, se encontrd una
correlacion significativa y positiva entre la biomasa total al finalizar la recuperacion y la
proporcion de biomasa asignada a hojas y la relacion vastago/raiz. Asimismo, se observo una

correlacion negativa entre la biomasa total y la proporcion de biomasa destinada a las raices
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al final del experimento, con la accesion Pampa INTA destacando por encima de las demas
en estas variables (Buraschi et al. 2024b). Por ultimo, se exploraron en mayor detalle las
variables fisioldgicas asociadas a la tolerancia a la sumersion, ya que en la Figura 5.1b se
sugirié que el balance entre la transpiracion (vastago: hojas + tallos) y la absorcion (raices)
podria estar relacionado con la tolerancia. Para evaluar esta idea, se utilizaron lineas
endocriadas recombinantes (RILs) de la especie modelo L. japonicus, con diferentes
relaciones vastago/raiz constitutivas (Fig. 5.1¢). Se midieron variables fisioldgicas como el
contenido hidrico relativo foliar, la conductancia estomatica, el verdor foliar y la
fluorescencia (Fv/Fm) durante la primera y segunda semana post-desumersion, para evaluar
la recuperacién de las plantas. Los resultados mostraron que las RILs tuvieron una
correlacion positiva entre la tasa de crecimiento en la fase de recuperacion y todas las
variables fisioldgicas en la primera semana después de la desumersion, acercandose a valores
similares al control en la segunda semana. Esto indica que las plantas lograron recuperarse
del estrés por sumersion completa (Buraschi et al. 2020). En conclusion, estos resultados
resaltan la importancia de disponer de recursos genéticos que permitan identificar rasgos
fisiolégicos y morfologicos clave, tales como la relacion biomasa aérea/radical, la
conductancia estomatica, dafio fotosintético a través del andlisis de la fluorescencia y el
verdor foliar para tolerar y sobrevivir a la sumersion, e importantemente retomar el

crecimiento durante la fase posterior al estrés.
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@ Evaluacion de tolerancia a la sumersion entre especies (interespecifica)

I

I

|

i L. tenuis * %%k * T. repens * % M. albus -
|

|

|

|

|

L. corniculatus * % %
L. japonicus * %

T. fragiferum * %
T. pratense %
T. michelianum -

*5 dias

o+ Tolerancia i

@ Evaluacion de tolerancia a la sumersién entre accesiones (intraespecifica)

ALy 24005 Aguape, Larranaga, Chaja, Esmeralda y Pampa INTA* @

@ Lotus corniculatus: Nilo, Inia Draco, Kontac, Toro y San Gabriel

(=3

Correlacion positiva en s. completa entre la biomasa de la recuperacién
y la fraccién de biomasa de hojas y la relacién vastago:raiz. Inversa con la
fraccion de biomasa de las raices.

©

s. completa
e ®ip

s. parcial

@

-3
03

A

BT recuperacién
BT recuperacién
BT recuperacion

& *11 dias

% hojas % raices 1 Rel. Vdstago: raiz 3

Analisis fisiolégico en RILs de L. japonicus

©

Rils con distinta relacion vastago:raiz

@ Correlacién positiva entre la tasa de crecimiento en la recuperacién de la primera
semana y las variables fisiolégicas = Se equilibran hasta llegar a valores similares al
control al final de la recuperacion de la segunda semana.

ler semana recuperacion 2da semana recuperacién

TCR recuperacion
|

TCR recuperacion
]

*7 dias

Con. Hidrico relativo foliar Con. Hidrico relativo foliar

Verdor foliar Verdor foliar
Fv/Fm Fv/Fm

*Importancia de los recursos genéticos y acceso a ellos
para mejorar la tolerancia en especies forrajeras

Figura 5.1. Esquema conceptual que integra los tres capitulos de la tesis, representando el analisis de
la tolerancia a la sumersion en distintas especies de leguminosas forrajeras a través de graficos
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generales clave que surgieron durante la tesis. (a) Representacion de la variabilidad interespecifica en
la tolerancia a la sumersion completa en orden decreciente siendo Lofus aquella que mostrdé mas
tolerancia, seguida de Trifolium y Melilotus. Los nimeros con asteriscos a la derecha indican los dias
de sumersion completa (5 dias y 10 dias). (b) Detalle de la evaluacion de accesiones de L. tenuis 'y L.
corniculatus bajo sumersion parcial y completa. Las accesiones de L. tenuis se representaron en
triangulos rosas y las de L. corniculatus en circulos grises. La accesion Pampa INTA se remarco en
color violeta representando que fue la mas tolerante a ambos estreses. Los graficos esquematicos
representan la correlacion positiva entre la biomasa total y la fraccion de hojas y la relacion vastago/
raiz y la correlacion negativa entre la biomasa total y la fraccion de raices. (c) Analisis fisioldgico de
las RILs de L. japonicus con distintas relaciones vastago/raiz. Las variables fisioldgicas claves para
la recuperacion post-estrés tales como el contenido hidrico foliar, la conductancia estomatica, el
verdor foliar y parametros de fluorescencia de la clorofila de las RILs se representaron con cuadrados
grises. Se grafico la primer y segunda semana de recuperacion post-sumersion. Este esquema facilita
la comprension de las relaciones entre especies, accesiones y los mecanismos fisiologicos
involucrados en la recuperacion tras el estrés.

5.3) Implicancias de la tesis para futuras investigaciones

El llevar a cabo esta tesis permitio poder evaluar el desempefio de aquellas especies de
leguminosas forrajeras mas utilizadas en el mundo cuando son expuestas a un estrés severo
como lo es la sumersion. A su vez, ademds de haber podido identificar algunos de aquellos
mecanismos morfoldgicos y fisioldgicos que estén asociados a su supervivencia frente a
dicho estrés, se hizo hincapié en como fue su recuperacion y su capacidad de tolerar
efectivamente la sumersion. Esto fue sumamente enriquecedor ya que permite aportar
informacion sobre el comportamiento de las especies y su respuesta ante situaciones
estresantes, ya que no siempre los resultados son los mismos cuando las plantas son
inmediatamente desumergidas vs. si se analiza su crecimiento tiempo después de haber
estado frente a la sumersion. Esto es importante destacarlo ya que, en situaciones de campo,
lo mas importante es poder mantener los niveles de forraje adecuados para el pastoreo siendo
crucial el poder conocer y entender como es el funcionamiento de las plantas forrajeras
especialmente en su capacidad de generar forraje luego de haber estado en condiciones
estresantes, manteniendo o mejorando su crecimiento cuando la situacion a campo sea la
favorable.

Se aportd conocimiento acerca de la supervivencia de especies que si bien en la
literatura se catalogan como especies tolerantes a determinados estreses, como en el caso del
Melilotus albus o T. michelianum donde se los conoce como tolerantes al anegamiento, no lo
fueron en este experimento cuando fueron expuestas a la sumersion completa. A su vez, en

el caso de las especies Lotus tenuis y L. corniculatus, se pudo corroborar su alta tolerancia a
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este estrés, profundizando en este género cuando se analizaron las distintas accesiones. Las
accesiones tuvieron variaciones en sus respuestas, segun si son expuestas a sumersion parcial
o completa, aunque todas fueron generalmente tolerantes.

El utilizar a una especie modelo como lo fue L. japonicus aportd informacion
especifica acerca de los mecanismos fisioldgicos y morfologicos (relacion vastago/raiz,
relaciones hidricas, verdor foliar, conductancia estomatica, fluorescencia) que estan
asociados a la tolerancia por sumersion y asi poder extrapolarlo a las especies forrajeras de
interés. Se pudo explorar acerca del funcionamiento de las plantas mediante mediciones
fisiologicas foliares a través de la fluorescencia, la conductancia estomatica, el verdor y
contenido hidrico foliar y su impacto frente a la sumersion, pero se podrian abarcar otros
aspectos fisiologicos adicionales para contribuir ain mas sobre el funcionamiento de las

plantas cuando son sumergidas.

5.3.1) Aspectos fisiologicos potenciales para abordar frente a la sumersion

Utilizacion de las reservas de carbohidratos en el género Lotus frente a la sumersion

Como se coment6 en el capitulo I, frente a eventos de inundacion, comienza a tener
importancia el metabolismo anaerobico en la produccion de energia de las plantas ya que se
incrementa la actividad de las enzimas de la via de la fermentacion, tales como la alcohol
deshidrogenasa (ADH), piruvato descarboxilasa (PDC) y lactato deshidrogenasa (LDH)
(Gibbs y Greenway 2003; Zhou et al. 2012). Esto se produce para poder mantener la
supervivencia celular en condiciones de baja disponibilidad de oxigeno, como ocurre ante
los eventos de sumersion, y asi poder mantener un minimo de produccion de ATP por
glucolisis gracias a la induccion de las vias fermentativas en vez de por fosforilacion
oxidativa (Bailey-Serres y Voesenek 2008). Sin embargo, la generacion de energia por esta
via es sumamente ineficiente y, a la vez, aumenta la tasa de consumo de carbohidratos (efecto
Pasteur), con lo cual se verian comprometidas las reservas sumado a una menor
disponibilidad de ATP (Yeung et al. 2019). Por esta razdn, seria razonable analizar la energia
almacenada previamente como reserva de carbohidratos para asi poder mantener el
metabolismo fermentativo de los tejidos sumergidos. Esta energia es obtenida principalmente
por el consumo de reservas de carbohidratos a través de la degradacion de almidon (Setter y

Laureles 1996 para arroz; Manzur et al. 2009 para L. tenuis). Este suministro de carbono que



102

se removiliza hacia los tejidos, permite mantener el crecimiento y metabolismo energético
de las plantas cuando la tasa de fotosintesis se ve disminuida (Servaites et al. 1989; Schulze
et al. 1991; Zeeman et al. 2004). Por lo tanto, dicho almidén tiene la capacidad de actuar
como amortiguador del balance de carbono, siendo crucial los niveles en el cual se encuentre
luego de la sumersion, ya que puede condicionar la recuperacion post-estrés porque se ha
sugerido que el rebrote de las plantas estaria directamente relacionado con el consumo del
pool de carbohidratos de reserva disponibles (Bailey-Serres y Voesenek, 2008). Esta
asimilacion del carbono y el crecimiento luego de la sumersion estdn influenciados también
por el grado de apertura estomatica, el estado del nitrogeno foliar y la funcionalidad en que
se encuentra el aparato fotosintético (actividad de los centros de reaccion del fotosistema II)
(Luo et al. 2009; Striker et al. 2017; Yeung et al. 2018). Tales variables fueron las que se
analizaron en esta tesis a lo largo de todos los experimentos para todas las especies
analizadas, con lo cual el obtener informacién sobre dichas reservas y como funcionan en las
especies leguminosas forrajeras adicionalmente a los aspectos fisioldgicos ya medidos,
podrian contribuir en dilucidar ain mas las razones de tolerancia a la sumersion de las
plantas.

Al momento, se realizaron estudios sobre estas reservas de carbono frente a sumersion
principalmente en especies tales como el arroz (Setter y Laureles 1996; Setter et al. 2010), o
en la especie intolerante a la sumersion Arabidopsis thaliana, tal como en el trabajo de
Vashisht et al. (2011). En este Gltimo, se sometieron accesiones de Arabidopsis a sumersion
completa en oscuridad y se analizd el tiempo de supervivencia en dias desde la sumersion.
Se vio que los niveles de tolerancia, si bien fueron variables entre accesiones, no se
correlacionaron con claridad con la cantidad total inicial de almidon o aztcares ni tampoco
dependieron de las condiciones de luz durante la sumersion, pero si tuvieron una correlacion
negativa con la elongacion de los peciolos en condiciones bajo agua. Este ultimo resultado
indica que la capacidad de refrenar el alargamiento inducido por la oscuridad producto de la
sumersion, permitiria sobrevivir mas tiempo en estas condiciones presumiblemente por la
activacion de un metabolismo basal mas conservativo (Vashisht et al. 2011).

En esta tesis, a través del capitulo IV, se profundizo en la especie modelo L. japonicus en
sus aspectos fisiologicos cuando fueron expuestas a la sumersion ya que se contaba con

recursos genéticos como los RILs de diferente relacion vastago/raiz constitutiva. En un
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estudio de Vriet et al. (2010), se obtuvieron mutantes de sintesis y de degradacion de almidén
al realizarse un screening a una poblacion de L. japonicus mutagenizada con
etilmetanosulfonato junto con un mapeo genético para identificar las mutaciones
responsables. En dicho trabajo, si bien los analisis de los fenotipos mutantes indicarian que
los componentes de las vias del metabolismo del almidon en la hoja de L. japonicus y
Arabidopsis en gran medida se conservarian, la importancia de estas vias para su crecimiento
y desarrollo seria diferente entre ambas especies. Por lo tanto, al proveer este novedoso
material genético, resultaria clave para probar aspectos mecanisticos sobre el rol del almidon
como condicionante de la recuperacion post-sumersion, por primera vez en una especie del
género Lotus. Por lo tanto, se podria indagar en futuras investigaciones, el rol de las reservas
de carbono usando genotipos silvestres junto con mutantes de sintesis y de degradacion de

almidon en la leguminosa L. japonicus.

Rol de las especies reactivas del oxigeno (ROS) en el género Lotus frente a la sumersion

Cuando las plantas son sujetas a eventos de sumersion y luego el agua retrocede y dejan de
estar sumergidas, el metabolismo anaerdbico cambia a aerdbico y las células comienzan a
sufrir un shock oxidativo por la re-oxigenacion repentina de los tejidos (Blokhina et al. 2003;
Steffens et al. 2013). Esta desumersion también genera un aumento abrupto en la intensidad
luminica, donde eso puede llevar a la fotoinhibicion (Osmond y Grace 1995) y, por lo tanto,
provocar dafios al aparato fotosintético expresandose sintomaticamente en las plantas
mediante un aumento de la senescencia foliar. Esto pudo verse demostrado indirectamente
en el experimento desarrollado por Striker et al. (2012), donde L. japonicus tuvo una mayor
biomasa al finalizar la sumersion que las especies forrajeras L. tenuis y L. corniculatus, pero
que no se tradujo necesariamente en un aumento de su crecimiento en términos de biomasa
durante la fase de recuperacion post estrés. En L. japonicus se evidencid una menor cantidad
de hojas fotosintéticas, por abscision de sus hojas basales luego del retroceso del agua, es
decir una mayor senescencia foliar. Asi, una re-exposicion repentina a Oz en el ambiente
podria haber generado una mayor produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS),
formadas a partir del oxigeno molecular mediante varias reacciones inespecificas, como lo
son los aniones superdxido (O: °), el oxigeno singulete ('02), los hidroxilos (-OH) y el

perdxido de hidrégeno (H202) (Blokhina y Fagerstedt 2010). Se debe considerar que cuando
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las plantas sufren previamente una privacion de oxigeno pueden producirse tres estados
fisioldgicos transicionales diferentes: anoxia, hipoxia y re-oxigenacion; y para que se generen
las ROS tiene que producirse hipoxia e indudablemente re-oxigenacion (Blokhina et al.
2003), que es lo que ocurre cuando las plantas son quitadas de la sumersion completa.

Con la re-oxigenacion luego de la desumersion se generan las condiciones necesarias
para la formacion de ROS (Blokhina et al. 2000; Boamfa et al. 2005), donde, dependiendo
del tipo de tejido en el cual se encuentren, las ROS pueden generar multiples acciones en las
membranas celulares, mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas y reticulo endoplasmatico.
Estas ROS generan dafios oxidativos a nivel de lipidos, proteinas e incluso acidos nucleicos
provocando dafios moleculares severos, llevando hacia la muerte celular (Foyer y Noctor
2005; Scandalios 2005). Los principales procesos que se desencadenan son la proteolisis,
descomposicion de la clorofila, pérdida de integridad de las membranas celulares y
peroxidacion lipidica (Santosa et al. 2007).

Sin embargo, no siempre una re-exposicion de Oz lleva al dafio oxidativo, ya que las ROS
estan presenten en todos los organismos aerobicos coexistiendo en las células con moléculas
y enzimas antioxidantes. Las plantas tienen mecanismos de activacion de defensas
antioxidantes, a través de la actividad enzimatica como la superdxido dismutasa (SOD), la
ascorbato peroxidasa (APX) y la catalasa (CAT), y también por actividad no enzimatica
como el glutation (GSH), acido ascorbico (vitamina C), flavonoides o carotenos, para
prevenir el dafio oxidativo (Smirnoff 1993; Pignocchi y Foyer 2003; Ogawa 2005). A pesar
de ello, cuando hay un desbalance entre las ROS y el sistema antioxidante se termina
generando dafo (Scandalios 2005) ya sea porque, ante la presencia de eventos ambientales
fisiologicamente estresantes, la produccion de ROS sea tal que no llega a ser compensada
por los antioxidantes, o bien porque la actividad de éstos ultimos resulta insuficiente (Drew
1997). Igualmente, las ROS no solo provocan efectos dafiinos sobre lipidos, proteinas y
ADN, sino que también son necesarias como moléculas sefial que actian como mediadoras
de respuesta de ajuste al estrés. Las ROS pueden participar de la regulacion de la expresion
génica a través de cascadas de sefializacion que conllevan a modificar la actividad de factores
de transcripcion (Laloi et al. 2004). Ya que no so6lo la sumersion completa genera escasez de
oxigeno como se explicd anteriormente, sino que también aumenta la acumulacion de la

hormona etileno en los tejidos.
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En el caso del arroz, el etileno, que promueve el crecimiento de raices adventicias y la
formacion de aerénquima, son respuestas que estan mediadas también por ROS (Steffens et
al. 2012). Un ejemplo de ello lo demuestra el trabajo de Parlanti et al. (2011) usando plantas
de arroz (Oryza sativa) tratadas con DPI (difenilenodonio), un inhibidor de la NADPH
oxidasa que deriva en menor produccién de ROS (Nakamura et al. 1989). En dicho trabajo,
se observo que las plantas tratadas con DPI que fueron sumergidas tuvieron una disminucion
en la formacion de aerénquima. De esta manera se demostrd que una sefializacion de ROS
dependiente de NADPH oxidasa (inhibida por el DPI), estaria involucrada en la formacion
de estas lagunas aerenquimaticas cuando son expuestas a la sumersion. Sin embargo, merece
destacarse que las respuestas de sefalizacion estarian moduladas segtin la concentracion de
las ROS, la duracion a la que estan expuestas las plantas a las mismas y sus caracteristicas
celulares especificas (Martindale et al. 2002).

En cuanto antecedentes del analisis de estas ROS y la sumersion, se realizd un
experimento por Luo et al. 2012 donde midieron la concentracion de ROS, acetaldehido, la
peroxidacion lipidica y la capacidad antioxidante para las especies Alternanthera
philoxeroides (que posee estrategia de escape a la sumersion completa; LOES) y Hemarthria
altissima (que posee estrategia de quiescencia; LOQS) en donde las plantas se sumergieron
completamente y luego se desumergieron a los 20 dias, llevandolas a condiciones de buen
drenaje similares al control. Se puso a prueba si las distintas estrategias de tolerancia a la
sumersion afectaban la capacidad antioxidante para hacer frente a las ROS durante y luego
de haber sido sumergidas. En A. philoxeroides, la actividad de las moléculas antioxidantes
disminuy6 cuando fueron sumergidas, y luego en la desumersion retomaron rapidamente su
actividad. El mismo patron se observé con el contenido de acetaldehido, ni bien fueron re-
aireadas (como sucedi6 en hojas de arroz (Boamfa et al. 2005)). Tal como se indicé mas
arriba, con baja disponibilidad de Oz, los 6rganos sumergidos acumulan etanol a través del
proceso de fermentacion. Cuando vuelven a re-oxigenarse, el etanol se oxida a acetaldehido.
En cuanto a la especie H. altissima, mantuvo su actividad antioxidante incluso estando
sumergida. Ademas, en esta ultima especie, aunque aumento el contenido de acetaldehido
lentamente cuando estuvieron expuestas al estrés, se revirtio al final del experimento sin
inhibir su crecimiento. Por lo tanto, se concluyd que la acumulaciéon de reservas de

carbohidratos de esta especie que confiere quiescencia durante la sumersion podria, al menos
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durante los primeros dias de recuperacion, contribuir en una mejora antioxidante para hacer
frente a las ROS, principalmente a nivel de hojas (Luo et al. 2011; 2012).

Hasta el momento, de las especies analizadas en esta tesis, solo se evaluo en la especie
Lotus japonicus como actuan las ROS y sus antioxidantes haciendo hincapié principalmente
en procesos de simbiosis de rizobios-leguminosas, a través de las leghemoglobinas, e
identificando los mecanismos involucrados en la nodulacién (Giinther et al. 2007; Ramos et
al. 2009; Serna-Sanz et al. 2011). Sin embargo, se desconoce cudl es el comportamiento de
esta especie modelo y de las Lotus forrajeras para hacer frente al estrés por ROS luego de
estar sujetas a sumersion completa. Es por eso por lo que el poder analizar como
responderian las plantas de Lofus al estrés oxidativo, sumado a la vez a variaciones en
sintesis/degradacion de almidon y azicares que son necesarios para la generacion de una
mejora en su capacidad antioxidante, constituirian un gran avance en la informacion
necesaria para dilucidar con mayor detalle el funcionamiento de las especies leguminosas

forrajeras cuando estan expuestas a eventos como la sumersion.

Escala a nivel de canopeo en especies leguminosas forrajeras frente a la sumersioén

En esta tesis se generd conocimiento acerca de las respuestas a nivel de planta individual, y
seria de gran utilidad poder escalar futuras investigaciones hacia niveles de canopeo de
pastura/pastizal, debido a las propiedades y funciones emergentes por como se ubican las
plantas en el espacio (i.e. el nimero plantas/tallos por superficie y la estructura vertical del
canopeo) y principalmente por su interaccion con las condiciones del ambiente. Por ende, se
podrian evaluar la respuesta de las diferentes especies analizadas en este trabajo a
condiciones de sumersion y recuperacion del estrés en condiciones de canopeo. Esta escala
de canopeo forrajero, se podria analizar la productividad primaria neta aérea (PPNA), donde
uno de los modelos mas difundidos para su estimacion es el modelo ecofisiologico de
Monteith (1977). En este modelo, la PPNA se calcula como el producto entre la radiacion
fotosintéticamente activa absorbida por el canopeo (RFAA) y la eficiencia con que dicha
radiacion es convertida en biomasa (EUR). A su vez, la RFAA se calcula como el producto
entre la radiacion fotosintéticamente activa incidente (RFA1) y la fraccion de radiacion que
es absorbida por el canopeo (fRFAA). La fRFAA, es determinada por la estructura del

canopeo, caracterizada por el indice de area foliar (IAF) y el coeficiente de extincion luminica
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(k) que indica la atenuacion de la radiacion dentro del canopeo (Flénet et al. 1996). La EUR
esta asociada principalmente al proceso de fotosintesis (siendo relevante para condiciones de
estrés abiotico el grado de dafio al aparato fotosintético) y es definida principalmente por la
especie, el status de nitrogeno y agua del cultivo, y también por la estructura del canopeo y
la calidad de la radiacion (Sinclair y Horie 1989).

En cultivos se ha observado que una menor PPNA en situaciones de estrés hidrico
puede ser explicada por una reduccidon inmediata de la EUR y de la expansion foliar, y
posteriormente por un aumento en la tasa de senescencia foliar del canopeo, que determina
una menor area foliar verde y en consecuencia una menor absorcion de radiacion (Jones et
al. 1986). El aumento de la PPNA en respuesta a la fertilizacion nitrogenada (Bélanger et al.
1992; Turner et al. 1997) esta explicado principalmente por un desarrollo mas rapido del area
foliar y una mayor intercepcion de radiacion, mas que por un efecto del N sobre la capacidad
fotosintética del canopeo (Bélanger et al. 1994; Gastal y Bélanger 1993). Sin embargo, hay
resultados que muestran reducciones de la EUR en cultivos agricolas asociadas a una
disminucién en el N foliar (Turner et al. 2003). Los trabajos sobre efectos de la sumersion en
los componentes de la PPNA son notablemente escasos en la literatura, no existiendo trabajos
con evaluaciones durante la etapa de recuperacion como se hizo a lo largo de toda esta tesis.
Bajo estrés por excesos hidricos, los pocos estudios que han utilizado esta aproximacion se
realizaron para explicar el rendimiento de cultivos anuales de grano (ej. en microcanopeos
de anegados de trigo, cebada, arveja y colza, Ploschuk et al. 2021), siendo préacticamente
inexistentes los experimentos con especies forrajeras en ambientes anegables. A su vez, se
podria evaluar la estructura horizontal y vertical del canopeo en conjunto con la estimacion
de los componentes de la productividad del cultivo: el nimero de plantas por area, el nimero
de tallos por planta y el peso por tallo (Volenec et al. 1987; Mattera et al. 2013) y el
coeficiente de extincion luminica; y asi analizar la distribucion espacial de las plantas en el
canopeo y su incidencia en el logro de una estructura 6ptima de cultivo para alcanzar su

maximo potencial de produccion.
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APENDICE

CAPITULO II

Fig. S2.1. Esquema del experimento: La barra gris representa el tratamiento de control, la
barra purpura indica el tratamiento de sumersion corta de 5 dias y la barra verde indica el
tratamiento de sumersion larga de 10 dias. Las flechas negras denotan las cosechas iniciales
antes de los tratamientos de sumersion en el dia 0 y el dia 5. Las flechas blancas indican los
momentos de cosecha para los tres tratamientos: el dia de la sumersion (dia 10) y al final del
experimento (dia 28) para analizar la recuperacion. La barra plirpura con rayas en el
tratamiento de sumersion corta de 5 dias indica que las plantas no se sumergieron hasta el dia
5. Se realizé una cosecha adicional en el dia 5 para obtener los valores iniciales (control) para
ese tratamiento. Luego, se aplico el tratamiento de 5 dias hasta el dia 10, cuando se llevaron
a cabo las cosechas para todos los tratamientos. Este protocolo permitio la desumersion de
las plantas en el mismo dia, asegurando la recuperaciéon bajo las mismas condiciones
ambientales.

Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 28
Control [
* * i i
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Tabla S2.1. Valores medios de biomasa seca (en negrita, en g por planta) y sus errores
estandar para los compartimentos de hojas, tallos/estolones, coronas y raices para (a)
desumersion y (b) recuperacion de especies de Lotus y Trifolium, separados en los 3
tratamientos: control, sumersion corta de 5 dias y sumersion larga de 10 dias.

a) Desumersion
Control (C)
Esp./Compartimientos Hojas Tallos/Estolones Coronas Raices
Lotus tenuis 0,513 0,039 0,530 0,037 0,039 0,003 0,326 0,025
Lotus corniculatus 0,646 0,065 0,336 0,023 0,038 0,003 0,330 0,030
Lotus japonicus 0,532 0,034 0,471 0,021 0,026 0,002 0,207 0,012
Trifolium repens 0,539 0,043 0,751 0,034 0,054 0,007 0,484 0,041
Trifolium fragiferum 0,539 0,061 0,613 0,038 0,106 0,017 0,432 0,056
Trifolium pratense 0,640 0,061 0,682 0,026 0,062 0,007 0,652 0,041
Sumersion corta (5d)
Esp./Compartimientos Hojas Tallos/Estolones Coronas Raices
Lotus tenuis 0,383 0,033 0,462 0,039 0,037 0,001 0,206 0,017
Lotus corniculatus 0,417 0,073 0,429 0,083 0,049 0,006 0,398 0,051
Lotus japonicus 0,300 0,031 0,481 0,056 0,025 0,002 0,267 0,068
Trifolium repens 0,285 0,037 0,440 0,035 0,036 0,006 0,318 0,035
Trifolium fragiferum 0,288 0,030 0,479 0,033 0,077 0,007 0,302 0,031
Trifolium pratense 0,293 0,025 0,510 0,013 0,052 0,004 0,429 0,035
Sumersion larga (10d)
Esp./Compartimientos Hojas Tallos/Estolones Coronas Raices
Lotus tenuis 0,257 0,039 0,489 0,032 0,030 0,003 0,191 0,013
Lotus corniculatus 0,219 0,017 0,3440,017 0,041 0,003 0,198 0,014
Lotus japonicus 0,169 0,021 0,410 0,023 0,022 0,002 0,116 0,014
Trifolium repens 0,199 0,030 0,3440,028 0,036 0,003 0,296 0,026
Trifolium fragiferum 0,180 0,046 0,366 0,025 0,045 0,004 0,240 0,027
Trifolium pratense 0,2140,038 0,3410,052 0,039 0,005 0,343 0,041
b) Recuperacion
Control (C)
Esp./Compartimientos Hojas Tallos/Estolones Coronas Raices
Lotus tenuis 0,675 0,063 0,973 0,112 0,079 0,017 0,470 0,057
Lotus corniculatus 0,451 0,074 0,686 0,104 0,083 0,009 0,443 0,055
Lotus japonicus 0,235 0,050 0,555 0,046 0,044 0,006 0,369 0,029
Trifolium repens 0,340 0,064 0,739 0,045 0,093 0,011 0,8310,079
Trifolium fragiferum 0,333 0,078 0,908 0,092 0,138 0,021 0,569 0,081
Trifolium pratense 0,577 0,139 0,634 0,075 0,105 0,009 0,517 0,067
Sumersion corta (5d)
Esp./Compartimientos Hojas Tallos/Estolones Coronas Raices
Lotus tenuis 0,412 0,086 0,884 0,090 0,046 0,005 0,360 0,048
Lotus corniculatus 0,123 0,025 0,388 0,060 0,050 0,005 0,219 0,043
Lotus japonicus 0,229 0,026 0,635 0,090 0,051 0,005 0,190 0,025
Trifolium repens 0,129 0,021 0,545 0,049 0,052 0,007 0,280 0,074
Trifolium fragiferum 0,120 0,031 0,439 0,064 0,064 0,012 0,167 0,033
Trifolium pratense 0,085 0,021 0,100 0,013 0,053 0,005 0,168 0,037
Sumersion larga (10d)
Esp./Compartimientos Hojas Tallos/Estolones Coronas Raices
Lotus tenuis 0,202 0,059 0,619 0,091 0,048 0,007 0,299 0,041
Lotus corniculatus 0,179 0,033 0,466 0,050 0,039 0,005 0,220 0,046
Lotus japonicus 0,149 0,038 0,325 0,084 0,040 0,004 0,066 0,016
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Trifolium repens 0,067 0,012 0,244 0,022 0,032 0,005 0,149 0,053

Trifolium fragiferum 0,149 0,038 0,325 0,084 0,040 0,004 0,066 0,016

Trifolium pratense 0,078 0,025 0,151 0,041 0,040 0,009 0,096 0,046
CAPITULO III

Figura. S3.1. Grafico de Analisis de Componentes Principales (ACP) que mostraron la
distribucion de variables de crecimiento y accesiones de Lotus tenuis y L. corniculatus bajo
condiciones de control durante el periodo de estrés (a) y el periodo de recuperacion (b). Los
graficos fueron generados utilizando 9 variables y 10 accesiones. Las variables analizadas
incluyeron la tasa de crecimiento relativo (TCR) de la biomasa total (BT), hojas (Hojas),
tallos (Tallos) y raices (Raices), asi como la variacién en el nimero de tallos durante el
periodo (A N tallos), el nimero de tallos por planta (N Tallos), la relacion vastago/raiz (V/R),
la relacion hoja:tallo (Hoja/Tallo) y la altura de la planta (H). Las accesiones de Lotus tenuis
estan indicadas por triangulos violetas: Aguape (A), Larrafiaga (L), Chaja (C), Pampa INTA
(P) y Esmeralda (E). Las accesiones de L. corniculatus estan representadas por circulos
verdes: San Gabriel (SG), Nilo (N), Inia Draco (IN), Kontac (K) y Toro (T). El porcentaje de
variabilidad explicada se indica en cada eje del grafico.
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Figura S3.2. Altura de las plantas de las accesiones de Lotus tenuis y L. corniculatus al
final de los periodos de estrés (a, b) y al completarse los periodos de recuperacion (c, d) bajo
condiciones de control (C), sumersion parcial (SP) y sumersion completa (SC). Las letras
indican las siglas de las accesiones para L. tenuis representadas por barras violetas en los
paneles izquierdos: Aguape (A), Pampa INTA (P), Larrafiaga (L), Chaja (C) y Esmeralda
(E). Para L. corniculatus, las accesiones estan representadas por barras verdes en los paneles
derechos: Toro (T), San Gabriel (SG), Kontac (K), Inia Draco (IN) y Nilo (N).
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Figura S3.3. La tasa de crecimiento relativo (TCR) de plantas enteras de accesiones de
Lotus tenuis (paneles izquierdos) y L. corniculatus (paneles derechos) durante el periodo de
recuperacion después de 11 dias de sumersion parcial se mostraron en funcidn de la fraccion
de biomasa de hojas (a, b), la fraccion de biomasa de tallos (c, d), la fraccion de biomasa de
raices (e, f) y la relacion vastago/raiz (V/R) (g, h) en la desumersion (es decir, al final del
periodo de estrés). Las letras indican las siglas de las accesiones de L. fenuis en triangulos
violetas: Aguape (A), Larrafiaga (L), Chaja (C), Pampa INTA (P) y Esmeralda (E), mientras
que para L. corniculatus se indican con circulos verdes: San Gabriel (SG), Nilo (N), Inia
Draco (IN), Kontac (K) y Toro (T). Los pardmetros de las regresiones se presentan dentro de
cada grafico.

Lotus tenuis Lotus corniculatus
) 0.10 0.10
5 b)
'cn 0.08 p 0.08-
25 A
TS 0.06- L 0.06-]
S 8
<8 c KT
83 004 0.04
= 5 E ) N S
S | r*=0.314 | ?=0.622
s 0024 (" 247 0021 £" 2455 %N
p=0.325 =0.112
e oo0o—— 000>
25 30 35 40 45 50 25 30 35 40 45 50
FBH SP (%) FBH SP (%)
Ea 0.10 0.10
© d) 1?2=0.274
- Fi110=1.13
0.08+ 0.08- .
> =0.365
235 P
S & 0.06 0.06-
3
© i i K
23 0.04 0.04 %&
= r?=0.179
2 0.024 F, 14=0.65 0.02 N
95 p=0.476
— 0.00 T T T 0.00 T T T
20 25 30 35 40 20 25 30 35 40
FBT SP (%) FBT SP (%)
= 0.10 0.10
kel f)
‘o 0.08 0.08
25
S g 006 0.06-
S5
© Q
83 004 004 KiI o
g . =0.348 N 2
3 0.02-] r?=0. i r2=0.248
= Fio=160 002 F110=0.99
e 0.00 x i . __pm0302
20 30 40 50 60 50 a0 40 50 60
FBR SP (%) FBR SP (%)
E 0.10 0.10
5 h)
"> 0.08 b 0.08-
9\8 A%
TS 0.06- c 0.06-
53 e
2 § 0.04- E‘F 0.04- SG++$K
£Q 12=0.450 12=0.076 N
e 0.02+ F110=2.45 0.02+ F110=0.24 N
g p=0.215 p=0.652
= 0.00 . . . 0.00 . : :
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Vastago:Raiz SP Vastago:Raiz SP



135

Figura S3.4. Tasa de crecimiento relativo (TCR) de plantas enteras de accesiones de
Lotus tenuis y L. corniculatus durante o recuperandose de la sumersion completa (SC) y
sumersion parcial (SP), graficada en funcion de la TCR de las mismas accesiones de plantas
de control (C) durante el periodo de estrés (a-d) o el periodo de recuperacion (e-h). Las
accesiones de L. tenuis se denotaron con las siglas A (Aguape), L (Larrafiaga), C (Chaja), P
(Pampa INTA) y E (Esmeralda) en tridngulos violetas, mientras que las accesiones de L.
corniculatus se representaron por las siglas SG (San Gabriel), N (Nilo), IN (Inia Draco), K
(Kontac) y T (Toro) en circulos verdes.
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Tabla S4.1. Biomasa seca de plantas (g por planta) de 12 genotipos de Lotus japonicus (10
lineas endocriadas recombinantes y sus parentales Gifu y MG20), cosechadas a lo largo del
experimento. Los valores representan medias + errores estandar de 6 a 8§ repeticiones.

Genotipo

RIL-6
RIL-18
RIL-30
RIL-47
RIL-80
RIL-82
RIL-85

RIL-176
RIL-189
RIL-200
Gifu
MG20

Después de 1 semana

Después de 1 semana

Después de 2 semanas

Inicial de sumersion de recuperacion de recuperacion

Control  Control  Sumersion  Control ~ Sumersion  Control ~ Sumersion
0.45+0.08 0.68+0.07 0.59+0.05 0.83+0.12 0.76+0.08 1.80+0.11  0.94+0.20
0.51+0.05 0.63+0.04 0.28+0.05 1.40+0.12 0.64+0.17 1.60+0.13 0.97+0.18
0.33£0.06 0.57£0.13  0.24+0.07 0.74£0.23  0.60£0.09 0.91+0.05 0.80%0.17
0.28+0.05 0.66+£0.13  0.58+0.14 1.03+0.20 0.70+0.05 1.22+0.19  0.86+0.37
0.284+0.02 0.52+0.08 0.18+0.03  0.78+0.33  0.38+0.08 1.37+0.10  0.91+0.07
0.46+0.09 0.76£0.11 0.31+0.01 1.04+0.32 0.61+0.17 1.90+0.32  0.98+0.15
0.41+0.02 0.53+0.04 0.25+0.03  0.77+0.11  0.47£0.06  0.99+0.15 0.69+0.05
0.22+0.06 0.31+0.03  0.14+0.02  0.84+0.22 0.31+0.09 2.29+0.45 0.84+0.17
0.33£0.07 0.45+£0.06 0.21+0.05 0.94+0.22 0.50+0.10 1.75+0.46 1.24+0.17
0.25+0.06 0.36£0.06 0.13+0.02 0.94+0.12 0.28+0.03  1.28+0.11  0.66*0.10
0.14+0.02 0.30+0.05 0.15+0.02  0.58+0.04 0.23+0.04 0.93+0.17 0.46+0.08
0.54+0.10 0.80+£0.15 0.45+0.08 1.46+0.10 0.90+0.33 2.39+0.34 1.01+0.20
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Tabla S4.2. Contenido hidrico relativo foliar (CHR; %) en las hojas superiores
completamente expandidas de las plantas control de las lineas endocriadas recombinantes
(RILs) de Lotus japonicus y los parentales MG20 y Gifu. Los valores representan medias +
errores estandar de 5 repeticiones.

Valores para plantas control

CHR (%) CHR (%) CHR (%) CHR (%)
Genotipo después de 2 después de 7 después de 10 después de 14
dias de dias de dias de dias de

recuperacion recuperacion recuperacion recuperacion
RIL-6 89.2+1.4 91.4£1.0 91.0+1.1 90.8+0.9
RIL-18 90.8+0.8 90.4+1.1 91.8+1.1 90.4+0.5
RIL-30 91.2+1.0 91.0+1.1 90.4+1.8 91.0+1.0
RIL-47 92.0+1.2 91.2+1.0 91.0+1.0 90.4+0.9
RIL-80 91.2+0.7 91.6+1.0 91.4+0.9 90.2+0.9
RIL-82 91.4+0.9 91.1£1.0 91.8+1.1 90.8+1.0
RIL-85 92.4+1.3 91.6+0.9 91.0+1.0 91.8+0.7
RIL-176 91.2+1.0 90.2+1.5 91.2+1.1 91.8+0.9
RIL-189 91.2+1.0 90.2+1.5 91.2+1.1 91.8+0.9
RIL-200 90.4+1.1 90.0+0.6 90.0+0.7 90.6+1.0
Gifu 91.6+1.4 92.2+1.0 90.2+1.0 91.2+0.7
MG20 91.6+1.4 92.0+0.7 91.4+0.8 91.4+1.3

ANOVA para el p:0.86 p:0.91 p:0.98 p: 0.94

efecto del genotipc
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Tabla S4.3. Conductancia estomatica (gs; mmol m-2 s-1) en las hojas superiores
completamente expandidas de las plantas control de las lineas endocriadas recombinantes
(RILs) de Lotus japonicus y los parentales MG20 y Gifu. Los valores representan medias +
errores estandar de 5 repeticiones.

Valores para plantas control

Genotipo gs después de gs después de gs después de gs después de
2 dias de 7 dias de 10 dias de 14 dias de

recuperacion recuperacion recuperacion recuperacion
RIL-6 194.2+9.4 191.4+14.0 198.8+12.5 200.4+8.1
RIL-18 189.0+7.9 187.8+6.5 194.4+13.3 200.8+6.9
RIL-30 189.4+5.6 199.0+10.3 187.2+6.4 194.6+10.1
RIL-47 201.249.9 191.4+5.1 196.8+9.7 201.0+10.2
RIL-80 197.6+5.5 198.0+11.8 198.8+12.3 202.2+8.4
RIL-82 199.2+13.2 197.4+7.3 203.2+8.4 199.0+8.3
RIL-85 194.0+8.4 192.6+8.9 196.8+7.4 204.8+11.8
RIL-176 197.4+4.8 193.2+7.8 200.0+13.6 208.8+9.2
RIL-189 204.6+9.8 199.0+13.0 203.2+8.4 200.2+9.4
RIL-200 200.8+9.2 198.8+11.0 193.248.5 198.2+4.7
Gifu 203.2+8.1 202.0+8.0 199.0+13.7 193.4+7.7
MG20 199.8+9.8 199.0+8.9 204.2+12.8 205.8+7.0

ANOVA para el p:0.82 p:0.97 2:0.93 :0.96

efecto del genotipo
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Tabla S4.4. Fluorescencia de la clorofila adaptada a la oscuridad (Fv/Fm) en las hojas
superiores completamente expandidas de las plantas control de las lineas endocriadas
recombinantes (RILs) de Lotus japonicus y los parentales MG20 y Gifu. Los valores
representan medias + errores estdndar de 5 repeticiones.

Valores para plantas control

Genotipo Fv/Fm después  Fv/Fmdespués  Fv/Fm después
de 2 dias de de 7 dias de de 11 dias de
recuperacion recuperacion recuperacion

RIL-6 0.810+0.004 0.808+0.006 0.807+0.004
RIL-18 0.810+0.007 0.808+0.006 0.80420.009
RIL-30 0.8160.006 0.803%0.005 0.81420.009
RIL-47 0.807+0.006 0.806+0.006 0.814+0.005
RIL-80 0.810+0.009 0.805+0.005 0.811+0.004
RIL-82 0.810+0.009 0.805+0.005 0.810+0.004
RIL-85 0.810+0.004 0.807+0.007 0.813£0.007

RIL-176 0.808+0.004 0.810+0.005 0.808+0.004

RIL-189 0.812+0.009 0.808+0.008 0.809+0.004

RIL-200 0.808+0.004 0.810+0.005 0.808+0.004

Gifu 0.807+0.007 0.806+0.006 0.806+0.010
MG20 0.807+0.006 0.811+0.003 0.810+0.007
ANOVA para cl p:0.93 P 0.94 p:0.96

efecto del genotipo
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Tabla S4.5. Verdor (unidades SPAD) de las hojas jovenes completamente expandidas,
tanto basales como apicales, en las plantas control de las lineas endocriadas recombinantes
(RILs) de Lotus japonicus y sus parentales MG20 y Gifu. Los valores representan medias

+ errores estdndar de 5 repeticiones.

Valores para plantas control — Hojas basales

Verdor después

Verdor después

Verdor después

Verdor después

Genotipo ; ,
de 2 dias de de 7 dias de de 10 dias de de 14 dias de
recuperacion recuperacion recuperacion recuperacion
RIL-6 33.6+1.3 35.4+1.4 35.8+1.7 34.2+1.5
RIL-18 35.6+2.1 36.4+2.2 35.2+£2.0 34.2+1.5
RIL-30 35.2+2.7 37.0£1.6 35.8+2.2 36.4+2.1
RIL-47 35.242.9 36.4+2.1 36.8+£2.0 34.842.2
RIL-80 34.842.4 36.242.2 36.2+1.5 36.0+1.4
RIL-82 35.241.8 35.6+£2.7 36.0+£2.2 35.242.0
RIL-85 34.2+2.7 35.0+2.4 35.8+2.3 36.4+1.8
RIL-176 35.0+1.6 35.2+2.4 34.8+2.1 35.2+2.3
RIL-189 35.0+2.1 34.8+2.4 36.6x1.7 36.2+1.8
RIL-200 35.242.1 37.4+2.1 37.6+1.3 35.2+2.1
Gifu 36.6+£2.0 35.6+£2.0 35.0£2.4 36.4+2.4
MG20 35.6+1.7 35.4+42.0 37.6£1.4 36.0+2.4
ANOVA para cl p:0.89 p:0.90 : 0.88 p:0.87

efecto del genotipo

Valores para plantas control — Hojas apicales

Verdor después

Verdor después

Verdor después

Verdor después

Genotipo de 2 dias de de 7 dias de de 10 dias de de 14 dias de
recuperacion recuperacion recuperacion recuperacion
RIL-6 43.2+0.6 43.0+1.0 42.0+1.3 42.6+1.1
RIL-18 41.8+0.9 41.6+0.8 41.0+0.7 41.8+1.0
RIL-30 42.0+1.0 41.8+1.4 41.6+1.2 41.8+1.2
RIL-47 42.0£1.0 41.8+1.2 42.6+1.0 41.4+1.4
RIL-80 41.6+1.2 42.0+0.7 42.0+0.9 42.0+1.1
RIL-82 41.6+0.9 42.6+0.5 42.0+1.0 42.6+0.6
RIL-85 43.0+0.3 42.2+1.1 41.0£0.5 42.6+0.9
RIL-176 41.8+1.1 42.4+1.0 42.2+0.6 42.84+0.7
RIL-189 42.0+0.8 43.4+0.6 42.6+1.1 42.2+1.0
RIL-200 41.6+0.8 42.0+1.2 42.4+0.9 42.0+1.2
Gifu 42.4+1.1 43.0+1.0 42.0+0.9 42.8+1.0
MG20 41.6:0.9 43.0+1.0 43.0+1.1 42.2+1.1
ANOVA para cl p:0.88 :0.89 p:0.87 p:0.91

efecto del genotipo
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