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Sistemas de fenotipado para la evaluacion de las respuestas al estrés
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Resumen

Latolerancia al estrés salino es un caracter complejo determinado por la sumatoria de los efectos de numerosos genes, cuya
identificacion es necesaria para la definicion de estrategias de mejoramiento. En este sentido, el uso de plantas modelo
genotipadas y la disponibilidad de métodos de fenotipado masivo son Utiles para asistir a los programas de mejoramiento.
Lotus japonicus (Regel) K. Larsen es un modelo de leguminosa con nodulacion determinada, que puede ser utilizada en la
identificacion de determinantes genéticos en programas de mejoramiento de Lotus y otras leguminosas forrajeras. En este
trabajo, para establecer un sistema de cultivo adecuado para el fenotipado masivo, Se compararon cuatro sistemas experi-
mentales para evaluar respuestas a estrés salino: placas, pouch, hidroponia y macetas. Los resultados obtenidos permitieron
elegir el sistema de hidroponia como el mas adecuado para evaluar el estrés salino, dado que se pudieron establecer
diferencias en las respuestas fisioldgicas basadas en parametros de crecimiento y desarrollo en los genotipos Lotus japoni-
cus Gifu y Lotus burttii. Ademas, el sistema de hidroponia permitié discriminar respuestas en una poblacion de lineas
recombinantes puras (RILs), producto del cruzamiento de Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii. Contar con un sistema de
cultivo que permita realizar de manera precisa el fenotipado masivo de plantas, es necesario para identificar regiones del
genoma implicadas en las respuestas a estrés salino.
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Summary

Phenotyping Systems for Evaluating Saline Stress Response in Lotus

Salt stress tolerance is a complex trait which is determined by the additive effects of several genes whose identification is
necessary to define improvement strategies. In this sense, the use of model plants genotyped and the availability of massive
phenotyping methods are useful to assist breeding programs. Lotus japonicus (Regel) K. Larsen has been adopted as a
determined nodulating legume model, which can be used for identification of the genetic determinants in the breeding program
of Lotus and other forage legumes. In this work, in order to establish a growth system suitable for massive phenotyping, we
compared four experimental systems for evaluating saline stress responses: plates, pouch, hydroponic and pots. Results
allow to choose the hydroponic system as the most suitable for evaluating saline stress, since itis able to establish differences
in responses based on physiological parameters of growth and development in Lotus japonicus (Gifu) and Lotus burttii
genotypes. Moreover, the hydroponic system allowed to discriminate the responses in a population of recombinant inbreed
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lines (RILs) originated by the crossing of Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii. Having a culture system that allows precise and
massive phenotyping is necessary for detecting genomic regions involved in the responses to saline stress.

Keywords: culture system, hydroponic system, massive phenotyping, RILs, NaCl

Introduccion

Aproximadamente el 37% de las pérdidas potenciales
en la productividad de los cultivos a nivel mundial se deben
alasequiay ala salinidad, y el 10% de las tierras cultiva-
bles estan afectadas por estas condiciones medioambien-
tales, que para el afio 2050 aumentard mas del 50% (Athar
y Ashraf, 2009; Munns y Tester, 2008; Flowers, 2004; Zhang
etal., 2001).

Latolerancia a estreses abidticos involucra respuestas
morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas, que permiten man-
tener procesos como respiracion, fotosintesis y transporte
de nutrientes (Munnsy Tester, 2008; Diaz et al., 2005; Wang
etal., 2003).

En la respuesta a altas concentraciones de NaCl se
diferencian dos fases, en la primera se produce estrés 0s-
mético por la diferencia de potencial hidrico generado por la
mayor concentracion de sal en el medio (Munns'y Tester,
2008). En la segunda fase se produce estrés ionico, conse-
cuencia del deshalance de la relacion K*/Na*y del aumento
de Na*y Cl aniveles letales (Munns y Tester, 2008; Diaz et
al., 2005; Borsani et al., 2003; Munns, 2002). En esta fase,
la planta acumula iones en hojas viejas que comienzan a
morir y la capacidad fotosintética cae, lo que lleva a una
reduccion de la tasa de crecimiento (Munns, 2009). Anivel
celular, la tolerancia a estrés salino esta determinada inicial-
mente por la compensacion osmotica seguida por las res-
puestas tendientes a mantener la homeostasis celular (Bor-
sani etal., 2001). Anivel de planta entera la tolerancia esta
definida por la capacidad de excluir y traslocar Na*, por lo
que una alta relacion tallo/raiz, asi como una mayor tasa de
crecimiento, son necesarias para mantener bajos los nive-
les de Na*en hoja (Yamaguchi y Blumwald, 2005; Munns
etal., 2002).

El fenotipo de una planta resulta de la interaccion de su
genoma con condiciones ambientales cambiantes, e invo-
lucra procesos de regulacion génica que modulan respues-
tas de adaptacion, aclimatacion y tolerancia a condiciones
desfavorables (Mazzucotelli et al., 2008; Asins, 2002;
Tuberosa et al., 2002). Para el mejoramiento de la toleran-
ciaal estrés salino interesa conocer los determinantes ge-
néticos asociados a este tipo de respuesta (Ashraf, 2010;
Yamaguchiy Blumwald, 2005; Flowers, 2004). La toleran-

cia al estrés salino es un rasgo complejo de base multigéni-
ca, determinado por muchos loci de efecto cuantitativo (QTL,
quantitative trait loci) (Cuartero et al., 2006; Flowers, 2004;
Borsani etal., 2003). Por esta razon, el mejoramiento de la
tolerancia al estrés salino en cultivares de interés agronémi-
co no hatenido el éxito esperado (Athar y Ashraf, 2009).

En los Gltimos afios el esfuerzo puesto en estudios ge-
noémicos/genéticos incremento la generacion de informa-
cion en estas areas, en un amplio rango de especies
(Miflin, 2000). Inicialmente, las investigaciones se enfoca-
ron en el estudio de lafuncion de cada gen en particulary se
desarrollaron métodos de transgénesis para sobrexpre-
sidn, silenciamiento de genes y obtencidn de bancos de
mutantes. Sin embargo, el énfasis puesto en la genémica
no se correspondio con similares esfuerzos en lo que hace
alentendimiento del fenotipo expresado, lo cual ha llevado a
incrementar lo que se conoce como phenotype gap
(Verslues etal., 2006; Miflin, 2000).

En este sentido el uso de plantas modelo y métodos de
fenotipado masivo son de gran importancia para asistir a los
programas de mejoramiento (Botella etal., 2005). Apesar
de que las plataformas de fenotipado en condiciones contro-
ladas han tenido un avance importante en los dltimos afios
(Rascher etal., 2011), su uso no es generalizable a todas
las especies vegetales ni adaptable a requerimientos espe-
cificos en la evaluacion de un estrés abictico en particular.

Las respuestas a estrés salino en plantas implica el uso
de un sistema de cultivo en particular, lo que ha sido repor-
tado en numerosas comunicaciones, pero hasta el mo-
mento hay pocos trabajos donde se compare el efecto de
los sistemas de cultivo sobre la respuesta de la planta y de
como esto puede afectar la definicion del concepto de tole-
rancia/ sensibilidad el estrés salino (Verslues et al., 2006).

Por otra parte, si bien se han realizado caracterizacio-
nes fisiolgicas bajo estrés salino y osmético en los Lotus
modelo (S&nchez et al., 2010; Melchiorre et al., 2009) la
informacion sobre el fenotipado en el género no es abun-
dante. Lotus japonicus ha sido adoptada como modelo de
leguminosas con nodulacion determinada (Sato et al., 2008;
Udvardi et al., 2005) ya que tiene sintenia con especies de
interés agronémico como L. corniculatus, L. glaber y L.
uliginosus (Nelson et al., 2010; Tsubokura et al., 2008; Zhu
etal., 2005) y con otras especies de leguminosas de nodu-
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lacion determinada (Hougaard et al., 2008; Gondo et al.,
2007). Esto hace posible que lainformacion generadaen L.
japonicus pueda ser utilizada en los programas de mejora-
miento de leguminosas forrajeras.

Los ecotipos Gifuy MG20 de L. japonicus y dos espe-
cies relacionadas, L. filicaulis y L. burttii, han sido elegidas
como lineas parentales para estudios genéticos (Kawaguchi et
al., 2005; Sandal etal., 2002; Jiang y Gresshoff, 1997; Hand-
bergy Stougaard, 1992). A partir del cruzamiento de estos
parentales se han desarrollado poblaciones de lineas re-
combinantes puras (RILs, recombinant inbred line). Las
poblaciones de RILs son obtenidas a partir de una F2, se-
guida por una serie de autofecundaciones hasta construir
un nuevo panel de lineas puras cuyo genoma es un mosai-
co de las dos lineas iniciales. En estas poblaciones se pue-
den fenotipar mdltiples individuos por linea, lo que reduce la
varianza individual y ambiental y mejora la evaluacion feno-
tipica de un caracter complejo como la tolerancia al estrés
salino (Bromany Sen, 2009; Broman, 2005; Asins, 2002).
El objetivo de este trabajo fue establecer un sistema de
cultivo que permita caracterizar fenotipicamente las respues-
tas al estrés salino en L. japonicus Gifu y L. burttiiy en una
poblacion de RILs producto del cruzamiento de ambas es-
pecies.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se usaron las isolineas contrastantes para estrés salino
(Melchiorre et al., 2008), B-303-S9 de Lotus burttii
(Kawaguchi et al., 2005) y B-129-S9 de Lotus japonicus
Gifu (Stougaard y Beuselinck, 1996), de ahora en adelante
L. burttii y Lj. Gifu respectivamente, y una poblacion de 147
lineas recombinantes puras (RILs) producto del cruzamiento
interespecifico de Lj. Gifu x L. burttii (Kawaguchi etal., 2005).
CadaRIL fue desarrollada por autofecundacion a partir de
una F2 hasta una F8y F9 segln los descrito en Sandal et
al. (2012). Las semillas fueron provistas por el Dr. Niels
Sandal (Universidad de Aarhus, Dinamarca) y multiplica-
das por la. Ing. Agr. Ménica Rebuffo (INIA La Estanzuela,
Uruguay).

La escarificacion de las semillas se realizd mecénica-
mente con papel lija fino N° 2, y se desinfectaron 1 minen
etanol al 70% (v/v) y 20 min en una solucién de hipoclorito
de sodio comercial (55 mg de Cloro activo) 20 % (v/v) con
0,1%Tween-20. Después de seis lavados y de permane-
cer durante 4 h en agua estéril para su imbibicion, las semi-
llas se germinaron en placas de Petri con agar agua 8%
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(p/v) estéril, a 28 °C en estufa de crecimiento, donde se
mantuvieron hasta que las radiculas tuvieron 2-3 mm. En
este estadio, se trasplantaron a cada sistema de cultivo.

Condiciones de crecimiento

Los sistemas de cultivo se mantuvieron en cdmara de
crecimiento a 28 °C, con un fotoperiodo de 16 hluza una
intensidad de 150 pmol de fotones m?2- s, En todos los
sistemas se us6 medio B&D (Broughtony Dilworth, 1971)
sin NaCl durante el periodo de aclimatacion de siete dias.
Luego de este periodo los tratamientos fueron 0y 125 mM
NaCly el medio de cultivo se renov cada cuatro dias para
asegurar una concentracion de NaCl constante. Los datos
de crecimiento y desarrollo se determinaron alos 0, 7y 14
dias de aplicados los tratamientos (dat), es deciralos 7, 14
y 21 dias de transferidas las semillas a los sistemas de
crecimiento.

Sistemas de crecimiento
Placas

Se usaron placas de Petri de 14 cm de diametro con
medio B&D estéril solidificado con 8% de agar (Figura 1A).
En cada placa se colocaron cinco plantas y se usaron seis
placas (unidad experimental) por tratamiento.

Bolsas pléasticas

Se usaron bolsas plasticas de crecimiento (pouches) de
18 x 16,5 cm (Mega International, USA) con 20 mL de
medio B&D liquido estéril (Figura 1B). Los pouches se co-
locaron verticalmente en un organizador, y se mantuvo 0s-
curala zona radicular. En cada pouch se colocaron ocho
plantas y se usaron tres pouches (unidad experimental) por
tratamiento.

Hidroponia

El sistema de hidroponia completo consistié en seis ban-
dejas de 400 mL, interconectadas por tubos flexibles de
plastico de 0,5 cm de diametro. El flujo de aire continuo fue
suministrado por una bomba de acuario modelo CX-0098
Champion®. En cada bandeja se dispusieron tiras de acrili-
co perforadas donde se colocaron las semillas germinadas
(Figura 1C). En cada bandeja se colocaron 20 plantas y se
usaron tres bandejas (unidad experimental) por tratamiento.

Macetas

Las macetas plasticas de 250 mL se llenaron con ver-
miculita expandida de granulometria media (Figura 1D) y
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Figura 1. Sistemas de cultivo utilizados. A. Sistema de placas. B. Sistema de pouches. C. Sistema de hidroponia.

D. Sistema de macetas.

se regaron por subirrigacion con medio B&D. En cada
maceta se colocaron cinco plantas y, se usaron cuatro ma-
cetas (unidad experimental) por cada tratamiento.

Estrategia experimental

El efecto del sistema de cultivo sobre las respuestas de
crecimiento y desarrollo de las plantas se evalu6 en L. bur-
ttii cultivado bajo condicion control en los cuatro sistemas
experimentales definidos. La capacidad del sistema de cul-
tivo para identificar respuestas diferenciales frente a estrés
salino se evalug utilizando dos genotipos contrastantes L.
burttiiy Lj. Gifu cultivados en el sistema de hidroponia. La
capacidad del sistema de cultivo para diferenciar respues-
tas en genotipos altamente emparentados se evaluo utili-
zando una poblacién RILs de Lotus en el sistema de hidro-
ponia.

Parametros de crecimiento y desarrollo

Para cuantificar el crecimiento y desarrollo de las plan-
tas se midio la longitud de tallo, raiz y total, y el nimero de
trifolios. Las longitudes fueron tomadas de manera no des-

tructiva mediante el analisis de imagenes usando el soft-
ware libre ImageJ (Abramoff et al., 2004).

La Tasa de Elongacion Relativa (TER) se definio como
parametro de crecimiento y se calculd como:

TER=(InL~InL)/(t-t)

donde: L,y L, corresponde a la de longitud final e inicial, y t
y t, al tiempo final e inicial. Las variables de crecimiento
quedaron definidas como TERt, TERry TERtotal, para tasa
de elongacion relativa de tallo, raiz y total respectivamente.
Para cuantificar el desarrollo se definieron tres parame-
tros:
1) Relacion Tallo/Raiz (RTR) calculada como:

RTR=L /L,

donde: L es lalongitud deltalloy L es lalongitud de laraiz.
2) Tasa de Desarrollo Foliar (TDF) calculada como:

TDF=ne de trifolios/d

donde: d es el nimero de dias desde el cultivo.
3) N°de trifolios por tallo (Nt/T) calculado como:
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Nt/T=n° de trifolios / longitud de tallo.

Marcadores moleculares de la poblacion de RILs

Se trabajo sobre un mapa genético consistente en seis
grupos de ligamiento que corresponden a los seis cromo-
somas de Lotus japonicus segun lo descrito por Sandal et
al. (2002) y Pedrosa et al. (2002). Los marcadores mole-
culares son del tipo microsatélite desarrollados segun lo
descrito en Sandal et al. (2012) para detectar polimorfismos
entre Lj. Gifuy L. burttii. La informacién de los marcadores
moleculares esta disponible en el sitio (http://
www.kazusa.or.jp/lotus/markerdb_index.html). La matriz de
similitud del genoma de cada linea respecto a sus parenta-
les fue obtenida utilizando en software libre Flapjack (Milne
etal., 2010).

Andlisis estadistico

Se utilizaron modelos lineales con efectos fijos segun el
disefio experimental usado en cada sistema de crecimien-
to. En placas, pouches y macetas los tratamientos se apli-
caron en un disefio completamente al azar con submues-
treo. En hidroponia los tratamientos se aplicaron bajo un
disefio en hloques completos al azar, para las lineas paren-
tales. Para las RILs, por tratarse de un gran nimero de
genotipos, se utilizd un disefio de blogues incompletos en
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parcelas divididas con dos a tres repeticiones por linea,
donde cada bandeja (parcela dividida) tenia 60 lineas. Para
laidentificacion de diferencias significativas entre tratamien-
tos se utilizo un test de comparacion de medias, ajustadas
segun cada modelo, en base al estadistico de Tukey. El
analisis de los datos se realiz con el software Infostat (Uni-
versidad Nacional de Cérdoba, 2010).

Resultados

Evaluacion del efecto del sistema de cultivo sobre los
parametros de crecimiento y desarrollo

Para el establecimiento de un sistema de fenotipado que
permita la maxima expresion del fenotipo, se evalud el efec-
to de cuatro sistemas de cultivo: placas, pouches, hidropo-
niay macetas sobre el crecimiento y desarrollo de L. burttii
en ausencia o presencia de NaCl .

Las plantas cultivadas en ausencia de estrés en placas
y pouches mostraron similares patrones de crecimiento y
desarrollo; del mismo modo lo hicieron las plantas crecidas
en macetas e hidroponia, las que a su vez mostraron ma-
yores valores absolutos (Figura 2).

Entodos los sistemas de cultivos ensayados, y en con-
cordancia con resultados obtenidos por Melchiorre et al.
(2008), la tasa de elongacion relativa total (TERtotal), la radi-
cular (TERr) y lade tallo (TERt) de L. burttii se redujeron en
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Figura 2. Crecimiento y desarrollo de L. burttii en 0 mM de NaCl en distintos sistemas experimentales.
A. Longitud de tallo, B. Longitud de raiz, C. Longitud total, D. Nimero de trifolios. Los valores son las
medias ajustadas de cada parametro en cada sistema.
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Cuadro 1. Crecimiento de L. burttii cultivado en cuatro sistemas experimentales en dos concentraciones de NaCl. El tiempo
corresponde a los dias transcurridos desde la aplicacion del tratamiento. Los valores corresponden a las medias ajustadas
de cada variable. Letras distintas corresponden a diferencias significativas (p<0, 05) seguin Tukey, para la interaccion tiempo

por tratamiento dentro de cada variable y sistema.

) Tiempo TCRt TCRr TCRtotal
Sistema
dias 0mM 125 mM 0mM 125 mM 0mM 125 mM
7 0,178 a 0,152 b 0,114 a 0,067 b 0,118 a 0,085 b
Placas
14 0,013 ¢ 0,017 c 0,019 ¢ 0,010c  0,016c  0,01llc
7 0,104 a 0,061 bc 0,021 a 0,005 b 0,036a 0,020 ab
Pouches
14 0,083 ab 0021c 0019ab 0006ab 0035a 0,010b
. ) 7 0,131 a 0,102 ab 0,044 a 0,024 a 0,071a 0,042 ab
Hidroponia
0,058 bc 0,042 c 0,012 a 0,009 a 0,032 b 0,017 b
0,222 a 0,167 b 0,018 a 0,043 a 0,089 a 0,078 a
Macetas
14 0,060 ¢ 0,004 d 0,009 a -0,045 b 0,038 b -0,023 ¢

TCRt: tasa de crecimiento relativo de tallo, TCRr: tasa de crecimiento relativo de raiz, TCRtotal: tasa de crecimiento relativo total.

la concentracion 125 mM de NaCl respecto al control. En
todos los sistemas y en ambas condiciones, las tasas de
crecimiento tendieron a disminuir a los 14 dias respecto a
los valores obtenidos a los siete dias (Cuadrol).
Larelacion tallo/raiz (RTR) disminuyo6 significativamente
respecto al control en plantas de L. burttii cultivadas en

hidroponiay en macetas a los 14 dias de aplicado el NaCl;
pero en este mismo tiempo el NaCl en el sistema en placas
increment6 laRTR (Cuadro 2).

El tratamiento con NaCl no modificé la tasa de desarrollo
foliar (TDF) en las plantas creciendo en sistemas de hidro-
poniay placas, mientras que ésta se redujo en el sistema

Cuadro 2. Desarrollo de L. burttii cultivado en cuatro sistemas experimentales en dos concentraciones de NaCl. El tiempo
corresponde a los dias transcurridos desde la aplicacion del NaCl. Los valores corresponden a las medias ajustadas de cada
variable. Letras distintas corresponden a diferencias significativas (p<0, 05) seguin Tukey, para la interaccién tiempo por
tratamiento dentro de cada variable y sistema.

. Tiempo RTR TDF Nt/ T
Sistema i
dias 0 mM 125 mM 0mM 125 mM 0 mM 125 mM
Placas 7 0,453 bc 0,525 ab 0,264a 0,245a 0,115a 0,132 a
14 0,404 ¢ 0,573 a 0,187b 0,181b 0,106 a 0,117 a
0,284 b 0,446 a 0,114a 0,081b 0,186 a 0,132 b
Pouches
14 0,414 a 0,487 a 0,117a 0,077b 0,153ab 0,134 ab
. , 7 0,693 b 0,444 b 0,442a 0,369 a 0,067ab 0,074 a
Hidroponia
1,003 a 0,576 b 0,359a 0,335a 0,053 b 0,068 a
1,077 b 0,595 ¢ 0,260a 0,243 a 0,039 b 0,054 a
Macetas

14 1,457a 0,863 bc 0,253a 0,195b 0,033 b 0,055 a

RTR: Relacion longitud tallo/ longitud raiz, TDF: tasa de desarrollo foliar expresada en d-, Nt/T: nimero de trifolios sobre longitud de tallo.
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de pouchesy macetas a partir de los 7y 14 dat respectiva-
mente (Cuadro 2). Respecto al nimero de trifolios en los
tallos (Nt/T) éste se incrementd respecto al control en plan-
tas cultivadas en los sistemas de hidroponia y macetas,
mientras que a los 14 dat no se observaron diferencias
significativas en los sistemas de placas y pouches (Cuadro 2).

Evaluacion del sistema de hidroponia para discriminar
respuestas diferenciales de genotipos al estrés salino

Una vez establecido que los cuatro sistemas de creci-
miento permiten fenotipar a L. burttii en condiciones de es-
trés salino, y en base a los resultados obtenidos y mostra-
dos enlaFigura 2, se eligio al sistema de hidroponia para
evaluar a los 14 dat las diferencias fenotipicas entre los
genotipos de Lotus, para lo que se uso Lj. Gifuy L. burttii.

Sibien en ambos genotipos el NaCl tuvo un efecto nega-
tivo sobre los pardmetros de crecimiento evaluados, Lj.
Gifu tuvo tasas de crecimiento mayores que L. burttii (Cua-
dro 3).

Cuando se evaluaron los parametros de desarrollo de
estos genotipos se observd que en ausencia de NaCl las
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RTRy TDF de L. burttii fueron mayores que las de Lj. Gifu,
sin embargo con 125 mM de NaCl Lj. Gifu presentd mayo-
res RTRy TDF (Cuadro 4).

Uso del sistema de hidroponia para el fenotipado
masivo de una poblacion de RILs (Lj. Gifu x L. burttii)

El sistema de hidroponia permiti¢ discriminar el com-
portamiento frente a estrés salino de Lj. Gifuy L. burttii.
Para establecer si este sistema puede ser usado para ana-
lizar la respuesta de una cruza de ambos genotipos se
decidié evaluar en el sistema de hidroponia una poblacion
de RILs, Lj. Gifu x L. burttii compuesta por 147 lineas.

Enla poblacion de RILs se observé que la proporcion de
similitud del genoma de cada linea respecto de sus paren-
tales fue variable dentro de la poblacion. El 3% de las RILs
poseen un porcentaje de similitud del genoma mayor al
70% respecto a Lj. Gifu (parental femenino) en tanto que, el
15% de las lineas tienen un porcentaje de similitud mayor al
70% respecto a L. burttii (parental masculino). Por otra
parte, el 3% de la poblacién posee un genoma con el 50%
de similitud para cada parental (Figura 3).

Cuadro 3. Crecimiento de Lotus burttii y Lotus japonicus Gifu cultivados en hidroponia. El tiempo corresponde a los dias
transcurridos desde la aplicacién del NaCl.Los valores corresponden a las medias ajustadas de cada variable. Letras
distintas corresponden a diferencias significativas (p<0, 05) segtn Tukey.

Linea TCRt TCRr TCRtotal
0mM 125 mM 0mM 125 mM 0mM 125 mM
L. burttii 0,097a 0,034d 0,053a 0,001c 0,068a 0,012¢
Lj. Gifu 0,072b 0,052¢ 0,039a 0,020b 0,050 ab 0,032b

TCRt: tasa de crecimiento relativo de tallo, TCRr: tasa de crecimiento relativo de raiz, TCRtotal: tasa de crecimiento relativo total.

Cuadro 4. Desarrollo de Lotus burttii y Lotus japonicus Gifu cultivados en hidroponia. El tiempo corresponde a los dias
transcurridos desde la aplicacion del NaCl. Los valores corresponden a las medias ajustadas de cada variable. Letras
distintas corresponden a diferencias significativas (p<0, 05) segun Tukey.

Linea TCRt TCRr TCRtotal
0mM 125 mM 0mM 125 mM 0mM 125 mM
L. burttii 1,066 a 0,798¢ 0,208a 0,095¢ 0,072b 0,109a
Lj. Gifu 0,891b 1,103a 0,183b 0,190b 0,113 a 0,130a

RTR: Relacion tallo/raiz, TDF: Tasa de desarrollo foliar en d*, Nt/T: N° de trifolios/longitud de tallo.
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Figura 3. Proporciones de similitud del genoma de la po-
blacion RILs Lj. Gifu x L. burttii respecto a las lineas paren-
tales.

La distribucion de frecuencia de la variable TERt enla
poblacién de RILs fue diferente seguin la condicion experi-
mental analizada. En la condicion control la TERt tuvo una
distribucién unimodal (Figura 4A), pero en NaCl esta distri-
bucion de frecuencia se modifico hacia una de tipo bimodal
(Figura 4B).

Discusion

El contar con sistemas de fenotipado robustos y confia-
bles que permitan caracterizar parametros morfolégicos,
fisioldgicos y bioquimicos frente a diferentes condiciones
ambientales es importante para aprovechar distintas herra-
mientas genéticas y gendémicas (Melchiorre et al., 2009).
Recientemente, se ha revalorizado el aporte de la genética
cuantitativa asistida por marcadores moleculares en el es-
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tudio de determinantes de caracteres complejos de la pro-
ductividad bajo condiciones adversas (Mackay etal., 2009).

Evaluar poblaciones genotipadas en sistemas de fenoti-
pado permitiria establecer correlaciones entre variables
genotipicas y fenotipicas tendientes a identificar los determi-
nantes de las respuestas de interés. En este sentido, este
tipo de evaluacion en lineas parentales diploides del género
Lotus es una estrategia que aportara informacion que puede
ser transferida a los programas de mejoramiento de las
especies tetraploides usadas como forrajeras (Hougaard
etal., 2008; Kawaguchi et al., 2005; Udvardi et al., 2005;
Flowers, 2004; Sandal etal., 2002).

La estrategia experimental usada en este trabajo, basa-
da en la comparacion de distintos sistemas de cultivo, per-
miti6 identificar respuestas diferenciales frente a estrés sali-
no en Lotus. Mas aun, se pudo establecer un sistema de
crecimiento para discriminar respuestas fenotipicas en ge-
notipos muy relacionados.

El andlisis de los distintos sistemas de crecimiento mos-
tr6 que los patrones de respuestas de la planta en condicio-
nes control fueron similares en todos los sistemas de culti-
vo. Esto demuestra que los sistemas no tienen incidencia
sobre el patron de crecimiento, lo que significa que no es
esperable que exista una interaccion fuerte entre el sistema
y el genotipo. Estudios realizados en otras especies de
Lotus mostraron resultados similares a los observados en
este trabajo para L. burttii (datos no mostrados).

El andlisis del crecimiento absoluto de raiz, tallo y total
mostrd que cada sistema de cultivo tuvo efectos diferentes
sobre estas variables. Particularmente en macetas el ta-
mafio final alcanzado fue mayor al que se logrd en cualquie-
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Figura 4. Distribuciones de frecuencia y correlacion para la variable tasa de elongacion relativa de tallo (TERt) en una
poblacion de lineas recombinantes puras (RILs). A. TERt medida en condicion control. B. TERt medida en NaCl.
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ra de los otros sistemas. Sin embargo las macetas no per-
miten una cuantificacion del crecimiento no destructiva, por
lo que para ensayos que involucran el seguimiento de la
respuesta en el tiempo, seria necesario tener un nimero
determinado de macetas por tiempo por genotipo por con-
dicion, lo que aumenta significativamente la dimension del
ensayo. Por esto, parece deseable encontrar un sustituto a
este sistema, ya que en analisis gendmicos es necesario el
fenotipado répido y masivo de respuestas.

Si bien en este estudio la maceta fue el sistema que
menos restricciones impuso al crecimiento de la planta, las
placas, pouches e hidroponia permitieron realizar mues-
treos consecutivos no destructivos de pardmetros de creci-
miento y desarrollo del mismo individuo. En estos sistemas
fue posible obtener cinéticas de crecimiento frente a estrés y
determinar condiciones de intensidad discriminantes dadas
por el tiempoy el nivel de estrés. Estos estudios cinéticos
permitieron definir qué etapa del desarrollo de la planta fue
mas sensible a la condicion de estrés, lo que se conoce
como periodo critico. Este periodo se situd entre los 7y 14
dias de transferidas las semillas a los sistemas de creci-
miento, y durante el mismo se observaron las mayores
tasas de crecimiento asi como el mayor efecto del NaCl. La
identificacion de este periodo es interesante ya que las res-
puestas de la planta a la salinidad estan directamente rela-
cionadas con la intensidad del estrés y con el estado de
desarrollo de la planta (Khan et al., 2010; Munns, 2009;
Melchiorre et al., 2009; Verslues et al., 2006).

Por otro lado, los distintos sistemas impusieron limitacio-
nes en cuanto al nimero de plantas que se puede evaluar
por tipo de dispositivo y por ensayo. Este aspecto es deter-
minante para definir el disefio experimental y el analisis es-
tadistico mas adecuado segun sean los objetivos que se
buscan en los distintos ensayos (i.e. evaluacion de RILs,
evaluacion de genotipos contrastantes, tratamientos de es-
trés, etc.). En este sentido luego de ensayar los cuatro sis-
temas de fenotipado, concluimos que el sistema de hidro-
ponia aporta ventajas respecto a los otros, ya que se puede
cultivar simultaneamente un nimero elevado de plantas /
genotipos con un nivel de expresion del fenotipo similar al de
la maceta, en un espacio relativamente reducido. Esto per-
mite disminuir considerablemente las variaciones dadas
por el error experimental del sistema y la varianza genética
sobre las variables de respuestas estudiadas. El control de
estas variables es critico en el disefio de experimentos diri-
gidos alaidentificacion de componentes genéticos asocia-
dos ala expresion de rasgos cuantitativos como el creci-
miento y desarrollo (Bromany Sen, 2009).
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El sistema de hidroponia permiti¢ aplicar un disefio ex-
perimental en el cual fue posible la evaluacion simultanea de
147 RILs. Cuando se analiz6 la TERt en la poblacion de
RILs se observo una distribucion de frecuencia del tipo uni-
modal en la condicién control, mientras que cuando se im-
puso el estrés salino, la TERt tuvo una distribucion de fre-
cuencia del tipo bimodal. Esto es interesante ya que como
cada RIL es un genotipo individual, este comportamiento
puede ser asociado a una caracteristica genética particular
(Bromany Sen, 2009; Collard et al., 2005; Tuberosa et al.,
2002; Tanksley, 1993). La evaluacion de las respuestas a
estrés salino en la poblacion de RILs mediante un sistema
de hidroponia se propone entonces como una estrategia
valida para la identificacidn de QTLs asociados a la toleran-
cia a estrés salino.

Contar con un sistema de cultivo que permita de manera
precisa el fenotipado masivo de plantas contribuira a identi-
ficar regiones del genoma implicados en las respuestas a
estrés salino, lo que es importante para el mejoramiento de
genotipos cultivables de Lotus frente a estrés iénico / osmo-
tico.
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