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RESUMEN

Vicia villosa es un recurso forrajero potencial en areas marginales asociado
con su resiembra natural y sus atributos agronémicos. Los objetivos del
trabajo fueron registrar y analizar el patréon de absorcién de agua, determinar
el porcentaje de germinacion, estimar los parametros de tiempo hidrico y
establecer la composicion isotépica de *C y ®N de la plantula cuando Vicia
villosa germina en condiciones de estrés hidrico y salino. Los ensayos para
determinar el patrén de absorcion y la respuesta a la germinacion se realizaron
segun el tratamiento: control (agua destilada) y soluciones con potencial agua
(¥,):-0,3;-0,6;-0,8; -1y -1,2MPa. Los osmolitos fueron poliethylene glicol (PEG)
y cloruro de sodio (NaCl). La composicion isotopica de la materia organica
total (MOT) se determind en condiciones control, -0,8 y -1 MPa. La absorcion
de un 125% de agua desencadené la germinacion. Se estim6 que con ‘¥,
de -0,6 y -0,8 MPa se alcanzaria un 90% de germinacion en estrés hidrico y
salino. Los tratamientos de PEG y NaCl mostraron un enriquecimiento en *C y
un empobrecimiento en N respecto al control. Los resultados experimentales
indican que esta especie es mas tolerante a la salinidad que al estrés hidrico.
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SUMMARY

Vicia villosa is a potential forage resource in marginal areas associated with its
natural reseeding and agronomic attributes. The objectives of this work were
to record and analyze the water absorption pattern, determine the germination
percentage, estimate the hydrotime parameters and establish the *C and **N
isotopic composition of the seedling, when V. villosa germinates in water and
salinity stress conditions. The assays to determine the water absorption pattern
and the response to germination were carried out according to the treatment:
control (distilled water) and the solutions with potential water (¥ ,): -0.3; -0.6; -0.8;
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-1 and -1.2 MPa. The osmolytes were Polyethylene Glycol (PEG) and sodium
chloride (NaCl). The isotopic composition of the total organic matter (MOT) was
determined under control conditions, -0.8 and -1 MPa. The absorption of 125 %
of water triggered the germination. It was estimated that 90 % of germination
would be achieved with ¥, of -0.6 and -0.8 MPa in water and salinity stress.
PEG and NaCl treatments showed an enrichment in *C and a depletion in >N
with respect to the control. The experimental results lead to the conclusion that
this species is more tolerant to salinity than to water stress.
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INTRODUCCION

Entre las leguminosas, el género Vicia
comprende, segun Bryan y Hughes (2011),
aproximadamente entre 160 y 200 especies de
importancia econémica que son cultivadas como
abono verde, forraje o alimento para consumo
humano por ejemplo: Vicia faba, V. sativa, V.
hirsuta, V. narbonensis, V. villosa, entre otras
(Gunn, 1981; Marin et al., 1998; Haffani et al,,
2017). En Europa Central es comun el cultivo de
V. villosa conocida con el nombre vulgar de “vicia
velluda” (Nadal-Moyano et al., 2004) y en Estados
Unidos, con el nombre de “veza invernal”, se
utiliza en siembras de otofio y presenta un mejor
desempefio que V. sativa. Su adopcién en areas
productivas marginales se asocia con su alto
potencial de resiembra natural y sus deseables
atributos agronémicos (Renzi et al., 2017).

El proceso de germinacion es de fundamental
importancia ya que influye directamente en
el crecimiento, determinando el éxito en el
establecimiento del cultivo (Baskin y Baskin, 2014).
Durante la imbibicién, el movimiento y la velocidad
de entrada de agua depende de las caracteristicas
intrinsecas de la semilla y de la permeabilidad
de las cubiertas seminales; que a su vez es
influenciada por la morfologia, composicion y el
contenido inicial de agua de la semilla (Copeland
y McDonald, 2001). Es ampliamente reconocido
que las semillas presentan un patrén de absorcion
de agua trifasico (Hadas y Russo, 1974; Bewley
y Black, 1994; Bradford, 1995) propio de cada
especie y que las semillas deben alcanzar un nivel

minimo de hidratacion (NMH) para desencadenar
la germinacion (Hadas, 1977; Perissé et al., 2002;
Perissé y Planchuelo, 2004).

La sequia por falta de lluvia o por retraso en la
irrigacion es uno de los factores limitantes para la
produccion de un cultivo y es un problema severo
enmuchas regiones del mundo (Lefietal., 2004). En
suelos salinos, sin bien el potencial osmético puede
ser de una magnitud tal que afecte la imbibicion de
agua, en la mayoria de los casos es el potencial
matrico el que determina la disponibilidad de agua
en el suelo para la semilla (Finch-Savage y Bassel,
2016). Ademas, la salinidad puede tener efectos
téxicos sobre la semilla (Munns, 2002).

La germinacion en condiciones limitantes de
agua se correlaciona con el alcance del nivel
minimo de hidratacion (NMH), que permite iniciar
el alargamiento celular y la aparicion de la radicula
(Hegarty, 1978). Por lo tanto, es necesario conocer
si ocurren variaciones en el patrén de absorcion
cuando las semillas de V. villosa se encuentran en
medios con diferentes potenciales agua debido a
condiciones de estrés hidrico o salino. Sin embargo,
aun en un suelo con una adecuada disponibilidad
de agua, existe una dispersion entre la primeray la
ultima semilla que completa la emergencia, siendo
ésta un indicador de la uniformidad y la calidad
de la poblacion de las semillas (Bradford, 1995).
El analisis de tiempo hidrico proporciona varios
indices de calidad de las semillas en relaciéon con
la tolerancia al estrés, la velocidad y la uniformidad
de la germinacion (Bradford y Still, 2004). Existen
varios estudios realizados con esta metodologia
para evaluar el comportamiento de diferentes



Germinacién, tiempo hidrico y andlisis isotdpico de Vicia villosa Roth. bajo condiciones de estrés hiarico... 91

especies bajo deficiencia hidrica (Hu et al., 2013;
Hu et al., 2015; Farahinia et al., 2017; Renzi et al.,
2017; Zhang et al., 2020) y bajo condiciones de
salinidad (Cavallaro et al., 2016); sin embargo,
no se dispone de antecedentes sobre modelo de
tiempo hidrico para la germinacion de V. villosa en
condiciones de salinidad.

El estudio de las respuestas fisioldgicas de las
plantas que crecen bajo condiciones limitantes
puede proporcionar informacién para predecir
futuras respuestas en un ambiente cambiante (Taiz
y Zeiger, 2010). La identificacion de nuevos criterios
fisiolégicos, como la composicion isotépica de la
materia organica (MO) de las plantas, resulta una
herramienta de utilidad para evaluar el impacto del
ambiente y la tolerancia de las plantas al estrés
(Araus et al., 2008). La abundancia natural de
isotopos estables en la MO de las plantas, como
el carbono (*C) y el nitrégeno ("*N), varia en
condiciones de estrés hidrico o salino. Bajo estas
condiciones ambientales el flujo de entrada de CO,
en las hojas disminuye por la menor conductancia
estomatica y esto provoca un enriquecimiento
de ®C por la menor discriminacion de la enzima
Rubisco durante la fotosintesis (Barbour y Farquhar,
2000). A su vez, estas limitaciones en el mecanismo
fotosintético provocan un empobrecimiento de
N en la MO (Tcherkez y Hodges, 2008) ya que
existe una relacion directa entre la fotosintesis y el
metabolismo del nitrégeno (Taiz y Zeiger, 2010). Por
lo tanto, se considera a la composicion de isétopos
de carbono (8'°C) y de nitrogeno (8'N) como
indicadores para medir los efectos de la sequia y
salinidad en las plantas (Serret et al., 2020).

Con esta premisa y con la finalidad de
seleccionar especies y cultivares para un ambiente
donde predomina el estrés hidrico y salino, se
consideran de importancia los estudios sobre
esta especie con promisorias posibilidades de
implantacion para zonas marginales. Los objetivos
del presente trabajo fueron: registrar y analizar el
patrén de absorcion de agua durante la imbibicion,
determinar el porcentaje de germinacion, estimar
los parametros de tiempo hidrico y establecer la
composicion isotopica de *C y N de la plantula,
cuando V. villosa cv. 'Tolse FCA' germina en
condiciones de estrés hidrico y salino.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las semillas de V. villosa Roth. cv. 'Tolse
FCA' se obtuvieron de un ensayo experimental
realizado en el campo de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina (31° 28' 44,4" S, 64° 00' 20,5" O). Los
frutos fueron cosechados vy trillados a mano. Las
semillas se almacenaron a 4 °C con un contenido
de humedad de 9,6% hasta el momento de la
realizacion de los ensayos.

Patrén de absorcion de agua

Para determinar el patréon de absorcion de agua
se colocaron cuatro repeticiones de diez semillas,
previamente pesadas en cajas de plastico de
15x15%x9 cm, en cuya base se colocd papel de
germinacion embebido en distintas soluciones,
segun el tratamiento: control (agua destilada) y
diferentes potenciales agua (¥,): -0,3; -0,6; -0,8; -1
y-1,2 Mega Pascal (MPa). El osmolito utilizado para
simular el estrés hidrico fue polietilenglicol (PEG
6000), los ¥, se obtuvieron a partir de distintas
concentraciones de PEG, segun la férmula de
Michel (1983). Para simular las condiciones de
estrés salino se utilizaron soluciones de cloruro de
sodio (NaCl) segun la metodologia de Sosa et al.
(2005). Los ¥, se controlaron con un microvoltimetro
de punto de rocio, marca Wescor (EE UU).

Se aplicé un pre tratamiento de enfriamiento
a 5 °C durante 7 dias (International Seed Testing
Association [ISTA], 2004). En los tratamientos con
PEG, como es un carbohidrato cuya dilucion se
ve afectada por la temperatura, se prepararon
las soluciones correspondientes para el periodo
de 5 °C y otras para el periodo en camara de
germinacion a 20 °C. Las cajas de germinacion se
taparon y colocaron en bolsas plasticas cerradas
para evitar diferencias de ¥, por evaporacion y
exclusion, y el papel de germinacion se renovo
con soluciones frescas de PEG y NaCl cada
72 h con la finalidad de mantener constante el
V.. Luego del pre tratamiento en frio, las cajas se
trasladaron a la camara de germinacion a 20+1°C
con luz fluorescente fria de 800 a 1200 Lux, con un
fotoperiodo de 8/16 h (luz/oscuridad) (ISTA, 2004).

Se determind el patron de absorcion de agua en
funcién del tiempo, midiendo los gramos de agua
absorbida cada 24 h, en relacion con la unidad de
peso fresco (PF) (Le Deunff et al., 1989; Perissé y
Planchuelo, 2004). Se considero el inicio de la fase
3 cuando se observé la emergencia de 2 mm de
radicula a través de la cubierta seminal (Bewley y
Black, 1994).

Se confeccionaron las curvas de absorciéon de
agua en funcion del tiempo y se determind el nivel
de absorcién a partir del cual comienza la fase de
crecimiento de la radicula, al que se denomind
nivel minimo de hidratacion (NMH).
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Ensayo de germinacion

Las pruebas de germinacion se llevaron a cabo
segun la metodologia descripta anteriormente para
los siguientes tratamientos: control (agua destilada)
y soluciones a -0,3; -0,6; -0,8; -1 y -1,2 (MPa),
obtenidas con PEG y NaCl para simular el estrés
hidrico o salino respectivamente. Las muestras
o0 unidades experimentales consistieron de 25
semillas con cuatro repeticiones por tratamiento,
siguiendo un disefio en bloques completamente
aleatorizados. Se realizaron recuentos diarios del
numero de semillas germinadas, hasta el décimo
cuarto dia después de la siembra (DDS) en el cual
se dio por finalizado el ensayo. La germinacion
completa se defini6 como el porcentaje de
germinacion que es igual al méximo porcentaje
obtenido para las semillas que germinan en el
tratamiento control (Hadas, 1977).

Se evaluaron las siguientes variables:
porcentaje de germinacion (PG), porcentaje final
de germinacién (PFG) y el numero de dias para
alcanzar el 50 % de germinacion (G50).

Parametros de tiempo hidrico

Los parametros de tiempo hidrico se estimaron
por medio de los modelos propuestos por
Gummerson (1986) y Bradford (1990):

0y

t - =
g (p) v, (o)

Ec. (1)

donde tg (p) es el tiempo de germinacion
para obtener el porcentaje p, con el potencial
hidrico P, siendo ¥, (p) el potencial de base
para un porcentaje de germinacion dado y 6, es la
constante de tiempo hidrico.

Asumiendo que los potenciales de base tienen
una distribucion normal, la mediana de ¥, (50) y
los valores de desviaciéon estandar (ch) se pueden
obtener a partir del andlisis de regresion probit
(Bradford, 1990):

WY_-6,/1g9(p)-¥, (50)

G,

Ec. (2)

probit (p) =

B

Para cada tratamiento / se calculd el error
cuadratico mediante:

e2=2 [0, (L)-P ()P Ec. (3)

donde Py, SON los porcentajes calculados, P,
los porcentajes experimentales, y n, la cantidad
de porcentajes en el tratamiento. El error medio se
determiné como:

82
€ni= N Ec. (4)
El error cuadratico total para todos los
tratamientos se calculé como:
g?=21 e Ec.(5)

donde n es la cantidad de tratamientos. El error
medio global se determiné como:

82
6= ﬁ Ec. (6)

El coeficiente de regresiéon R? para cada
tratamiento / se calculé como:

Ec. (7)

donde ¢”es el calculado con la Ec. (3), y S, esta
dado por

S=5 [P (i.)-p, () Ec. (8)

Siendo p_, (i) el valor medio del porcentaje en el
tratamiento /, definido como:

1

Por()=7 21, P, (L)) Ec. (9)

El coeficiente de regresion medio para todos los
tratamientos se calculé como:

R.=— LR Ec (10)

y
n
donde n es la cantidad de tratamientos.

Ensayo de recuperacion

Las semillas que no germinaron se sometieron
a una prueba de recuperacién para indagar si
existieron problemas de toxicidad y evaluar la
potencialidad de recuperaciéon. Las semillas
de cada tratamiento se colocaron a germinar



Germinacién, tiempo hidrico y andlisis isotdpico de Vicia villosa Roth. bajo condiciones de estrés hiarico... 93

en condiciones Optimas (agua destilada, 20°C
y 8/16 h de luz/oscuridad). A los 7 dias se
establecié el nimero de semillas que germinaron
denominandolas “semillas recuperadas” (Ungar,
1995).

Composicion isotdpica de la materia organica
total (MOT)

Para el andlisis de la composicion isotépica de
la materia orgéanica total (MOT) se seleccionaron
cuatro plantulas crecidas bajo condiciones
control, -0,8 y -1 MPa para los tratamientos con
PEG y NaCl. Las muestras de MOT se secaron en
estufa a 60 °C durante 48 h, luego se trituraron y
homogeneizaron hasta obtener un polvo fino. Se
pesaron 0,8 mg de submuestras en capsulas de
estafio (SYLAB Elemental Microanalisys, UK), de
8x5 mm de tamafo, con microbalanza de precision
(Mettler Toledo, Espafia). Los analisis se realizaron
en el Centro Cientifico y Tecnolégico (CCiT) de la
Universidad de Barcelona utilizando un Elemental
Analyzer Flash 112 (CarboErba, Milan) acoplado a
una Interfaz Delta C Conflo Il de Espectrometria
de Masas de Relacion Isotopica (EA-IRMS) (Termo
Finnigan, Alemania).

Los resultados de la relacion de is6topos de
carbono se expresaron con notacion 8 y en partes
por mil (%.) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

)= R muestra

8"C (%) = ————— -
( R estandar

donde R muestra es la relacion ®C/™?C de la
MOT vy R estandar se refiere a la relacion °C/'2C
del estandar internacional V-PDB (Vienna Pee Dee
Belemnite) (International Atomic Energy Agency
[IAEA], 1983a).

Los resultados de nitrégeno en la MOT también

se expresaron en notacion § utilizando estandares
secundarios internacionales de relaciones

409 4 140 -

% de imbibicion

conocidas N/“N N1 (IAEA, 1978a) y N, sulfato
de amonio (IAEA, 1978b) y NO, nitrato de potasio
(IAEA, 1983Db) referidas al N, en el aire:

55N (%o) = R mu?stra P
R estandar

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados
se utilizd el paquete de software Infostat (Di
Rienzo et al., 2011). Los efectos de PEG y NaCl
sobre el porcentaje final de germinacion (PFG)
se analizaron utilizando ANOVA de una via (con
siete niveles de tratamiento: control, -0,8, -1,
-1,2 MPa de PEG y NaCl). Los parametros de la
composicion isotépica de la MOT se compararon
mediante ANOVA de una via (con cinco niveles
de tratamiento: control, -0,8 y -1 MPa de PEG vy
NaCl). Las diferencias entre los valores medios
se evaluaron mediante la prueba de Duncan con
un nivel de significancia del 5 %. Los parametros
medidos fueron graficados utilizando el programa
SigmaPlot (version 11.0).

RESULTADOS Y DISCUSION

Patron de absorcion de agua

Durante los primeros tres dias de ensayo no se
observaron variaciones en el patron de absorcion
entre los tratamientos (Figura 1). Sin embargo, las
curvas se diferenciaron a partir del cuarto dia tanto
para los tratamientos con PEG (Figura 1A) como
para aquellos con NaCl (Figura 1B). Si bien la
fase | de imbibicion quedd claramente delimitada,
no ocurrié lo mismo con la fase Il, ya que no se
observé la meseta correspondiente a la activacion
metabdlica. La absorcion de un 125 % de agua
(1250 gr de agua Kg™), desencadend el paso a
la fase lll, esto es, la emergencia y el crecimiento

« 0 MPa
s -0.3MPa
4-06 MPa
¢ - 0.8 MPa
= 1.0 MPa
+ -12MPa

DDS

Figura 1. Patrén de absorcién de agua en semillas de Vicia villosa cv. 'Tolse FCA' germinadas en condiciones de estrés hidrico, PEG (A)
y salino, NaCl (B) a distintos potenciales agua (MPa). Dias después de la siembra (DDS). Linea discontinua: representa el nivel minimo

de hidratacion (NMH)
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de la radicula (germinaciéon sensu stricto) y, por
lo tanto, determind el nivel minimo de hidratacion
(NMH). Estos datos concuerdan con lo citado para
Lupinus albus 'y Lupinus angustifolius por Perissé
et al. (2002), Phaseolus vulgaris por Shafaei et al.
(2016) y Cicer arietinum por Gémez-Favela et al.
(2017). A su vez, se observo que para un mismo ‘¥,
los tratamientos con NaCl alcanzaron el NMH antes
que los tratamientos con PEG.

Ensayo de la germinacion

Losresultados muestran que para el cultivar de V.
villosa 'Tolse FCA' bajo la condicion control, el 90 %
de las semillas germinaron en forma sincrénica a
los cuatro dias después de la siembra (DDS) y la
germinacion completa (99 %) se alcanzé a los 12
DDS (Figura 2). Estos resultados constituyen un
buen indicador de la uniformidad y por lo tanto
de la calidad de la muestra tal como lo sefalan
Bradford y Still (2004). Ademas, a -0,3 MPa tanto
en los tratamientos con PEG como con NaCl se
alcanzo la germinacion completa (Tabla 1).

Sin embargo, se registré una disminucion
significativa (p<0,05) en el PFG en los distintos
tratamientos de estrés con ¥, menores a -0,3 MPa
(Tabla 1). Estos resultados son concordantes
con lo senalado para leguminosas como Lupinus
albus y Lupinus angustifolius (Perissé et al., 2002)

Tabla 1. Porcentaje final de germinacién para V. villosa cv. Tolse
FCA bajo condiciones de estrés hidrico y salino. Valores medios
seguidos de letras iguales no difieren significativamente (p > 0,05)

¥_(MPa) PEG (%) NaCl (%)
0,0 99 a 9 a
0,3 99 a 9% a
06 89 b 90b
08 61c 87b
1,0 33d 80 ¢
1.2 156 51d

PG (%)

DDS

y Prosopis strombulifera (Llanes et al., 2005).
Bajo condiciones de estrés hidrico, equivalente a
-0,6 MPa, el cultivar estudiado reflejo una mejor
respuesta a la germinacion (PFG 89 %) comparado
con lo reportado por Saglam et al. (2010) para
Lens culinaris (PFG 50-70%) y por Perissé et al.
(2002) para L. albus (PFG 75%) y L. angustifolius
(PFG 15%).

A medida que los potenciales agua disminu-
yeron, la respuesta a la germinacion bajo
condiciones de estrés salino fue superior en
comparacion con las de estrés hidrico (Tabla
1). Esto concuerda con lo sefialado por Murillo-
Amador et al. (2002) para Vigna unguiculata y
Cavallaro et al. (2016) para Ceratonia siliqua,
quienes reportaron una mejor respuesta a la
germinacion bajo estrés salino en relacion con el
estrés hidrico.

Por otro lado, en el control se alcanzé el G50
entre el segundo y tercer DDS y en los tratamientos
con PEG y NaCl a ¥, de hasta -0,8 MPa, se superd
el G50 a los diez y cuatro DDS, respectivamente
(Figura 2). Las diferencias en relacion al tiempo
para alcanzar el G50 entre ambos tratamientos, se
explican en funcion de los patrones de absorcion
de agua, donde a igualdad de potencial, la tasa de
absorcion de agua fue mas lenta en los tratamientos
de estrés hidrico.

Parametros de tiempo hidrico

La Figura 3 muestra las rectas de tiempo hidrico
obtenidas con el modelo de Gummerson (1986). Se
observé que para alcanzar el G50 en condiciones
de estrés hidrico (PEG), el potencial base (¥,) fue
de -1,00 MPa y para el tratamiento de estrés salino
(NaCl) fue de -1,57 MPa. Ademas, se estimo6 que
con un potencial de -0,6 y -0,8 MPa se alcanzaria
un 90% de germinacién bajo condiciones de
estrés hidrico y salino, respectivamente. Del mismo
modo, fue posible predecir que el tiempo necesario

o 0 MPa
s -0,3MPa
a-06 MPa
+ - 0.8 MPa
* 10 MPa
+ -12MPa

DDs

Figura 2. Porcentaje de germinaciéon acumulado de V. villosa cv. Tolse FCA' en condiciones de estrés hidrico, PEG (A) y salino, NaCl
(B) a distintos potenciales agua (MPa). Dias después de la siembra (DDS). Linea discontinua: representa el 50 % de germinacion (G50)
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para alcanzar el G50 a un potencial de -0,8 MPa
serfa de 11 dfas bajo condiciones de estrés hidrico
(Figura 3A) y de cuatro dias en salinidad (Figura
3B). Por otra parte, la recta de regresion obtenida
del analisis probit (Figura 4) para condiciones
de estrés hidrico corta al eje de abscisas en
-1,06 MPa, valor correspondiente al ‘¥ (50) (Figura
4A)y para los ensayos de estrés salino, corta al eje
de abscisas en -1,54 MPa (Figura 4B).

Los parametros de tiempo hidrico en ambos
modelos se muestran en la Tabla 2; se observo
que en condiciones de salinidad el valor de 0, se
incremento, el ¥, (50) disminuyo y el o, ; fue mayor
comparado con el tratamiento de estrés hidrico.

El 0, calculado, segin el modelo de
Gummerson, en estrés hidrico para Vicia villosa
(Tabla 2) fue superior en un 24 % al valor medio
(1,78) citado por Renzi et al. (2017), y un 69 % al de
Vicia amoena (1,3). Sin embargo, fue inferior a los
valores para Vicia angustifolia (3,7), Vicia unijuga
(4,3) y Vicia sativa (3,8) segun Hu et al. (2015). En

F 0.7
F 0.6
F 05
;04
L 0.3
F0.2
F 01

contraposicion, bajo condiciones de salinidad el 6,
para V. villosa (Tabla 2) fue inferior a lo sefialado
por Cavallaro et al. (2016) en ocho genotipos de
Ceratonia siliqua (5,5 y 9,5). Las diferencias entre
los valores de 6, en las especies estudiadas, si bien
son un indicador de la velocidad de germinacion,
se explican teniendo en cuenta que el valor de la
constante 6, es caracteristico de cada especie

Tabla 2. Parametros de tiempo hidrico para V. villosa cv. ‘Tolse
FCA’ obtenidos con los modelos de Gummerson y Bradford para
los tratamientos de estrés hidrico y salino, y diferencia porcentual
entre los resultados de ambos modelos

Tratamiento Parametro Gummerson Bradford Dif %

0, 2,20 2,55 16
PEG y4(50) -1,00 -1,06 6
Coe 0,28 0,29 5
0, 3,22 3,02 7
NaCl v,(50) -1,57 -1,54 2
o,p 0,54 0,57 6
0.8
0.7
06 . 0%
= 0%
0.5 7 | a 50%
04 5 |4 T0%
03 £ 7 0%
02

0.1
T - 0

16 14 12 -1 08 06 04 -02 0
wa (MPa)

2422 2 18161412 1 08-06-04-02 0

va (MPa)

Figura 3. Relacion entre potencial base (‘¥;,), tiempo y porcentaje de germinacion de V. villosa cv. 'Tolse FCA' bajo condiciones de estrés

hidrico, PEG (A) y salino, NaCl (B) a distintos potenciales agua (MPa), aplicando el modelo de Gummerson ( tg (p)=

0,
WY, (p) )

a

A y=13.01562x + 3,2372 r3 B y=16109x + 2 5261 r3
Rz =0,9417 R2 =0,9206
L]
L 2 2
F1 F1
5
: . . 0 r . -'..: . . . : . . o
2 18 0,2 24 22 71..5. 14 12 14 08 06 04 02
k-1 " k-1
L]
=B,
Yoy onta F-2 we=y-Bnftg -2
L3
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Figura 4. Andlisis probit para los distintos niveles de estrés hidrico, PEG (A) y salino, NaCl (B) a distintos potenciales agua (MPa),

W, - 0,,/t9(p)-¥, (50)
aplicando el modelo de Bradford probit (p) = G,

w8
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(Bradford y Still, 2004).

Por otro lado, el ¥, (50) determinado para V.
villosa en condiciones de estrés hidrico, calculado
con el modelo de Gummerson y de Bradford,
concordd con lo citado para esta especie (-1,07)
por Renzi et al. (2017). Del mismo modo se
mantuvo dentro de los rangos seflalados por Hu
et al. (2015) para V. angustifolia (-1,29 MPa), V.
amoena (-0,64 MPa), V. unijuga (-1,29 MPa) y V.
sativa (-1,36 MPa). También fue consistente con lo
indicado por Cavallaro et al. (2016) para distintos
genotipos de C. siliqua (-1,28 y -1,74 MPa) bajo
condiciones de salinidad.

La Figura 5 muestra la comparacion entre
los resultados experimentales y los obtenidos
con el modelo de tiempo hidrico a partir de la
Ec.1. Las mayores diferencias en el PFG entre
los datos experimentales y modelados en los
tratamientos con PEG ocurrieron a valores de
¥, -0,6 y -0,8 MPa, subestimando el modelo
entre un 10 y 6 %, respectivamente (Figura 5A).
Mientras que para los tratamientos de NaCl los
resultados del modelo presentaron diferencias
en el PFG inferiores al 10 % con respecto a los
experimentales en los tratamientos de hasta -1 MPa
(Figura 5B). Estas diferencias se explican teniendo
en cuenta que una imbibicion mas lenta, a los
potenciales mencionados, implicaria una variacion
en la constante de tiempo hidrico (6,) y pondria
de manifiesto las discrepancias a potenciales
menores o iguales a -0,6 MPa sin alterar ¥, 0 5,4
(Bradford, 1990). Los errores medios globales de
los porcentajes de germinacion fueron 4,405 vy
6,023 y los coeficientes de regresion globales R?
fueron 0,97 y 0,96 para los tratamientos con PEG y
con NaCl, respectivamente. La Tabla 3 muestra que
los errores medios para los tratamientos con PEG

100 -
80 -

<y 60

=

(U]

o 40 -
20 4

son en general inferiores a los correspondientes
con los tratamientos con NaCl. Ademas, los
coeficientes de regresion R? correspondientes a
los tratamientos con PEG y con NaCl muestran un
buen ajuste del modelo para ambos tratamientos.

Ensayos de recuperacion

En general, se observé una mayor recuperacion
de los tratamientos de estrés hidrico (PEG) en
comparacion con aquellas semillas sometidas
a estrés salino (Tabla 4). Los altos porcentajes
de recuperacion se explicarian por un efecto

Tabla 3. Error medio entre los valores experimentales vy
modelizados y, coeficiente de regresion para V. villosa cv. 'Tolse
FCA' bajo condiciones de estrés hidrico (PEG) y salino (NaCl) a
distintos potenciales agua (MPa)

PEG NaCl

¥, (MPa) Error medio R? Error medio R?

0,0 3,76 0,9911 5,02 0,9836
-0,3 5,21 0,9829 5,26 0,9796
-0,6 7,84 0,96 4,03 0,9873
-0,8 2,91 0,9875 5,91 0,9731
-1,0 2,41 0,9662 8,39 0,9423
-1,2 1,73 0,9321 6,58 0,9148

Tabla 4. Porcentaje de semillas recuperadas de V. villosa cv.
‘Tolse FCA' luego de transferidas a condiciones estandares de
germinacion segun ISTA (2004)

¥, (MPa) PEG (%) NaCl (%)

-0,3 - -

-0,6 100 -

-0,8 82 25

-1,0 92 0

-1,2 89 13
. 0 MPa
n -0.3MPa
4 -06 MPa
+ -08NMPa
* -10MPa
+ -12 MPa

2 4 6 8 0 12 14 186

DDS

Figura 5. Comparacion de los porcentajes de germinacion acumulados experimentales y modelizados con el tiempo hidrico para
V. villosa cv. ‘Tolse FCA’' bajo condiciones de estrés hidrico, PEG (A) y salino, NaCl (B) a distintos potenciales agua (MPa). Linea
discontinua: datos experimentales, linea continua: datos modelizados. Dias después de la siembra (DDS).
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osmoprotector del PEG. Esto es debido a que el
sistema de membranas del embridn, que previo a
la imbibicién de las semillas se encuentran en fase
gel, cuando se embeben lentamente restablecen
su composicion liquido cristalina hasta completar
la fase | del patron de absorcion de agua vy el
embrién se mantiene en la fase Il (Bewley y Black,
1994). Asi, las membranas conservan su propiedad
de permeabilidad selectiva y evitan la pérdida de
electrolitos (Bewley y Black, 1994). El embrion
mantiene su viabilidad y soélo se evita el pasaje a
la fase Ill. Contrariamente, en los tratamientos con
estrés salino las semillas imbiben rapidamente y
las membranas en la transicion de la fase gel a
liquido cristalino conducen al dafio por imbibicion
violenta. Los bajos porcentajes de recuperacion,
en las semillas no germinadas de los tratamientos
mas severos de estrés salino, expresan la alteracion
del equilibrio i6nico y acuoso que genera un estrés
hiperosmaético, desbalance iénico y toxicidad, que
compromete la viabilidad de las semillas expuestas
a altas concentraciones salinas (Munns, 2002; Taiz
y Zeiger, 2010).

Composicion isotdpica de la materia organica
total (MOT)

La composicién isotépica de C (6"C) en la
MOT de las plantulas germinadas y crecidas en
condiciones control fue cercano al valor promedio
para plantas C, (-26 %.) como lo indican Cerling
et al. (1997) (Figura 6A). Las plantulas crecidas
en condiciones control presentaron un desarrollo
de pléantula normal con la presencia de nomofilos
fotosintetizantes. Por lo tanto, el menor contenido
de ™C fijado en la materia organica vegetal se
puede relacionar con la discriminacion ejercida por
la enzima Rubisco, hacia el isétopo mas pesado
durante el proceso de fotosintesis de estas hojas
(Farquhar et al., 1989).

En las plantulas bajo los tratamientos PEG
y NaCl, la 8"C de la MOT se mantuvo dentro
del rango esperado (-22 a -30%.) para plantas
C,, como sostienen Cerling et al. (1997), pero
se observd un enriquecimiento significativo
(p<0,05) en el isétopo més pesado (°C) en dichos
tratamientos con respecto al control (Figura 6A).
Estos resultados podrian estar relacionados con
la menor disponibilidad de agua en el medio de
crecimiento, lo que conduce al cierre de estomas
o disminucion de la conductancia estomatica
para reducir la pérdida de agua por transpiracion.
Cuando el flujo de CO, se ve reducido la Rubisco
discrimina menos al C en su incorporacion al
Ciclo Calvin (Barbour y Farquhar, 2000).
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Figura 6. Composicion isotépica de carbono 13 (A) y nitrégeno
15 (B) en la materia organica total de plantulas de V. villosa cv.
‘Tolse FCA' crecidas bajo condiciones de estrés hidrico, PEG y
salino, NaCl a distintos potenciales agua (MPa)

La composicion isotépica de N (8'°N) en la
MOT fue de -0,2%. para las plantulas crecidas bajo
condiciones control. Este resultado estuvo dentro
del valor esperado para plantas que dependen
Unicamente de simbiontes bacterianos para la
fijacion de N,ya que el "N del aire es cero. En
concordancia con lo sefialado por Yoneyama et al.
(1986) y Makarov (2009), el primer fraccionamiento
isotopico ocurre durante la fijacion simbidtica de N,
con una preferencia por el N sobre N, con un
valor 8N entre -0,2 a -2%. en la MOT de toda la
planta. Debido a las condiciones experimentales
de crecimiento en este ensayo, las plantulas
presentaron una limitaciéon en la formacion de
nodulos y la fijacion de nitrégeno atmosférico (N,)
por parte de las raices. Por lo tanto, este valor de la
85N procederia de la reserva proteica almacenada
en la semilla y que fue el N, fijado por los nédulos
bacterianos de la planta madre (Yoneyama et al.,
1986). Este resultado es consistente con lo indicado
por Piao y Liu (2012), quienes citaron un valor de la
3N en las semillas de V. villosa de -0,3 %o.
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En las plantulas bajo los tratamientos PEG
y NaCl la 8N en la MOT se mantuvo dentro
del rango esperado (-10 a+10%.) indicados
por Evans (2001). Sin embargo, se observd un
empobrecimiento significativo (p<0,05) en el
is6topo mas pesado (*®N) respecto al control (Figura
6B). El empobrecimiento de N en la MOT bajo
condiciones de estrés podria estar relacionado con
las limitaciones de los mecanismos fotosintéticos
de la planta en respuesta al medio de crecimiento
(Tcherkez y Hodges, 2008).

Como se menciond anteriormente, la
disminucion de la conductancia estomatica debido
al incremento de los ¥, ya sea por salinidad o
sequia, es la principal causa en la disminucion
del mecanismo fotosintético y crecimiento en la
plantula (Munns y Tester, 2008). Las biomoléculas
como aminoéacidos, proteinas, acidos nucleicos,
coenzimas, fosfolipidos y clorofilas estan
constituidas poresqueletos carbonadosy nitrégeno,
lo que evidencia la relacion entre la fotosintesis y
el metabolismo del nitrégeno. Ademas, coexiste
una dependencia de ATP y NADPH producido
en la fotosintesis, con las reacciones metabdlicas
del nitrogeno (Taiz y Zeiger, 2010). Por lo tanto, la
alteracion en los procesos serian los determinantes
de la composicion isotopica °N en la plantula.

A su vez, se observé que a menor potencial
hidrico (-1 MPa) hubo un mayor enriquecimiento
en ¥C y fraccionamiento de ™N, siendo mas
significativo (p<0,05) en el tratamiento con PEG
respecto al tratamiento NaCl. Estos resultados
podrian estar asociados a la menor disponibilidad
de agua retenida por el osmolito PEG en el medio
de crecimiento.

CONCLUSIONES

El alto porcentaje de germinacion (99 %)
alcanzado por las semillas de Vicia villosa cv.
‘Tolse FCA', bajo condiciones control, evidencié
una buena calidad y uniformidad de la muestra de
semillas.

El estudio revel6 que el nivel minimo de
hidratacion (NMH) requerido por las semillas para
germinar es de 125 % de imbibicion de agua sobre
el peso fresco y, que existe una variacion en la
curva de patréon de absorciéon de agua a medida
que disminuyen los potenciales agua, tanto para el
tratamiento de estrés hidrico como el salino.

Los resultados experimentales permiten concluir
que V. villosa cv. ‘Tolse FCA’ es mas tolerante a la
salinidad que al estrés hidrico en la germinacion.
Si bien ambos tratamientos provocaron un retraso

en el proceso de germinacion y la emergencia, el
NaClfue menos perjudicial que los tratamientos con
PEG. Sin embargo, el potencial de recuperacion
fue significativamente alto en las semillas luego del
estrés hidrico, lo que evidencia que la viabilidad de
las semillas se mantiene. Los parametros de tiempo
hidrico y la composicion isotépica de ®Cy N en
la materia organica también pusieron de manifesto
que esta especie sometida a estrés salino exhibe
una mejor respuesta que bajo condiciones de
estrés hidrico. Por lo tanto, el cultivar ‘Tolse FCA’ de
V. villosa mostraria un potencial promisorio para su
uso como pastura o abono verde en suelos salinos
0 con déficit hidrico.

A su vez, el uso de los parametros de tiempo
hidrico y la composicion isotépica de la MO como
integradores fisioldgicos podrian ser de utilidad
en programas de mejoramiento como criterios
de seleccion desde las etapas tempranas de
crecimiento y de esta manera identificar cultivares
de V. villosa con mejor comportamiento y tolerancia
al estrés hidrico y salino.
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