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RESUMEN

Lotus sp. es una especie forrajera y productiva en varias regiones del pais y del mundo,
careciendo, practicamente, de datos en nuestra regidn. Con el objeto de evaluar la calidad, la
adaptacion y el potencial de produccidon de biomasa forrajera de 3 especies leguminosas
herbaceas del género Lotus a las condiciones climaticas y edaficas de Corrientes, se dispone de
una poblacién mejorada de L. tenuis, ademas de L. corniculatus y, una nueva accesién que se
obtuvo mediante la generacién de hibridos interespecificos entre ambas especies denominada
L. hibrido C x T. La siembra de las especies mencionadas fue realizada en mayo del 2020 en un
predio del Campus Cabral de la FCA. Para comparar las especies en términos de adaptacién se
procedio a la determinacién de peso seco, longitud de tallos y tasa de crecimiento del cultivo;
en cuanto a la calidad se determind el contenido de polifenoles. Los cortes se realizaron cada
45 dias a partir de diciembre del mismo afo. Como resultado, pudimos observar que el patrén
de crecimiento es similar en las 3 especies sembradas, observando mayor produccion de
biomasa en verano. A pesar que el ciclo productivo de estas especies es de primavera a otoio,
se observa que L. corniculatus presenta diferencias significativas debido a un mayor
crecimiento en invierno, determinando que es la especie mejor adaptada a la condiciones
expuestas durante la extension del ensayo. Por otro lado, se observé mayor concentracion de
polifenoles en el periodo estival, en las 3 especies. En éste género, las enfermedades son
limitantes en la persistencia de las plantas en el campo durante afios; fue notable que L. tenuis
y L. hibrido presentaron sintomas de enanismo, similares a los escoba de bruja de alfalfa,
ocasionado por fitoplasmas; en cambio L. corniculatus solamente presentd signos de ataques
flngicos, ocasionando la muerte de las plantas de ésta especie.



INTRODUCCION

El género Lotus es originario de Europa y Asia menor, en la Cuenca Del Mediterraneo,
cuenta con alrededor de 200 especies, tanto perennes como anuales. Se estima que sus
semillas llegaron a Argentina mezcladas con otras, o en las heces de animales traidos de
Europa. Existen antecedentes que en el ailo 1930 se sembrd en Pigué, en 1946 en Brandsen
(Rio Salado Chico), y en el afio 1950 en Ayacucho, San Miguel del Monte y Pipina. En el afio
1960 se comenzd a producir semilla y a cosechar en San Miguel del Monte. En el aifio 1980 la
especie Lotus tenuis (Waldst. et Kit. ex Willd) se establece en la Cuenca del Salado en una
superficie muy importante. El éxito de su dispersion es su plasticidad fenotipica, su tolerancia a
los anegamientos, y la diseminacion por parte de los animales (Criado 2014). Varias especies
del género Lotus spp. son reconocidas en diferentes paises por su contribucién como forrajeras
en pastizales y pasturas (Diaz y col. 2005; Vignolio y col. 2010), ademas de recuperar la
cobertura vegetal en suelos con restricciones edaficas. En nuestro pais, especialmente en la
zona de la Pampa Deprimida del Salado, Lotus ha sido llamado la alfalfa de los pobres porque
se adapta a ambientes estresantes (Gebrehiwot y col. 2002; Quinos y col. 1998) y suelos mas
pobres ya que no posee tantos requerimientos de fésforo como la alfalfa, toleran un amplio
rango de pH y no causan timpanismo por su alto contenido de taninos (Garcia-Bonilla y col.
2014).

Por su parte, los taninos condensados hacen la conversion de proteina vegetal en
proteina animal mas eficiente y por lo tanto, reduce la necesidad de incluir proteinas
suplementarias en la dieta. Un nivel moderado de taninos condensados es otro rasgo
importante en la calidad del forraje, debido a su contribucion a la dieta de los rumiantes,
evitando la hinchazén del ganado y reduciendo los parasitos intestinales (McNabb y col. 1996;
Min y col. 2003). Sin embargo, las altas concentraciones de taninos se asocian con
palatabilidad reducida e ingesta de forraje reducido. Siendo dptimo para el ganado entre un 2
y 4 % de la materia seca (Vignolio y col. 2010). Por lo tanto, obtener leguminosas con
cantidades moderadas de taninos es una de las prioridades de los criadores de forraje en todo
el mundo. Los taninos solo se acumulan en las capas de semillas de especies forrajeras mas
utilizadas, como la alfalfa (Medicago sativa) y tréboles (Trifolium spp.) pero estan ausentes en
sus hojas (Escaray et al. 2014). En marcado contraste, las especies del género Lotus muestran
una gran variacion en la acumulacién de taninos en las hojas. Este género, pertenece a la
familia de las leguminosas de persistencia perenne que incluye poblaciones con habitos de
crecimiento con aspectos muy diversos: rastrero, semi-erecto, erecto, sub-arbustivo (Kade y col.
2003); lo cual posibilita distintas formas de utilizacion en la alimentacion del ganado, sea bajo
pastoreo directo o mediante la confeccién de reservas segun la estrategia de produccion.

Lotus tenuis (Waldst. et Kit. ex Willd) posee una amplia variabilidad genética (Kade y
col. 2003), constituyendo su clasificacion y conservacién in situ una reserva de "biodiversidad
de genotipos adaptados al estrés" que presenta la ventaja de encontrarse expuesta a un
proceso de evolucidn constante; informandose la existencia de la misma en suelos con rangos
amplios de pH, concentraciones elevadas de sales y de sodio intercambiable lo que sugiere la
existencia de genotipos tolerantes a las condiciones adversas de los bajos alcalinos en el
germoplasma regional de la Pampa Deprimida del Salado. Las variedades de L. tenuis son mas
tolerantes al anegamiento, a las condiciones alcalinas y salinas que cualquier variedad



comercial de L. corniculatus. L. tenuis se considera una “especie clave” para la nutricién del
ganado en areas como la Pampa Argentina, frecuentemente sujetas a inundaciones. Es una
especie perenne de lenta implantacion de ciclo primavera-verano-otofio. La calidad del forraje
es superior al L. corniculatus. Para que se produzca un buen rebrote, luego del pastoreo la
altura del remanente debe ser 2,5 cm. Se siembra en otofio, a veces en primavera. Igual que el
L. corniculatus, no produce empaste. Ideal para campos de cria. Produce forrajes de calidad
comparable a la de otras leguminosas forrajeras como Medicago spp. y Trifolium spp. Sin
embargo, contiene un nivel muy bajo de taninos en la parte aérea en comparacién con otras
especies del género Lotus (Escaray y col. 2014).

Lotus corniculatus L. es una especie tetraploide, que persiste en aquellos suelos de
baja fertilidad, pobres en P y K, que son marginales para el trébol blanco o la alfalfa (Soto y col.
2005; Grant 2009), suelos con pH 5,5 a 7,5, arenosos o arcillosos y tolera ligera salinidad. Por
su origen europeo, esta especie se adapta principalmente a climas templados y frios, aunque
crece también en latitudes tropicales y subtropicales. Tolera las heladas y las temperaturas
elevadas del verano y puede ser afectada por el sombreado de otras especies especialmente
durante el establecimiento o cuando esta acompafiada por gramineas muy erectas y de mayor
velocidad de crecimiento. A nivel mundial es la principal leguminosa perenne utilizada en los
pastizales y ademas en nuestra region es ampliamente utilizada en Entre Rios (Mifion y col.
2013). Sin embargo, existe una escasa oferta de materiales genéticos. Se implanta lentamente,
de ciclo primavera-verano-otofio, es medianamente productiva y debido a la presencia de
taninos condensados no produce empaste en el ganado. El forraje tiene alto contenido de
proteinas y es aceptado por el ganado aun cuando la planta estd florecida. Las variedades mas
erectas se adaptan al corte para henificar el forraje, produce un forraje de calidad aceptable
sea para henificar o ensilar (Frame 1998). La evidencia bioquimica y genética indica que esta
especie probablemente surgié como un hibrido entre L. uliginosus y L. tenuis (Escaray y col.
2014).

Lotus corniculatus x Lotus tenuis (hibrido CxT): Dentro del género Lotus, una especie
gue acumula taninos a nivel foliar es L. corniculatus, filogenéticamente cercano a L. tenuis. Sin
embargo, los intentos de implantar cultivares comerciales de L. corniculatus (todas las
poblaciones tetraploides) en algunas superficies han fracasado debido a sus requisitos edaficos
mas exigentes con respecto a L. tenuis (Antonelli y col. 2019). Recientemente, el IBB-INTECH
(Chascomus) cruzé una accesién diploide silvestre de L. corniculatus (2n) con L. tenuis,
produciendo hibridos interespecificos altamente fértiles con niveles adecuados de taninos a
nivel foliar heredados de la primera accesién (Escaray y col. 2014). Dado a que la hibridacion
interespecifica puede conducir a la generacién de nuevos fenotipos moleculares vy
morfolégicos que no puede ser producido por cruzamientos intraespecificos (Arnold 1992;
Cheng y col. 2011) se explorara éste hibrido interespecifico como medio para crear nuevas
variedades dentro del género Lotus y asi poder producir genotipos con niveles adecuados de
taninos en tejidos comestibles sin afectar los rasgos parentales positivos, como el rendimiento
del forraje y la tolerancia a estreses ambientales. Hasta ahora, la produccion de hibridos de L.
tenuis x L. corniculatus se ha visto obstaculizado por la diferencia en la ploidia entre estas
especies (Grant 1999). Para superar este obstaculo, se cruzaron plantas de L. tenuis de una
poblacién seleccionada para crecer en dreas marginales de la Pampa Deprimida del Salado, con
una poblacién silvestre diploide de L. corniculatus que acumula taninos en las hojas y que



crece en una zona alcalino-salada de Espafia. Dicho cruzamiento ha permitido producir
hibridos de Lotus con adecuados niveles de taninos en las hojas (Escaray y col. 2014).

ANTECEDENTES

Se observd que Lotus spp. es una especie productiva en varias regiones del pais y del
mundo (Diaz y col. 2005; Vignolio y col. 2010), encontrandose pocos datos de los mismos en
nuestra regién, por lo cual se prevén ensayos preliminares de implantacién en suelos de la
zona de distintas especies del género Lotus. Estd comprobado que una misma variedad de
forraje sembrada en dos lugares diferentes, en el mismo estado de desarrollo, suelen tener
valores nutritivos distintos. Al respecto y con fines experimentales, actualmente se dispone de
una poblacidn mejorada por seleccidon recurrente de L. tenuis (Ing. Agr. Manual Gonzélez
Garcia, Unidad Integrada UNMdP-EEA-INTA Balcarce) registrada con la denominacidon “INTA-
PAMPA” (Instituto Nacional de Semillas, Resol. N2: 288/98), ademads contamos con semillas de
L. corniculatus y una nueva accesién que alberga rasgos agrondmicos mejorados, que se
obtuvo mediante la generacién de hibridos interespecificos entre ambas especies denominada
hibrido CxT.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la adaptacién y el potencial de produccion
de biomasa forrajera de 3 leguminosas herbaceas del género Lotus sometidas a las condiciones
climaticas y edaficas de Corrientes.

OBJETIVOS PARTICULARES

— Evaluar la adaptaciéon y sobrevivencia de Lotus tenuis, L. corniculatus y un hibrido
interespecifico (C x T) en nuestra zona.

— Efectuar un analisis de crecimiento de las 3 especies de Lotus mencionadas y compararlas.

— Efectuar determinaciones bioquimicas de compuestos fendlicos.

— Adquirir habilidades y conocimientos en la evaluacion del rendimiento forrajero de una
pastura y su calidad.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevd a cabo en la localidad de Corrientes en la Facultad de Ciencias
Agrarias de la UNNE, Campus Sargento Cabral, desde mayo del 2020 a diciembre del 2021. El
clima de la regién esta caracterizado como subtropical o templado célido, correspondiente a
los “bosques siempreverdes” de tipo mediterraneo (Bruniard 2000). Por sus caracteristicas,
seglin Koppen corresponde a Climas Templados Humedos (De Fina y Ravelo, 1985). Los
registros de precipitaciones y las condiciones de temperatura del aire seran tomados de los
registros de la estacion meteoroldgica de CE.TE.PRO. del Ministerio de Produccién de
Corrientes (Grafico N21)



I Siembra y disefio del ensayo

La siembra se realizd con las semillas de Lotus tenuis, L. corniculatus y de un hibrido
interespecifico entre L. corniculatus x L. tenuis, denominado “Lotus CxT” provenientes del
INTECh (detallados en antecedentes), laboratorio en el cual mi directora se encuentra en
contacto desde hace varios afios y con quienes trabaja conjuntamente. Previo a la siembra, las
semillas fueron escarificadas con NaOH 5% durante 15 minutos. Se tuvo especial cuidado los
primeros meses de implantacion ya que los tres primeros meses pos-siembra son criticos para
el establecimiento de Lotus por poseer lenta implantacién.

El disefio utilizado para la siembra fue completamente aleatorizado con 3 repeticiones
de 3 plantas cada repeticion, surcos distanciados a 0,50 m. La siembra se realizé en forma
manual con un distanciamiento de 0,50 m entre planta, en otofio del 2020. Antes de la
siembra se realizd remociéon del suelo de forma manual con palas. No se realizaron
aplicaciones de productos quimicos para malezas, ni fertilizantes. El desmalezado fue realizado
con carpidas manuales en entre lineos.

Fig. 1: Foto del ensayo tomada en abril del 2021

Il.  Determinacion de caracteres morfoldgicos

Se realizd un conteo de las plantas que sobrevivieron durante el ensayo.

Luego, se realizd un andlisis de crecimiento y se determinaron y evaluaron parametros
morfoldgicos de las plantas.

- Entre las variables evaluadas se tomé la altura de la planta desde la base hasta
su parte mas alta antes de cada corte. Para estimar la produccion de forraje y sobrevivencia se
cortd la biomasa aérea de las plantas a una altura de 2,5 a 5 cm del suelo y se determind
rebrote cada 45 dias aproximadamente (el 1° corte se realizé a los 120 dias del inicio del
ensayo, debido a la lenta implantacién de Lotus). Esta altura de corte obedece a que es una




especie que tiene una corona pegada al suelo y se conserva suficiente area foliar para el
rebrote (Formoso 1993; Barbazan et al. 2008).

- Se determind la longitud de tallos, produccién de materia seca secando el
material en estufa a 70°C hasta peso constante, la cantidad de hoja y tallo, pesando por
separado cada fracciéon y su relacidon. Se evaluaron otros parametros como Tasa de
Crecimiento del Cultivo (TCC) y la Tasa de Crecimiento Absoluta (TCA) (Antonelli et al. 2019).

TCCeng.m?2 dial=P,—P:1/A(t,—t1)
TCAeng. diat=P,—Py/ (ta—1t1)

Donde:

A = Area donde el peso seco fue registrado
P1 = Peso seco de la muestra en el tiempo 1
P, = Peso seco de la muestra en el tiempo 2
t1 = Fecha de Muestreo 1 expresado en dds
t; = Fecha de Muestreo 2 expresado en dds

lll.  Determinacion bioquimica de compuestos fendlicos

Obtencion de Extractos: Se pesaron 0,5 g de hojas secas, se mezclaron con 20mL de
una solucién al 50% metanol-agua y se dejé en agitacién constante por 1h a 50°C, se filtro y
almacend a temperatura de refrigeracion para su uso posterior.

Se determind el contenido de polifenoles con el Método de Folin-Cicolteau detallado a
continuacién: Inicialmente se realizé una curva patréon de acido tanico, para ello se midieron
125 plL de la solucidn patrén de acido tanico, se adicionaron 0,5 mL de H,0 destilada y 125 plL
del reactivo de Folin-Ciocalteu; se deja reaccionar por 6 min y se agregaron 1,25 mL de una
solucién de Na,COs al 7 %, por ultimo se agrega 1mL de H,0 destilada y se deja reposar por 90
min en condiciones de laboratorio, las lecturas se realizaron a una longitud de onda (A) de 760
nm en el espectrofotémetro UV- visible.

Luego, cada extracto fue diluido 1:5 con solucion metandlica al 50 %, y se determind el
contenido de polifenoles totales de la misma forma como se hizo con los patrones de acido
tanico (Nossa Gonzalez y col. 2016).

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar
con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sddico,
que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotingstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotlngstico en dxidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno y



molibdeno, siendo proporcional este color al numero de grupos hidroxilo de la molécula
(Gutiérrez Avella et al. 2008).

V. Determinacion de agentes causales de enfermedades y plagas

Durante el cultivo, a través de visitas semanales, se identificaron insectos como
arafiuela roja principalmente y, aparicién de sintomas ocasionados por hongos o bacterias.

En cuanto al control de plagas y enfermedades, se procedié a aplicar imidacloprid
(1L/ha) y abamectina (0,5L/ha) para controlar trips y arafiuela roja respectivamente, las cuales
crecieron debido a una sequia pronunciada y elevadas temperaturas en la época estival.
Ademas, debido a la aparicion de sintomas ocasionados por hongos se aplicd carbendazim
(0,5L/ha).

Para la determinacién de los microorganismos, se procedié a aislar a los hongos, de las
plantas con sintomas, en cajas de Petri conteniendo medio de cultivo agar papa glucosado
(APG) y luego se los observé en microscopio. En el caso de bacterias, se observé el sintoma en
las plantas inicialmente y luego para determinar la presencia/ausencia de las mismas, se
realizaron amplificaciones (PCR) con primers especificos para fitoplasmas.

V. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante andlisis de varianza (ANOVA), en caso de
encontrar diferencias entre las medias, su significancia se analizé por el Test de Tukey (p<
0,05%) con el programa InfoStat (Di Rienzo y col. 2011) y Graph Pad (GraphPad Software, San
Diego, CA). Los datos fueron expresados como medias y desviaciones estandar.

RESULTADOS

En el momento de implantacidn, observamos que la sobrevivencia de las plantas fue
del 100% en Lotus corniculatus y alrededor de 50% para Lotus hibrido y para Lotus tenuis. Fue
un afio atipico, en el cual la sequia fue muy pronunciada y con temperaturas muy elevadas. En
el grafico n°1 se pueden comparar las temperaturas y precipitaciones promedio del afio 2021
con las temperaturas y precipitaciones promedios histdricas.
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Grafico N21: Registro de precipitaciones y temperaturas



El ciclo productivo de estas 3 especies es de primavera a otofio, observandose éste
patrén de crecimiento en L. tenuis y L. hibrido, a pesar de ello la mayor produccién de biomasa
de L. corniculatus es atribuida a un mayor crecimiento tanto estival como invernal, mostrando
diferencias significativas con L. tenuis y L. hibrido en los meses de julio, octubre y diciembre
(Grafico N22).
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Grafico N22: Peso seco aéreo en gramos de los 3 genotipos por corte realizado.

En cuanto al comportamiento de altura de las plantas por corte (Grafico N22), no
existio diferencia de alturas entre cortes (P < 0.05). Las mayores alturas de planta se
registraron con temperaturas medias mayores de 20 °C, como ser verano y primavera 2021.
Estos resultados muestran que el crecimiento de la planta disminuydé con el descenso de la
temperatura aunado a la poca precipitacion.
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Grafico N23: Altura de planta en centimetros, de los 3 genotipos por corte realizado.



Relacién Hoja/Tallo y tasas de crecimiento por corte:

Existieron diferencias significativas (P < 0.05) en la relacién Hoja/Tallo entre los cortes
de febrero, marzo y agosto (Grafico N24a). Los valores menores se observaron en los cortes L.
tenuis y L. hibrido. De igual manera que el peso seco aéreo (Grafico N22), la TCA tuvo similar
resultado, observandose mayor tasa de crecimiento en L. corniculatus durante el invierno,
respecto de los otros 2 genotipos (Grafico N24 c). Sin embargo, la TCC fue superior en L. tenuis
en la época invernal (Grafico N24 b).
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Grafico 4: a) Relacion Hoja/Tallo, b) Tasa de Crecimiento del Cultivo (TCC) y c) Tasa de
Crecimiento Absoluto (TCA) de los 3 genotipos por corte realizado.

En cuanto al contenido de polifenoles totales de las especies oscila entre 80 y 220 mg
de ac. tanico/g de materia seca, mostrado el mismo patréon durante las estaciones en los 3
genotipos estudiados. Siendo mayor la acumulacidn en los meses mas cdlidos (oct — nov.).
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Fig. 5: Contenido de polifenoles de los 3 genotipos, por corte realizado.



Impacto de las enfermedades y plagas:

Podemos destacar el hecho de que las plantas de Lotus tenuis y plantas del hibrido
interespecifico presentaron sintomas de enanismo similares a aquellos considerados como
“escoba de bruja” observada en alfalfa. Enfermedad que se caracteriza por excesiva cantidad
de rebrotes en la corona y tallos finos y cortos (Fig. 2a, b). Se tomaron muestras de las plantas
con los sintomas y se realizé PCR con los primers R16F2/R16R2 y P1/P7 (Suaste Dzul y col.
2012) para confirmar la presencia de fitoplasmas en esas plantas (Fig. 2c, d), observandose
resultados positivos para ambos primers utilizados, indicando la presencia de los mismos.

Fig. 2 d: Primers P1/P7.
Fig. 2 a, b: Plantas de L. Hibrido CxT (barra= 20 cm) Calles 1-4: plantas con

sintomas por duplicado. +/- :
control positivo/negativo.
M: Marcador de PM.

Izq.: Condiciones normales. Derecha: Con sintomas de enanismo.

Sin embargo, L. corniculatus presento signos de ataques flngicos en tallos y hojas (Fig.
3) que iniciaron en otofio, finalmente en primavera - verano la enfermedad causé la muerte de
la planta desde la corona. También se tomaron muestras de esas plantas, se sembraron
porciones de hojas con sintomas en cajas de Petri con APG y se logré aislar el patdgeno (Fig. 4).

Fig. 3: 1zq.: Plantas de L. corniculatus con crecimiento normal. Centro: Hojas y corona con signos de
la enfermedad. Derecha: Sintoma de marchitamiento avanzado de la planta desde la corona
(barra= 20 cm).

Fig. 4: Hongo patdgeno aislado de plantas de L. corniculatus con signos y
sintomas. En la imagen de la derecha se observa el micelio en el microscopio.



Finalmente, en cuanto a las plagas, observamos ataques de acaros en los 3 genotipos
en los periodos mas secos y célidos y de trips en L. corniculatus especialmente (Fig. 5).

Fig. 5: Acaros y trips sobre las hojas

DISCUSION

En el momento de implantacién la variedad que obtuvo el mayor porcentaje de
supervivencia es L. corniculatus, la cual fue del 100%, seguida de las otras dos especies las
cuales obtuvieron porcentajes de supervivencia mucho menores (alrededor del 50%). Luego,
debido al ataque de patégenos, estos porcentajes fueron variando en el transcurso del ensayo.

El porcentaje de supervivencia se asemeja al obtenido por Fernandez y col. (1990)
guienes evaluaron la dindmica poblacional y el porcentaje de supervivencia de L. tenuis en
zonas de la pampa deprimida, asociando la mortandad de las mismas a factores
medioambientales, pastoreos excesivos, cortes durante el periodo de floracion y sobre todo a
los cortes en periodos estivales donde la competencia con otras pasturas era maxima. Por otra
parte el resultado de supervivencia obtenido para L. corniculatus es mucho mayor al
establecido por Altier y Rebuffo (1995) quienes estimaron que dicho porcentaje es cercano al
10 % para el primer ciclo de produccion y 40% para el segundo, distinguiendo como principal
causa de muertes de plantas a la podredumbre de corona y raiz.

El analisis obtenido implica que la eleccidén de la variedad, dentro de las expuestas en
el ensayo, determinard cuestiones esenciales en cuanto al establecimiento del cultivo a campo
Yy su supervivencia, como por ejemplo la cantidad de semillas a utilizar o el andlisis detallado de
las condiciones climaticas a las que se van a someter las distintas variedades al momento de la
siembra e implantacién.

Si se consideran los maximos rendimientos se puede destacar que L. corniculatus fue la
especie que tuvo la mejor performance durante la mayor parte del ciclo productivo. La
generacion de biomasa vegetativa por planta promedio para el total del ciclo productivo fue
de 152,96 g/planta (6 Ton/ha) para L. corniculatus, 102,07 g/planta (4 Ton/ha) para el hibrido
interespecifico y 122,63 g/planta (4,8 Ton/ha) para L. tenuis (tomando en consideracién la
densidad expresada en materiales y métodos).

Se observé que los 3 cultivares utilizados obtuvieron mayores rendimientos en los
meses de Octubre y Noviembre, ademas se puede distinguir un segundo pico de produccién en
el periodo correspondiente al mes de Febrero. Durante el mes de agosto se pudo observar una
disminucién de la produccidon lo que se atribuye a las bajas temperaturas y escasas
precipitaciones registradas en los meses de julio y agosto, a pesar de ello, L. corniculatus fue
significativamente superior. En promedio se puede observar que en las diferentes estaciones
del afo se distinguieron distintas variedades, durante los periodos estivales y primavera tardia
la especie que generd mayor cantidad de biomasa fue L. tenuis. En los periodos otofiales,
invernales y primavera temprana la especie que generd mds biomasa fue L. corniculatus. El
hibrido interespecifico no pudo destacarse en promedio, solo superando a L. tenuis en el
periodo de invierno tardio-primavera temprana.

Vignolio y Cambareri (2008) destacan la variacidon en la produccion de biomasa en L.
tenuis que se obtiene al realizar distintos planteos con variacién en sus densidades, en este
caso se puede ver como la biomasa vegetativa generada pasa de 65 a 25g/planta para un ciclo



de produccidn, cuando la densidad aumenta de 4 a 16 plantas/m2. Vignolio, Cambareri y
Maceira (2010) ensayaron producciones de L. tenuis puro en pastizales de Balcarce, hallando
una variacién estacional de la productividad que se asemeja a la obtenida en el presente
trabajo, de la investigacidon surge que fue del 3% en invierno, 19% en otofo y 78% en
primavera-verano. También es coincidente la conclusién de que en algunos ensayos, la
productividad de L. tenuis ha sido superior a la de L. corniculatus, aunque generalmente se
registra la situacién inversa como es el caso de este ensayo; sin embargo, cabe aclarar que
ambas especies se utilizan en suelos diferentes. Ellos destacan que para nuestro pais la
produccidn de forraje de L. tenuis llegd a tomar la dimension de 8.492 kg MS/ha/afio, y que al
asumir una densidad optima de 8 plantas/m? designada anteriormente por los mismos
autores, se puede concluir una generacion de biomasa de 106,1 g / planta / afio; en Italia y
Chile se obtuvieron valores proximos a 10.000 kg MS/ha/aio (Vignolio y col. 2010).

La TCC que mide el incremento de biomasa por unidad de tiempo, presentd
variaciones a lo largo del afio para las tres especies bajo estudio, L. tenuis ha sido la variedad
cuya tasa de crecimiento se destacd en la mayor parte del afio mostrando los mayores valores
en el corte correspondiente al mes de octubre, los que a su vez fueron los mds altos en todo el
ensayo (95 kg/ha/dia), y su menor valor en el mes de agosto. La TCC de L. corniculatus también
ha tenido su pico en el corte del mes de octubre sin embargo, a diferencia de L. tenuis, su
minimo se dié durante el corte que corresponde a enero. El hibrido interespecifico mantuvo
una tasa de crecimiento inferior a las de sus parentales, y su distribucién a lo largo del ciclo fue
similar a la de L. corniculatus, obteniendo maximos en octubre y minimo en diciembre, lo que
también representa el menor valor obtenido en el ensayo (10 kg/ha/dia). Tanto L. corniculatus
como el hibrido interespecifico superaron a L. tenuis en el corte correspondiente a agosto. En
cuanto a la relacion H/T se observd que L. corniculatus presentd una mejor relacién en la
mayor parte del ano, lo cual indicaria su mayor calidad forrajera con respecto a los otras
variedades. Antonelli y col. (2019) han comparado dicho parametro bajo diferentes
condiciones habiendo hallado que L. corniculatus mantenia la mayor relacién hoja/tallo tanto
en los ejemplares utilizados como testigos como en los que se encontraban sometidos a estrés
abiotico.

Formoso (1993) ha llegado a realizar distinciones similares a las obtenidas en el
presente trabajo en cuanto a tasa de crecimiento y su variacién en el ciclo productivo,
alegando que en primavera puede tomar valores de 74,4 kg de MS/ha/dia y en invierno dicha
tasa puede llegar a tomar valores de 1,2 kg de MS/ha/dia no obstante en su trabajo se
destacan las fluctuaciones tanto a nivel del ciclo como a lo largo de la vida util de la pastura,
resalta que su especie bajo estudio, L. corniculatus va disminuyendo su tasa de crecimiento a
lo largo de los distintos afios de cosecha y a su vez destaca que la diferencia entre la tasa de
crecimiento otofo-invernal y la primavero-estival se acentua con el tiempo, es decir que la
tasa de crecimiento de primavera-verano decae mucho menos que la tasa de otofo-invierno,
lo que distorsiona la oferta forrajera a través de los afios de vida util de la pastura.

Se ha determinado el contenido de fenoles totales en las 3 especies usadas como
forraje. El método de referencia utilizado (Folin Cicolteau) con este propdsito es bien
sustentado tanto en la teoria como en la practica y es ampliamente reportado en la literatura
cientifica que trata sobre la medicion de esta magnitud bioquimica (Gutiérrez Avella y col.
2008).

En cuanto al contenido de polifenoles, se observd que los 3 genotipos mantuvieron el
mismo patron de concentraciéon durante el afio, a pesar que se pretendia inferirlo como
cuantificacion de taninos, pudimos observar presencia de otro tipo de polifenoles en las
especies, ya que L. tenuis y el Lotus hibrido se caracterizan por no presentar taninos
condensados en las hojas (Escaray y col. 2014) y nuestros resultados no estarian mostrando
esos valores, probablemente presentando otro tipo de polifenoles. Las plantas contienen una
mezcla compleja de polifenoles y la distribucion de éstos en las plantas es muy amplia y, se han
encontrado en mas del 60% de las especies vegetales donde se ha investigado su presencia.



Las isoflavonas se presentan casi exclusivamente en leguminosas (Quifiones y col. 2012).
Ademas, aunque con frecuencia se piense que los polifenoles son pigmentos exclusivos de
flores y frutos, también pueden encontrarse en todo el vegetal, incluidas la raiz, el tallo o las
hojas (Quifiones y col. 2012).

Los fenoles desempeifian importantes funciones fisioldgicas en los vegetales, en
general y se oxidan con mucha facilidad actuando como antioxidantes ya que atrapan o
inhiben la produccidn de radicales libres (Gordo M 2017). Ademas, los fenoles se acumulan,
mayoritariamente, en las capas mas superficiales de los vegetales y captan hasta el 90% de las
radiaciones UV, impidiendo los efectos nocivos de estas radiaciones en los tejidos internos de
la planta. También establecen relaciones quimicas de las plantas con su entorno, como ser las
relaciones entre plantas, con insectos, vertebrados y microorganismos. A nivel de
microorganismos, las plantas se defienden del ataque de patégenos sintetizando,
mayoritariamente polifenoles, que son téxicos para los microorganismos y su presencia
previene las infecciones (Vdzquez Flores y col. 2013). Ademads, numerosos factores
medioambientales como la luz, el grado de madurez u otros pueden afectar al contenido total.
El clima (exposicién al sol, precipitaciones, etc.) o factores agrondmicos juegan un papel
fundamental. La exposicion a la luz es, en particular, uno de los principales condicionantes
para determinar el contenido de la mayoria de los polifenoles (Quifiones y col. 2012).

En concordancia con la bibliografia podemos inferir que nuestras 3 especies en
estudio, presentaron contenidos mayores de polifenoles en épocas de mayor temperatura y
cuando presentaron mayor ataque de patdgenos. Las distintas variedades bajo estudio se
encontraron sujetas a diferentes adversidades bidticas.

En cuanto a las afecciones por enfermedades las especies de L. tenuis e hibrido
padecieron ataques de fitoplasmas (patdgenos pertenecientes a la clase Mollicutes), lo que
provocd el achaparramiento de las plantas. Dichos sintomas se manifestaron en dos
individuos, uno de cada ejemplar por lo que la incidencia de la enfermedad se la puede asumir
como 14,28%, y su severidad fue del 100% ya que afecté a la totalidad de cada una de las
plantas infectadas, no obstante no logré provocar su muerte en el ciclo de produccién bajo
estudio. Por otro lado las plantas de Lotus corniculatus experimentaron ataques fungicos que
se localizaron en la corona y estructuras inmediatas (base de los tallos y las hojas anexas),
caracterizadas por eflorescencias blanquecinas en la cara adaxial de las hojas y en los tallos, y
también por la necrosis de los tejidos involucrados. Tras la extracciéon de muestras, aislamiento
del patégeno y su crecimiento en medio de cultivo APG en un ambiente con temperatura y
humedad controladas, mediante la identificacion morfoldgica inferimos que podria pertenecer
a la clase de los Oomycetes. Causando la muerte de la totalidad de las plantas. La incidencia de
enfermedades reduce el periodo de persistencia de las plantas en cultivo.

En cuanto a la infeccion por fitoplasmas, Altier (1997) destaca la ausencia de flores en
las plantas enfermas y que las mismas morian prematuramente. También distingue el aumento
de la incidencia de la enfermedad a lo largo de la vida util de la pastura, resultando ésta la
causa del 15% de los decesos. Klostermeyer y Menzies (1.951) describieron sintomas similares
en Lotus, y se los atribuyeron a organismos procariotas unicelulares que carecen de pared
celular verdadera, de la clase Mollicutes. Alba, Suaste y Dzul (2012) encontraron sintomas
similares a los manifestados en plantas de Opuntia ficus-indica y comprobaron la presencia de
fitoplasmas tras la utilizacion de los mismos primers (R16F2/R16R2 y P1/P7) que hemos
utilizado en este trabajo.



CONCLUSIONES

e La especie mejor adaptada a las condiciones expuestas durante la extensién
temporal del ensayo y, dadas las condiciones ambientales descriptas ha sido L.
corniculatus.

e L. corniculatus es la especie de mayor productividad durante la mayor parte del aiio.
Tiene rendimientos de materia seca de forraje en promedio hasta 6000 kg/ha.

¢ El contenido de polifenoles mostré alteraciones a lo largo del afio siendo su maxima
produccion en los meses calidos (octubre y noviembre).

e L. corniculatus experimenté enfermedades fungicas. L. tenuis y L. hibrido
manifestaron ataques de fitoplasmas.



PERSPECTIVAS FUTURAS

e Se realizardn nuevos ensayos similares y, ademas ensayos con diferentes densidades
de siembra, con el fin de recolectar datos mas certeros. Debido a la aparicion de
enfermedades no se pudo continuar el ensayo en el tiempo previsto.

e Son necesarios mayores estudios relacionados con las etiologias de las enfermedades
observadas, por lo cual se realizard extraccién de ADN de hongos y plantas infectadas
con fitoplasmas para una posterior secuenciacion e identificacion mas especifica de los
patdégenos. Por otro lado, se hardn pruebas de patogenicidad mediante los postulados
de Koch.

e Se realizard un anadlisis mas detallado de cuales son los polifenoles presentes en las
plantas.
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