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Resumen

En el marco del cambio climatico, la produccion en suelos salinos surge como un desafio global de gran
importancia, especialmente en regiones ridas de Argentina. Este estudio se enfoca en la alfalfa (Medicago
sativa), una forrajera relevante en Argentina, y tiene como objetivo evaluar el comportamiento en distintas
etapas del desarrollo ante condiciones salinas en dos cultivares, Monarca (M) y Kumen (Ku). El cultivar
Ku acelerd el proceso de germinacion y retrasé el efecto negativo de la salinidad sobre el crecimiento
durante el periodo vegetativo con respecto a M. Estas diferencias podrian considerarse como indicadores
potenciales de la tolerancia a la salinidad en el cultivar Ku. Asimismo, la evaluacién de la sobrevivencia
demostro diferencias significativas en condiciones salinas, siendo Ku menos afectado que M (-15%). Se
propone que las respuestas en Ku estarian asociadas a su capacidad distintiva para enfrentar el estrés salino,
subrayando la complejidad de los mecanismos de adaptacion en la alfalfa. Estos hallazgos ofrecen
perspectivas de andlisis en términos de espacio (distintos drganos) y tiempo (diferentes etapas de desarrollo
de la alfalfa) para aportar a la comprension de la disparidad en las respuestas de cultivares en salinidad,
cruciales para la sostentabilidad agricola-ganadera en suelos salinos de regiones aridas y semiaridas en
Argentina.
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Abstract

In the context of climate change, production in saline soils emerges as a global challenge of great
importance, especially in arid regions of Argentina. This study focuses on alfalfa (Medicago sativa), a
relevant forage crop in Argentina, and aims to evaluate its behavior at different stages of development under
saline conditions in two cultivars, Monarca (M) and Kumen (Ku). The Ku cultivar accelerated germination
and delayed the negative effect of salinity on growth during the vegetative period compared to M. These
differences could be considered potential indicators of salinity tolerance in Ku cultivar. Furthermore,
survival assessment showed significant differences in saline conditions, with Ku being less affected than
M (-15%). It is proposed that the responses in Ku may be associated with its distinctive ability to cope with
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saline stress, highlighting the complexity of adaptation mechanisms in alfalfa. These findings provide
analysis insights in terms of space (different organs) and time (different stages of alfalfa development) to
contribute to the understanding of the disparity in cultivar responses to salinity, crucial for agricultural-
livestock sustainability in saline soils of arid and semi-arid regions in Argentina.

Keywords: Alfalfa, Germination, Vegetative Development, Salinity, Stress Tolerance.

Introduccién

La produccion en suelos salinos representa un
desafio global, especialmente en regiones aridas
y semiaridas. Estos suelos tienen menor
fertilidad y afectan la calidad de los cultivos. El
cambio climatico agrava estos problemas,
creando escenarios que requieren estrategias de
manejo para la sostenibilidad agricolal. La
alfalfa, principal leguminosa forrajera en
Argentina por sus caracteristicas nutricionales,
no solo fija nitrégeno atmosférico, sino que
también mejora el suelo y es esencial para la
produccion sostenible?. Dada la naturaleza
perenne de este cultivo y las fluctuaciones
espaciales de las sales en el suelo, es crucial
investigar respuestas al estrés salino en diferentes
etapas de su crecimiento. La seleccion de plantas
tolerantes al estrés salino durante la germinacion
y la emergencia de plantulas favorece el
establecimiento en suelos problematicos®.
Algunas de las consecuencias de la salinidad son
la reduccion de la germinacion, longitud de
raices y brotes, y pesos frescos y secos de las
plantas?. Las respuestas varian segln la gravedad
y duracién del estrés, el érgano evaluado y el
momento del desarrollo. La adaptacion a corto
plazo puede revertirse, pero a largo plazo induce
cambios duraderos en el crecimiento de las
plantas.

En el presente trabajo, se analizé el
comportamiento  morfo-fisiolégico de dos
cultivares de alfalfa, Monarca (M) (ampliamente
difundido, aunque el conocimiento de su
respuesta a la salinidad es limitado) y Kumen
(Ku) (previamente caracterizado como tolerante
a salinidad®) frente a la salinidad, a lo largo del
desarrollo: germinacion y fase vegetativa.

Materiales y métodos

2.1 Material vegetal

Se utilizaron los cultivares de alfalfa (Medicago
sativa) Monarca-INTA (M) y Kumen-PV-INTA
(Ku), sin latencia invernal de grupo 8 y 9,
respectivamente. M es ampliamente difundido en

Argentina, siendo la informacion sobre su
tolerancia a la salinidad limitada. Ku fue
seleccionado por su tolerancia a la salinidad. Las
semillas fueron proporcionadas por el programa
de mejoramiento de alfalfa de INTA.

2.2 Evaluacion de germinacion.

Se aplicé un protocolo del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA)
utilizando placas de Petri con papel de filtro
impregnado (5 ml) con distintas concentraciones
de NaCl (50 mM, 100 mM, 200 mM, 250 mM).
Luego, se sembraron 20 semillas de cada
variedad en cada placa y se mantuvieron en
oscuridad durante una semana. Se realizaron
conteos diarios para determinar la germinacion
en cada placa en cuatro experimentos
independientes.

2.3 Evaluacion en etapa vegetativa: Sistema
experimental

Las semillas de ambos cultivares germinaron en
soportes de malla con vermiculita himeda sobre
contenedores de 3 litros con medio ByD %Xy
aireacion continua. Se llevaron a cabo tres
ensayos independientes en  condiciones
controladas de luz y temperatura en una cdmara
de cria. El tratamiento de shock salino (+ NaCl
200 mM en medio ByD %2X) se aplico a los 20
dias desde la siembra, el grupo control mantuvo
sus condiciones originales (ByD ¥%X). Se
realizaron muestreos en la tercera hoja trifoliada
y raices en doce plantas por tratamiento y cultivar
en momentos especificos (0; 1; 7; 14 dias post
tratamiento; dpt), agrupados en tres conjuntos de
cuatro plantas cada uno.

2.4 Pardmetros biométricos

En las plantas control y salinizadas, segin la
descripcion, se realizaron las siguientes
mediciones: longitud de parte aérea y raiz
principal, nimero de hojas, peso fresco y seco
parte aérea y raices, superficie foliar con el
programa ImageJ ’.

2.5 Andlisis de sobrevivencia

Se germinaron 25 semillas de cada cultivar segin
lo descripto en 2.3 y, luego de 14 dias bajo
tratamiento con NaCl 200 mM, se realizé el
conteo de plantas vivas y total. El porcentaje de
sobrevivencia se calcul6 en relacién con el
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namero total de plantas en cuatro experimentos
independientes.

2.6 Analisis de datos

Todos los datos se analizaron por cultivar
mediante ANAVA seguida de test de Tukey
(p<0,05), en tres experimentos independientes
utilizando InfoStat® software estadistico.

Resultados y Discusion

Efectos de Diferentes Concentraciones
de NaCl sobre la Germinaciéon de Alfalfa

El proceso de germinaciéon y el crecimiento
inicial de plantulas son etapas criticas en el ciclo
de vida de las plantas, que inciden directamente
sobre el rendimiento. En NaCl 50 mM, a 1 dpt,
M mostré un 60% de germinacién respecto al
control mientras que en Ku fue de un 80%. En
condiciones superiores a NaCl 200 mM y a los 7
d, Ku germiné un 40% mientras que M solo un
20% (Figura 1 A y B). Otras investigaciones
demuestran que los niveles elevados de salinidad
generaron un retraso en la germinacion e incluso
la inhibieron, dependiendo de la tolerancia de las
plantas a la sal®. Estas diferencias evidencian que
Ku fue menos afectada por la salinidad que M, ya
que el proceso de germinacién ocurrié hasta 2
dias antes que, en M, en elevadas condiciones
salinas.

B
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Figura 1. Porcentaje de germinacion de semillas de
alfalfa germinadas en distintas concentraciones de
NaCl (50 mM, 100 mM, 200 mM, 250 mM), respecto
a condicién control sin NaCl. Cultivares A. Monarca;
B. Kumen, crecidos durante una semana. Asteriscos
indican  diferencias  significativas entre  los
tratamientos y sus respectivos controles, Test de
Tukey (p<0,05). n:200 por experimento.

Diferencias Biométricas frente al Estrés
Salino entre ambos Cultivares

La reduccion del crecimiento de alfalfa en
condiciones salinas ha sido discutida
ampliamente®. El estrés salino afectd el
crecimiento en M a los 7 dpt, evidenciado por la
longitud de la parte aérea y el nimero de hojas,
mientras que en Ku ocurrié una semana despues
(14 dpt). En condiciones control, Ku mostro

mayor nimero de hojas al final del ensayo. El
peso fresco de la parte aérea fue menor en ambos
cultivares con salinidad a los 14 dpt (Tabla 1). En
otras especies, el estrés salino inhibio el
crecimiento debido a cambios en la absorcién de
nutrientes o0 a concentraciones toxicas de Na* y
Cl-intracelular. En M, el estrés salino resulté en
una detencién anticipada del crecimiento,
mientras que Ku mostro una respuesta fenotipica
en los mismos parametros al finalizar el
experimento, indicando variabilidad temporal en
las respuestas de crecimiento entre los cultivares
evaluados en salinidad.

Tabla 1. Parametros morfo-fisiologicos de plantas de
alfalfa control y tratadas con NaCl 200 mM. Cultivares
Monarca y Kumen crecidos durante 20 dias en medio
ByD %X. Asteriscos indican diferencias significativas
entre los cultivares tratados y sus respectivos grupos
de control en cuatro experimentos independientes,
Test de Tukey (p<0,05). n: 192 por tratamiento
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3.3 Andlisis de Sobrevivencia frente a Estrés
Salino en Alfalfa

Bajo estrés salino, M experimentd una
disminucién significativa en el porcentaje de
sobrevivencia en comparacién con su control.
Estas diferencias no fueron significativas para
Ku. A la hora de comparar la sobrevivencia de
ambos cultivares estresados, se observé una
diferencia significativa entre ellos (Figura 2).

Sobrevivencia
a

100
[ Kumen Control

[ Monarca Control
#Z Kumen NaCl 200 mM
% Monarca NaCl 200 mM

75 2

50

% Sobrevivencia

25

o
+°° @op\\ “\\

Cultivares
Figura 2. Porcentaje de sobrevivencia en plantas de
alfalfa. Cultivares Monarca (M) y Kumen (Ku)
crecidos durante 20 dias en medio ByD %2X, tratados
con NaCl 200 mM durante 14 dias. Asterisco indica
diferencias significativas entre la condicion salina y su
respectivo control, Letras indican diferencias
significativas entre cultivares, Test de Tukey (p<0,05).

La presencia de altos niveles de sales limit6 la
produccion de biomasa en la alfalfa, provocando
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una disminucion del rendimiento de hasta un
35% en algunos cultivares'?. Si estos niveles
persisten, pueden ocasionar la muerte de la
planta. Las respuestas frente a la salinidad,
durante la germinacion y el desarrollo
vegetativo, podrian ser indicadores que
expliquen el comportamiento diferencial en la
sobrevivencia de ambos cultivares, siendo
notablemente menor en M en comparacién con
Ku.

En resumen, estos datos demuestran que M es
menos tolerante a la salinidad en comparacion
con Ku, lo que podria indicar diferencias en los
mecanismos de respuesta a este estrés entre
ambos cultivares.
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