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f) a floracion en el experimento 2. Los datos estéipresados como la
proporcion del maximo namero de estigmas registeadocada combinacion
de M x H. La fecha en la que se registré la exp@sidel primer estigma por
fuera de las chalas de cualquier individuosdtahdcorresponde al dia 1. Las
barras verticales representan el error estandarmedia.

Figura 5.2. Respuesta del numero de granos en la espiga @ingipres
fuentes de pérdida que se producen entre el nideegranos potencial y el
alcanzado. La Pérdida 1 representa caidas atmsuilreducciones en el
namero de flores desarrolladas por espiga (a). d@i®a 2 corresponde a
fallas de polinizacién debido a fallas en la emmsie estigmas (b). La
Pérdida 3 identifica caidas asociadas al abortwvdeos fecundados (c). Los
datos corresponden a hibridos de maiz de fondotigergontrastante (Te:
templado, Tr: tropical; TeTr: Te x Tr) sometidosl@s regimenes térmicos
(Tc: control, T&: golpe de calor) durante los quince dias previds (1) y
posteriores (M 2) a floracion en el experimento 2. Las linegsesentan las
funciones lineales ajustadas. En (b) NGE = 875542%rdida 2,%r= 0.69, P
< 0.05 (linea llena para{y) NGE = 479 — 1198 Pérdida 2,70.88, P < 0.01
(Iinea punteada paraJ)M En (c) NGE = 521 — 531 Pérdida 170.95, P <
0.001.

Figura 5.3. Relacion entre distintas causas de pérdida deogravaluadas a
nivel de espiga (Pérdidas 1, 2 y 3) y distintasifeg de variacion del numero
de granos asociadas a la disponibilidad de asioslat la espigaANGP; y
ANGP;; figuras a, c, e), y fallas en eventos reprodostiANGP;; figuras b,
d, f). Simbolos como en la figura 5.2. Las ecuassoly lineas llenas
representan el modelo ajustado a todo el conjuatdados, exceptuando al
valor indicado con asterisco en la figura f.
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Figura 6.1. Dinamica de peso seco (a-c), contenido de agu§, (d-

concentracion de humedad (g-i) y volumen (j-) gielno en tres hibridos de
maiz de fondo genético templado (circulos), temphadropical (triangulos)

y tropical (cuadrado) sometidos a dos regimenesid¢és (control: simbolos
llenos; golpe de calor: simbolos vacios) durantarilmera mitad del llenado

78

efectivo de grano (i en dos afos experimentales. Las flechas inditan e

momento de madurez fisiologica de cada condicion.

Figura 6.2. Relacion entre el peso de grano y la relacion teidestino
durante (a) el periodo critico, y (b) el llenadeatifvo del grano. Los datos
corresponden a tres hibridos de maiz de fondo igenébntrastante (Te:
templado; Tr: tropical; TeTr: Te x Tr) expuestosi@s regimenes térmicos
(TC: control; TE: golpe de calor) durante tres motae del ciclo del cultivo
(M1: 1, M2: 2; M3: 3) y dos afios experimentales. @h la linea llena
representa el modelo lineal ajustado a los trataiwsecontrol. En (b), la
linea punteada representa la relacion 1:1 y lalllema el modelo bilineal
(6.1-6.2) ajustado a los tratamientos de estrés.

Figura 6.3. Evolucion del contenido de carbohidratos soluklesl tallo de
plantas de tres hibridos de maiz de fondo genébotrastante sometidos a
dos regimenes térmicos (control: simbolos llena#pegde calor: simbolos
vacios) durante tres momentos del ciclo del culiMa a-c; M: d-f; M3: g-i)
en el experimento 2. Las flechas sefialan la feehaatlurez fisioldgica. Las
barras verticales indican el desvio estandar dmddia y las horizontales
representan el periodo de calentamiento. Los ssteriindican diferencias
significativas (P < 0.05) entre tratamientos demég térmico.

Figura 6.4. Relacion entre el contenido de carbohidratos $edubn agua
acumulados en el tallo a madurez fisiologica ydmaidon fuente-destino
durante el llenado efectivo de grano. Simbolos cemda figura 6.2. Los
datos corresponden a plantas individuales. La lilee corresponde al
modelo bilineal complateau(6.8 - 6.9) ajustado a todo el conjunto de datos.

Figura 6.5. Relacion entre cambios en el peso de grano y candmnola
disponibilidad de asimilados durante el periodollelieado (expresados en
términos relativos al control) de tres hibridos rdeiz de fondo genético
templado (circulos), templado x tropical (triang)ly tropical (cuadrado)
sometidos a golpe de calor durante tres momentosiade del cultivo (M:

1, My 2; Ms: 3) y durante dos aflos experimentales. Las lideapuntos
representan limitaciones tedricas impuestas de maaatesoluta por fuente
(linea 1:1) o destino (linea horizontal) de asidok durante el llenado de
granos. Las lineas llenas indican la respuestam@&xininima y media del
peso de grano ante cambios en la disponibilidadsimilados durante el
periodo de llenado segun las estimaciones reabzaataBorras et al. (2004).

Figura 6.6. Relacién entre la variacion en el contenido de afsidratos
solubles en agua del tallo durante el llenado efece granosfCCSA) y el
uso aparente de reservas (UAR) en el experimen8n2bolos como en la
figura 6.2. La ecuacion y la linea llena represeefamodelo ajustado a todo
el conjunto de datos.
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Figura 7.1. Diagrama conceptual describiendo la conexidn entre93
determinantes fisioldgicos y numéricos del renditieen grano de maiz.

Las flechas llenas representan relaciones entiabl@s y las vacias indican
variables o procesos que regulan dichas relacidmsssimbolos coloreados
debajo de las cajas indican el efecto del golpeattar (variacion respecto al
tratamiento control, promediando experimentos) eadtistintas etapas del
ciclo del cultivo (M: durante los quince dias previos a antesis; ddrante
quince dias a partir de inicio déking, Ms: durante quince dias a partir del
inicio del llenado activo de granos) y genotiposnuigz de fondo genético
contrastante (Te: templado; Tr: tropical; TeTr:XT&r).

Figura 7.2. Rendimiento en grano (lineas llenas) y reservasiteilados en 99
tallo (lineas segmentadas) esperados para dosigEnate maiz con baja
(lineas negras) y alta (lineas grises) capacidads#vas de asimilados en el
tallo a lo largo de un gradiente de condicionegialpe de calor durante el
llenado de granos.

Figura 7.3. Representacion esquematica de los cambios intidakipor el 101
mejoramiento genético (flechas punteadas) en lpuessa del niumero de
granos por planta a variaciones de la tasa dencietio de la planta durante

el periodo critico (lineas llenas).

Figura 7.4. Relacion entre el niumero de granos por planta yasa de 101
crecimiento de la planta durante el periodo critiealos hibridos de maiz de
distinta época de liberacion al mercado. La redpudsl nimero de granos

por planta a cambios en tasa de crecimiento deldatg difiere entre
genotipos cuando el modelo es ajustado al centita destribucion de datos
(lineas llenas), pero no lo hace cuando se ajusliniéie superior (lineas
punteadas). Adaptado de Echarte et al. (2004).
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RESUMEN

Estrés por golpe de calor en maiz: Diferencias ead respuestas ecofisiologicas
entre genotipos templados y tropicales

El golpe de calor afecta el rendimiento de maimfalir negativamente sobre
el crecimiento y desarrollo de las plantas. Exésteasa informacion sobre las bases
ecofisiolégicas de la respuesta a este estrés,nguna referida a diferencias
genotipicas en la tolerancia a las temperaturasagppmas en condiciones de
cultivo. El objetivo de este trabajo fue evaluareétcto del golpe de calor en
distintos momentos del ciclo de maiz sobre los radetantes ecofisioldgicos
[radiacion interceptada, eficiencia en el uso derddiacion (EUR), indice de
cosecha] y numéricos [numero de granos por pldNE&P], peso de granos (PG)] del
rendimiento en tres hibridos de fondo genético restante (templado, tropical, y
templado x tropical) creciendo a campo. El golpecd®r provoco reducciones
severas de rendimiento, especialmente cuando 6airededor de floracidén y sobre
el hibrido templado. Las pérdidas de rendimientéuvésron principalmente
asociadas a caidas en indice de cosecha, y en mmulida a reducciones en la
produccion de biomasa. Esta ultima fue mayormeigtetada por caidas en la EUR.
Golpes de calor alrededor de floracion causaroridsi@érdidas del NGP, atribuibles
a incrementos en el aborto de grano, y no a praideem el desarrollo de flores
femeninas o emisién de estigmas. Se desarrolld nueva aproximacion para
identificar las causas subyacentes a la caida @&®,Ncuya aplicacion permitid
dilucidar que bajo condiciones de golpe de calpreliaborto de granos estuvo
altamente correlacionado con la disponibilidad siendados en la espiga, Yy (i) las
diferencias genotipicas en el NGP se debieron @osfalirectos del estrés sobre el
cuaje de granos. Las caidas del NGP incrementardisponibilidad de asimilados
por grano alrededor de floracién y durante el Enefectivo de granos, sin embargo
se observaron caidas en el PG atribuidas a efdosos del estrés sobre el PG
potencial. Por su parte, golpes de calor duranteitaer mitad del llenado efectivo
de granos redujeron la disponibilidad de asimilagws grano, determinando
interrupciones en el llenado de granos. Esta respdee acompafiada de un mayor
uso de asimilados de reservas e incrementos esrthdp de agua del grano. Se
encontraron diferencias genotipicas en la respustatrés para la mayoria de los
rasgos analizados, siendo el hibrido templado mbtgeo con mayor sensibilidad al
golpe de calor.

Palabras claveMaiz, Zea may4d.., golpe de calor, hibridos, rendimiento en grano
biomasa, numero de granos, peso del grano.
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ABSTRACT

Heat stress in maize: Differences in ecophysiologic responses among
temperate and tropical hybrids

Heat stress reduces grain yield due to its negatiect on plant growth and
development. The ecophysiological bases of thesporses are still poorly
understood, and there is no evidence of genotyifierences in the tolerance this
stress among field grown maize crops. The objedfhtdis thesis was to evaluate (i)
the effect of brief episodes of above-optimum terapge during different growth
stages of the crop cycle on the ecophysiologi@aifition interception, radiation use
efficiency (RUE), harvest index (HI)] and numerid&lernel number per plant
(KNP), kernel weight (KW)] determinants of graireld, and (ii) differences in the
response of these traits to heat stress among theeee hybrids of contrasting
genetic background (temperate, tropical and tentperdropical). Heat stress had a
severe effect on grain yield, especially when ituwced around flowering. Yield
losses were associated primarily with reduced Hll, &m a less extent, with reduced
biomass production (due to RUE reduction). Heatimgund flowering caused a
large reduction in KNP because it enhanced kernett@n, but it had not effect on
floret development or silk extrusion from the husksthis thesis, a novel approach
was developed for assessing sources of kernelridsdd conditions. Its application
helped elucidate that under heat stress condiifprisernel abortion was strongly
correlated with assimilates availability per eaouard flowering, and (ii) genotypic
differences in KNP were related to the direct dffet the stress on kernel set.
Despite the positive effect of heating around flamg on the assimilate availability
per kernel around flowering and during effectivaigrfilling (EGF), above-optimum
temperatures reduced KW due to its direct effeatpaotential KW determination.
Heating during the first half of EGF reduced thsimdate availability per kernel
during the whole EGF, and in extreme cases it chtise arrest of kernel growth.
This response was accompanied by increases irsthefueserves from the stem and
the rate of water loss from grains. There were tygmo differences in the response
to heat stress of most evaluated traits, and thwidhyof full temperate genetic
background was the most sensitive to above-optitemperatures.

Keywords: Maize, Zea maysL., heat stress, hybrids, grain yield, biomassnéke
number, kernel weight.
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CAPITULO 1

Introduccién general
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1.1. Perspectiva climatica mundial y su implicanciaen la produccién de
alimentos

La agricultura ha sido capaz de responder a la deéanereciente de productos
agropecuarios, llegando a alimentar a mas de 60lones de personas. Sin
embargo, existen aun graves problemas de défioitemtarios a los cuales también
debera hacer frente en las proximas décadas (FAQ,a2. En los ultimos afios, la
demanda global de productos agropecuarios ha sutnd constante incremento
motivado por aumentos en la poblacion mundial ysetgimiento de nuevos
mercados para los productos agricolas que puedeenggleados como materia
prima para la elaboracion de biocombustibles (FA@,1b). La produccién mundial
de maiz ha sido especialmente estimulada por estoeres (FAO, 2009),
posicionandose desde inicios del siglo XXI comacakivo de grano con mayor
volumen de produccién (FAO, 2012). En la actualjdadasa de incremento de los
niveles de produccion de cultivos es menor queaeemento en la demanda, motivo
por el cual se ha evidenciado un alza sostenidi@sprecios de losommodities
agricolas (FAO, 2011b). Si bien este hecho con&ituna gran oportunidad para
paises como Argentina, que basan su economia éwsdiproductos, también
evidencia una posible intensificacion del défititnantario.

Para hacer frente al desbalance descrito, unanaiitest es incorporar nuevas
tierras a cultivo consideradas marginales paraddyecion agricola (FAO, 2011c),
incrementando los riesgos de ocurrencia de consi@adversas durante el ciclo de
crecimiento. Adicionalmente, en un futuro proxinteoagricultura debera garantizar
el abastecimiento de estas multiples demandas cama$os productivos cada vez
mas inestables, promovidos segun los pronésticoslpoalentamiento global. De
acuerdo al cuarto informe de evaluacion presenpadel Panel Intergubernamental
de expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC), lmperatura media global
ascendera entre 1.1 °C y 6.4 °C a finales del Xiglo(IPCC, 2007). La magnitud de
dicho efecto dependera de los futuros escenariosnision de gases de efecto
invernadero y actividad econdémica mundial. Adiclomente, siguiendo las
tendencias recientemente observadas, se prevéemectos en la frecuencia de
temperaturas elevadas extremas y olas de calomgoentaran la ocurrencia de
episodios de estrés térmico por golpes de caldoafdieet al., 2006). Este tipo de
estrés constituye una de las principales fuenteedigccion de rendimiento de maiz
en ambientes tropicales, y en caso de evidendesg@edicciones ante mencionadas
también lo sera para cultivos que crecen en andset@mplados (Teixeira et al.,
2013). Sin embargo, actualmente existen escasodi@stecofisiologicos sobre la
respuesta del cultivo de maiz a la incidencia dpegode calor. Este hecho podria
atribuirse a dificultades metodoldgicas para logma aceptable reproduccion de
este tipo de estrés en condiciones de campo yjalitngacto del mismo sobre el
rendimiento registrado hasta el momento en amlsertemplados de alta
productividad.

1.2. Efecto del golpe de calor sobre la producciome biomasa y el
rendimiento en grano

El estrés por golpe de calor suele definirse comascenso en la temperatura
maxima diaria por encima de un valor umbral y dt@am periodo de tiempo breve
y suficiente que provoca dafos irreversibles enretimiento y desarrollo de las
plantas (Wahid et al., 2007). Las temperaturasagyghimas causan inhibicion de la
sintesis de proteinas, agregacion y desnaturaizag proteinas, y alteraciones en la
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fluidez de membrana (Allakhverdiev et al., 2008k quueden desencadenar en un
repentino colapso celular (Pennell y Lamb, 1997 ¥Xing, 2004). La magnitud de
dicho efecto depende de caracteristicas del esté® su intensidad (Crafts-
Brandner y Salvucci, 2000), duracion (Al-Khatib yauksen, 1999) y tasa de
incremento térmico (Crafts-Brandner y Salvucci, 200Adicionalmente, la
sensibilidad de una planta al golpe de calor depeatel caracteristicas del cultivo
como el grado de aclimatacion al estrés debidopmsgiones previas a elevadas
temperaturas (Liu y Huang, 2008; Wang et al., 20l sensibilidad de distintos
estadios ontogénicos a las temperaturas supra®@fifkaim et al., 1999; Vara
Prasad et al., 1999; Young et al., 2001) y su niletermotolerancia (Commuri y
Jones, 2001). La compleja relacion entre dichamas dificulta la determinacion
de un Unico valor umbral de temperatura a particdal un determinado proceso es
inhibido. Incluso, distintos tejidos y drganos @eplanta son afectados de manera
diferente a una misma temperatura dependiendo deseeptibilidad del proceso
metabolico dominante en dichas estructuras. Naaatesten maiz se ha generalizado
el uso de 35 °C como nivel umbral de temperatugaragyptima debido a los
resultados obtenidos en diversos estudios dondevaled el impacto de las altas
temperaturas sobre procesos de desarrollo (Tolleetal., 1979), crecimiento
(Berry y Bjorkman, 1980; Jones et al., 1981; CrBitandner y Salvucci, 2002;
Sinsawat et al., 2004) y eventos reproductivos rgery Johnson, 1980; Mitchell y
Petolino, 1988; Dupuis y Dumas, 1990).

Las respuestas descritas al golpe de calor haresidblecidas en condiciones
controladas de crecimiento. En condiciones de cangm cultivos suelen estar
expuestos a episodios de estreses abioticos @xgias deficiencias nutricionales,
temperaturas extremas) durante el ciclo, los cualestan su productividad
dependiendo de su intensidad, duracion y momentoaittencia del estrés (Loomis
y Connor, 1992). La magnitud de la respuesta peedanalizada en términos de los
determinantes fisiolégicos del rendimiento (Sinclaide Wit, 1975; Gifford et al.,
1984; Passioura, 1996) indicados en el siguieneiogeneral [ecuacion (1.1)]

RGC = RFA X fRFAi x EUR xn X IC (1.1)

donde RGC es el rendimiento en grano del cultivo dem?), RFA la radiacion
fotosintéticamente activa incidente diaria (en M3 dt), fRFAI la fraccion de la
RFA interceptada por el cultivo, EUR la eficienerael uso de la radiacion (en g MJ
Y, n la duracién del periodo de crecimiento (ers)iia IC el indice de cosecha.
Generalmente, los efectos negativos de deficientidsgcas o nitrogenadas estan
asociados a reducciones en la expansion de teyidias capacidad fotosintética
(Boyer, 1970; Sadras y Milroy, 1996; Lemaire y @s2009). En cultivos anuales y
determinados como maiz, las primeras prevalecendoukas deficiencias ocurren
durante preantesis, periodo en el cual se defitengfio del canopeo (NeSmith y
Ritchie, 1992c; Uhart y Andrade, 1995b). La seguredacambio, es la respuesta
predominante durante el llenado de granos, y sseeleacompafada por una
acelerada senescencia foliar (Uhart y Andrade, 49%arl y Davis, 2003).
Contrariamente, las pérdidas de productividad @sbidl golpe de calor estan
principalmente asociadas a una menor fijacion deoce (Berry y Bjorkman, 1980;
Sinsawat et al., 2004) producto de caidas en laidad fotosintética e incrementos
en la respiracion de mantenimiento (Loomis y Conth®82; Hay y Porter, 2006). A
nivel de cultivo, la consecuencia de esta respuesiana reduccion en la eficiencia
en el uso de la radiacion, segun ha sido repogiadmtrigo (Reynolds et al., 2007) y
maiz (Cicchino et al., 2010b). Ademas de los efeateencionados sobre la
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produccion de biomasa, el golpe de calor incidaes@ rendimiento en grano a
través de caidas en el nimero y el peso individiedl grano, que impactan
negativamente sobre el indice de cosecha.

1.2.1. Determinacion del numero de granos en cooriiés de golpe de calor
1.2.1.1. Efectos indirectos del golpe de calor

Los estreses abioticos pueden impactar negativansebre el crecimiento a lo
largo de todo el ciclo del cultivo. Sin embargolosdna parte del mismo es critica
para la determinacién del rendimiento y usualmewniacide con el periodo en el
cual se define el niumero de granos (PC: periotio@:iEn maiz, estudios utilizando
sombreos estratégicos (Fischer y Palmer, 1984; rKiryi Ritchie, 1985) o
deficiencias hidricas (Hall et al., 1984; Grantakét 1989) ubicaron esta etapa en
unos 30 dias centrados en la floracion femensilkir{g). El nUmero de granos por
unidad de superficie es funcién de la cantidad ldetas establecidas y del niUmero
de granos fijados por planta (NGP). Esta Ultimaialde es muy sensible a la
ocurrencia de estreses abioticos, dado que seaamodbrma curvilinea a la tasa de
crecimiento por planta durante el periodo critit€Rs-c; Andrade et al., 1999). Del
analisis de esta relacidbn emergen rasgos fisia&gitistintivos de esta especie: (a)
un umbral minimo de TGR por debajo del cual un individuo resulta esténhbral
de esterilidad), (b) un nivel de respuesta deanseidel NGP a incrementos en la
TCPsc por encima del umbral de esterilidad, y (c) un NG&imo capaz de ser
establecido a altas TGR La existencia de un valor de TgRumbral para la fijacion
de granos y la no linealidad en la relacion anteremte planteada son evidencias del
relegamiento que sufre la espiga de maiz respeadtros destinos que crecen
simultdneamente (Eastin, 1970; Edmeades et al9; I3&ynard y Muldoon, 1983).
También ponen de manifiesto la existencia de umursly factor, ademas de la
TCPs¢, que influye sobre la determinacion del NGP: Igip@an de asimilados a la
espiga. Esto indica que tan o mas importante quedduccion de asimilados por
planta durante el periodo critico es la cantidadgimilados asignados a la estructura
reproductiva axilar que formara los granos. Pontativo, la tasa de crecimiento de
la espiga durante el periodo critico (THgEsSuele ser un mejor predictor del NGP
(Echarte y Tollenaar, 2006; D'Andrea et al., 2008),que elimina la variacion
inducida por la particion de biomasa a espiga eadpuesta del NGP a la T&P

Bajo este marco conceptual ha sido ampliamentetademue la mayor parte
de la merma en el NGP debida a déficits hidricastimgenados es atribuible a
caidas en la TGR (Andrade et al., 2002), y que estreses severobi¢anpueden
afectar el NGP a través de reducciones en la gartde biomasa a espiga (Uhart y
Andrade, 1995b; D'Andrea et al., 2008). Sin embagegta generalizacion es incierta
e incompleta dado que (i) no es sustentada en résmicuantitativos y
consecuentemente nada puede decirse de la condribies cada una de estas fuentes
de variacion a las pérdidas de granos, y (ii) igriarexistencia de una tercera fuente
de reduccién del NGP que no esta asociada a vameien la produccion (TGE y
asignacion de asimilados (Te&y relacion TCRd TCPs¢), sino a fallas en eventos
reproductivos. Estreses abidticos alrededor dadlén provocan importantes caidas
del NGP a través de esta via al influir negativamesobre los procesos de
polinizacion (Herrero y Johnson, 1980; Hall et 8882; Bassetti y Westgate, 1993c;
Bolafios y Edmeades, 1993b), fecundacion y cuajgrdeos (Westgate y Boyer,
1986a; Zinselmeier et al., 1995). Estos efectos $ido considerados como la
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principal fuente de reduccién del NGP debida a emlde calor (Barnabas et al.,
2008), por lo que seran tratados con mas detalle guiente seccion.

1.2.1.2. Efectos directos del golpe de calor stiwe@ventos reproductivos

La incidencia de temperaturas supradptimas alreédddofloracion produce
efectos negativos directos sobre distintos evarjm®ductivos determinando caidas
en el nimero de granos fijados a madurez (Lonngulsgenheimer, 1943). El NGP
es el resultado de sucesivas etapas que comienonagl cambio de los meristemas
vegetativos al estado reproductivo (Bonnett, 1986get y Duburcq, 1983; Stevens
et al., 1986; Tranel et al., 2008). Los eventosddsarrollo experimentados por
yemas masculinas (Tranel et al.,, 2008; Bedingerowl&r, 2009) y femeninas
(Bonnett, 1966; Ruget y Duburcq, 1983; Stevens kt #86) han sido
profundamente estudiados desde la botanica. Erudas®n de etapas desde la
iniciacion reproductiva de los meristemas hastzugje de grano se identifican
diferentes momentos durante los cuales el golpealter podria afectar el NGP
(figura 1.1).

Figura 1.1. Etapas de desarrollo de meristemas reproductivascutinos vy
femeninos desde la diferenciacion floral hastaijecibn de granos. Las flechas
vacias indican los procesos involucrados en elj@asia siguiente etapa.

Diferenciacien
deyema apical

Diferenciacion
deyema axilar

Desarrelle Desarrolle
deflores deflores
N*® deflores N°® deflores N deflores N deflores
incompletas completas completas incompletas

Crecimiento Dehiscencia
ﬁ de estigmas de antera ﬁ
Y
& i
N°® de estigmas N°® de estigmas " — N® de granos N® de granos
no emergidos emergidos Sineronizacion ‘_:Ie pelen de_ pelen
floral liberados no liberados
Viabilidad
de polen
; Y Y l
& &
N° de estigmas N° de estigmas (N ddegrlanos N ddegrlanos
no viables viables epolen epo'en
viables ne viables
Desarrollo del
tubo polinico
~

Receptividad
de estigmas

N°® de estigmas
polinizados

' Y4

N°® de ovulos no N°® de ovulos

fecundados fecundados
J \.

Cuaje
de granos
; A 4
N\ /7 ™
N® de granos N° de granos

no fijados fijados
AN

Las pérdidas de rendimiento debidas a golpes ae akkbdedor de floracién
observadas en cereales creciendo a campo hanssidadas a fallas en el proceso
de polinizacion, principalmente por falta de poléable (Barnabas et al., 2008). Esto
se debe a que las altas temperaturas tienen umne iivedencia sobre las estructuras
reproductivas masculinas, afectando tanto la cadtae polen emitido (Schoper et
al., 1987) como su viabilidad (Herrero y Johns@8Q). En especies diclinas como
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maiz, la incidencia de temperaturas supradptimavige a floracion también
provoca desincronizacion entre la liberacidn delepoy la exposicion de los
estigmas (Cicchino et al.,, 2010a), desencadenaradlasf adicionales en la
polinizacion. Por su parte, las estructuras reptidas femeninas son relativamente
tolerantes al estrés en etapas previas a la fecidmdde ovarios, pero incrementan
su sensibilidad luego de ser fecundadas (Dupuismd3, 1990). Esta diferencia en
el grado de tolerancia al estrés entre estructtepsoductivas podria en parte
explicar la mayor informacién existente referid@facto del golpe de calor sobre las
inflorescencias masculinas respecto a las fementiasembargo, en un estudio
reciente (Cicchino et al., 2010b) se observé gaatps sometidas a golpes de calor
alrededor de floracién sufrian mermas drasticas eenNGP a pesar de la
incorporacion de polen fresco. Dichas pérdidasofu@nalizadas teniendo en cuenta
la disponibilidad de asimilados por planta (i.eedmante el andlisis clasico de la
relacion NGP-TCP), sin considerar los posibles efectos directosedteEs sobre el
desarrollo y crecimiento de las estructuras fenmsngue podrian limitar la fijacion
de granos mediante reducciones en el tamafio patetecia espiga y el nimero de
flores que exponen sus estigmas por fuera de Eash

El estudio de rasgos asociados al desarrollo yimmeato de estructuras
reproductivas femeninas ha recibido una mayor aeren condiciones potenciales
de crecimiento (Otegui y Andrade, 2000; Westgatealgt 2004), o en algunas
condiciones limitantes como deficiencias hidricBasGetti y Westgate, 1993c) o
nitrogenadas (Edmeades et al., 1993). Existe irdordm sobre (i) la respuesta del
desarrollo de las flores a cambios introducidos pbrmejoramiento genético
(Edmeades et al., 1993), y a variaciones en peactigrondmicas como distintas
fechas (Cirilo y Andrade, 1994b; Otegui y Melon9I9y densidades (Otegui, 1997)
de siembra, (ii) el patrén de emergencia de essgdeaflores que ocupan distintas
posiciones a lo largo de la espiga (Bassetti y Yétst 1993a), (iii) la persistencia de
la viabilidad de los estigmas (Bassetti y Westgd®@93a; Bassetti y Westgate,
1993b), y (iv) el efecto de la densidad de siendirda dinamica de emergencia de
estigmas (Carcova et al., 2000; Uribelarrea et24lQ2). La mayor parte de este
conocimiento ha sido revisado (Otegui y Andradd)020Nestgate et al., 2004), y
cuidadosamente resumido en modelos de simulaci@lpastimacion del NGP en
maiz (Lizaso et al., 2003; Fonseca et al., 2004}a Enformacion, si bien es
abundante, resulta ain incompleta dado que may¢enmevolucra a genotipos de
origen templado. Solo algunos aspectos concersieatéa dinamica floral (e.g.
duracion del intervalo antessilking) y la fijacion de granos (e.g. relacion entre el
namero final de granos y el nUmero total de 6vuhas) sido analizados en genotipos
con fondo genético tropical (Fischer y Palmer, 198B4meades et al., 1993;
Monneveux et al., 2005; Monneveux et al., 2006 &nbargo, ninguno de estos
estudios nos brinda una informacion completa rdspec los determinantes
numeéricos del NGP (i.e. numero de flores desada#ia nUmero de estigmas
expuestos por fuera de las chalas y nimero de grfjados; Otegui y Andrade,
2000).

1.2.2. Determinacion del peso de grano en condéesate golpe de calor

La acumulacion de biomasa en el grano puede caassgecomo la sucesion
de tres etapas (Saini y Westgate, 2000). La primdemominada fasd.ag,
comprende ca. 15 dias desde la fecundacién delooyase caracteriza por una
escasa deposicion de biomasa y una rapida acudnildeiagua (Westgate y Boyer,
1986¢). Durante dicho periodo se produce una adiiuaion celular, donde quedan
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establecidos el nimero de células endosperméatieasilgplastos (Schweizer et al.,
1995) involucrados en la posterior deposicion duiddn. La disponibilidad de
asimilados durante la fadeag afecta la division de células endospermaéticas y la
capacidad de deposicion de asimilados del granpit@@éo et al., 1983; Reddy y
Daynard, 1983; Jones et al., 1996). Dicha capacstate definirse como peso de
grano potencial y esta asociada a la tasa de bemada siguiente etapa (Jones et al.,
1985). La segunda etapa de crecimiento del gramgrdinada llenado efectivo del
grano (LEG), se caracteriza por una activa acurriage biomasa y cambios en la
dinamica hidrica del grano. En ella el contenido atpia del grano continda
aumentando hasta algin momento variable de acadalespecie (Egli y TeKrony,
1997) a partir del cual comienza la reduccion dehtenido hidrico. Asi, la
interaccion entre las dinamicas del contenido bddgi de biomasa del grano a lo
largo del llenado determina una caida progresiVgpdeentaje de humedad, hasta
alcanzar un valor critico que esta asociado al desecumulacion de materia seca
(Saini y Westgate, 2000). Este valor critico vanre especies (Egli y TeKrony,
1997), y en maiz se encuentra entre 300 y 350 ™¢{Carter y Poneleit, 1973;
Westgate y Boyer, 1986¢; Sala et al., 2007a). t@eta etapa, denominada madurez
fisiol6gica, se caracteriza por una acumulaciénbaemasa nula y una pérdida
continua de humedad del grano.

Debido a la estrecha asociacion existente entreoenido hidrico y de
biomasa en el grano (Schnyder y Baum, 1992), dissmé@e la dinamica de agua
resulta de gran utilidad para predecir el crecitoietel grano. EI maximo contenido
hidrico permite estimar el peso de grano poteriBiairas y Westgate, 2006), que de
otro modo deberia hacerse por técnicas muy lalasiosmo la cuantificacién del
namero de células endospermaticas y amiloplastognamo. A su vez, en maiz se
han reportado asociaciones estrechas entre (igvahmo contenido de agua del grano
y la tasa de llenado durante el llenado efectivgrdeos (Borras et al., 2003b), (ii) la
tasa de desecacion del grano una vez alcanzadéx@mnm contenido de agua y la
duracién del llenado (Gambin et al., 2007b), y (@iconcentracion de humedad del
grano y la finalizacion del llenado de grano (Wattgy Boyer, 1986¢; Sala et al.,
2007a), entre otras relaciones (Gambin et al., 2007

La dindmica de crecimiento del grano puede ser taddegpara simplificar su
interpretacion. El uso de modelos lineales perpatacterizar al peso de grano como
el producto entre la tasa de llenado y la duraaéh periodo de llenado. En
condiciones potenciales de crecimiento, el peso gdeno estd intimamente
relacionado con la primera de estas variables @oyrOtegui, 2001; Gambin et al.,
2006). La TCBc por grano (estimador de la relacion fuente-des#id) es un buen
indicador de la disponibilidad de asimilados aldmtede floracion (F/bo) y
consecuentemente durante la fhag, por lo que esta altamente correlacionada con
la tasa de llenado del granos y el peso de gratemgial (Gambin et al., 2006). Este
modelo conceptual permite suponer que la incidedeiaun estrés alrededor de
floracion que provoque un incremento en la gg/Aumentara el peso de grano
potencial. Sin embargo, este tipo de respuestagodr aplicarse al golpe de calor
dado que las temperaturas extremas inciden en falimegcta sobre procesos
metabolicos que desencadenan la division de cé&uldsspermaticas y la biogénesis
de amiloplastos (Jones et al.,, 1985; Hanft y Joa886; Denyer et al.,, 1994;
Singletary et al., 1994; Commuri y Jones, 1999;digmyEigles et al., 2001).

Por su parte, las condiciones de crecimiento dddata durante el llenado
efectivo de granos también son determinantes padefinicion del peso de grano
(Cirilo y Andrade, 1996; Borras y Otegui, 2001).d€lso de grano de maiz es muy
sensible a condiciones adversas que provoquenscaida relacion fuente-destino
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durante dicho periodo (F{Bs; Borraset al., 2004). Sin embargo, las mismas son
poco frecuentes en la mayoria de las zonas pradsctdonde el balance hidrico
suele mejorar hacia fin del verano (Totis de Zeligb y Rebella, 1980) con sus
implicancias positivas sobre la economia del agual cultivo recibe aportes
importantes de N como fertilizante (Cassman et 2002). Contrariamente, los
eventos de golpes de calor ocurren de manera abyuph intervalos de tiempo
reducidos. Por lo tanto, la incidencia de los mismao etapas posteriores al periodo
critico podria causar reducciones severas en lge&/l3 consecuentemente, en el
peso de grano final. En esta circunstancia (istreses durante el llenado efectivo
del granos), la caida del peso de grano suele m&tdiada por una menor duracion
del periodo de llenado de grano, y no por caidda tasa de llenado (Badu-Apraku
et al.,, 1983; Jones y Simmons, 1983). La limitacancrecimiento del grano
impuesta por la oferta de fotoasimilados durantkeahdo puede ser parcialmente
sostenida por la reserva de carbohidratos soldriesgua almacenados en el tallo
(Daynard et al., 1969; Jones y Simmons, 1983). €arentemente, la reserva de
asimilados es considerada un atributo clave paceenmentar la estabilidad de
rendimiento en grano de cultivos extensivos (Slselir2012), y ha sido identificada
como uno de los principales rasgos que explicardif@sencias genotipicas en la
tolerancia a temperaturas supradptimas duraniereldo de granos en trigo (Blum
et al., 1994; Yang et al., 2002; Tahir y Nakate€)3®)0La contribucion de esta fuente
de carbono al crecimiento del grano de maiz ha sigduada en condiciones de
sequia (Ouattar et al., 1987a), estrés luminicaafii Andrade, 1995a; Andrade y
Ferreiro, 1996) y defoliacion (Jones y Simmons,3)9Bero nunca en situaciones de
golpes de calor.

El efecto de temperaturas supradptimas sobre @htento del grano de maiz
ha sido estudiado mediante cultivos de granostro (Jones et al., 1984; Cheikh y
Jones, 1994; Singletary et al., 1994; Commuri yedpri999; Commuri y Jones,
2001), plantas asiladas en macetas (Badu-Apraél, €t983; Wilhelm et al., 1999),
o calentamientos localizados sobre la espiga (Cammuwones, 2001). Estos
estudios han sido de utilidad para comprenderfexgas del golpe de calor sobre los
procesos metabdlicos involucrados en las caidagedel de grano, pero no permiten
establecer comparaciones directas con situacioeesstiiés que ocurren a campo
dado que (i) no suelen reproducir las variacionasa$ de las temperaturas (i.e.,
utilizan temperaturas constantes), y (ii) no comtiexm los efectos del estrés sobre la
fuente de asimilados (produccion de biomasa dudrtenado efectivo de granos y
carbohidratos de reserva) y las relaciones hiddehgrano.

1.3. Estrategias de produccién para ambientes comegado riesgo de estrés por
golpe de calor

En condiciones no limitantes de crecimiento, laa¢sgia de produccion que
maximiza el rendimiento de cultivos de grano ext@ssconsiste en seleccionar la
fecha de siembra que, acorde al genotipo elegigo yteraccion con el ambiente,
permite maximizar la acumulacién de radiacion ienig@ durante el PC. Sin
embargo, si la ocurrencia de eventos de estresésicab en dicho periodo es
frecuente afio tras afo, los rendimientos serarainles, lo cual constituye un riesgo
elevado para el sistema de produccion. Existen alternativas ampliamente
conocidas para hacer frente a los estreses alsogtescape y la tolerancia al estrés
(Loomis y Connor, 1992). La estrategia de escapsiste en evitar la coincidencia
de las etapas mas sensibles del cultivo con losentora de mayor probabilidad de
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ocurrencia del estrés. La estrategia de toleraseciaasa en la utilizacion de hibridos
adaptados para soportar mejor el estrés y asi agninas pérdidas de rendimiento.

1.3.1. Estrategia de escape al golpe de calor

La elaboracion de estrategias de produccién basadas escape al golpe de
calor requiere de tres aspectos primordiales:ofjocer las caracteristicas del estrés
y Su variacion intra e inter-anual, (i) identifidas etapas del cultivo mas sensibles
al estrés, y (iii) predecir la sucesion de la feg@ del cultivo en el ambiente
objetivo. Considerando el primero de estos aspgestagniendo en cuenta a la
Republica Argentina, la probabilidad de ocurrerdgaeventos de golpe de calor es
mayor para las épocas del afio proximas al solstieioverano y, en una escala
espacial, para la region norte (figura 1.2). Enhdicegion, la probabilidad de
ocurrencia de dias con temperaturas maximas super35 °C durante la primera
década de enero se incrementa de este a oestandarentre 20 y 30% en la
provincia de Misiones hasta un 40 y 50% en la reg&ca y llana del NO argentino
(oeste de Chaco y Formosa y norte de Santiago stefd}. Mas hacia el oeste, la
elevacion del terreno (efecto orogréfico) interrenglicho gradiente y determina
disminuciones de los eventos extremos. Continu&iada@ el sur dicha probabilidad
disminuye en las provincias de Corrientes, nort€deloba y norte de Santa Fe (20
a 30%), para ubicarse en apenas 1% en Tierra @goF&or su parte, Buenos Aires
constituye la provincia de la regiébn pampeana cenanriesgo térmico, debido al
efecto moderador del océano Atlantico.

Figura 1.2. Mapa de distribucion de la probabilidad de ocuwi®rde eventos de
golpes de calor (dias con temperaturas maximagietg®e a 35 °C) en la regién
centro-norte de la Republica Argentina para el prindecenio de los meses
comprendidos entre octubre y marzo (Rattalino Ealmetial., 2011).
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Tal como fuera descrito anteriormente, el periodonthyor sensibilidad a
distintos tipos de estrés en maiz se ubica alredgeloperiodo de floracion. Esta
respuesta también seria esperable ante la incadetecigolpe de calor, pero las
caracteristicas particulares de este estrés (thesgpreviamente) sumadas a la
inexistencia de experimentos a campo orientadosnalisis de los componentes
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fisiolégicos y numéricos del rendimiento, no peenit(i) identificar claramente la
importancia relativa de cada subperiodo en la aét@cion de los componentes
numeéricos del rendimiento, y consecuentemente tamgip) aplicar las mermas
relativas conocidas para otras restricciones (ErsghPalmer, 1984; Hall, 1984) a
condiciones de temperaturas supradptimas. En wnliesteciente, Cicchino et al.
(2010b) realizaron una primera aproximacion al f@oia al evaluar los efectos de
golpes de calor alrededor de floracion sobre dllimiento en grano de un hibrido
templado en condiciones de campo. Sin embargop distudio tiene un alcance
limitado pues (i) s6lo contemplé las etapas preostfforacion del periodo critico
para la fijaciébn de granos, sin considerar etapasepores donde se define el peso
de grano, y (ii) la metodologia empleada para peivdal golpe de calor no permitié
homogeneizar las caracteristicas del estrés eitnasgdetapas (i.e., los tratamientos
se aplicaron sucesivamente a lo largo del ciclardeultivo sembrado en una Unica
fecha), haciendo poco comparables los momentosldatamiento. En esta tesis, se
amplian los resultados obtenidos por Cicchino et(2010b) considerando todas
estas restricciones.

Finalmente, el tercer aspecto a considerar pardisefio de estrategias de
escape involucra la combinacion de factores inliesenal cultivo (e.g.
requerimientos térmicos para las diferentes etamspuesta al fotoperiodo) y al
ambiente (e.g. temperatura, fotoperiodo) para preda sucesion de las etapas
ontogénicas. Los modelos de simulacion de uso agrmo (Jones y Kiniry, 1986;
McCown et al., 1996) constituyen uno de los insentos para llevar a cabo esta
tarea, lo cual no sera abordado en la presente tesi

1.3.2. Estrategia de tolerancia al golpe de calor

El desarrollo de germoplasma adaptado a ambiemteselevado riesgo de
incidencia de golpes de calor ha sido una estaatdgve para reducir el impacto de
las altas temperaturas sobre el rendimiento (Cairas., 2012). Sorprendentemente,
en maiz no han sido reportados experimentos quéesvalaramente las diferencias
genotipicas en la tolerancia al golpe de calor. Potado, muchos experimentos a
campo conducidos en ambientes de alta temperatunacluyen testigos creciendo
simultdneamente en ausencia del estrés, haciengosibhe la cuantificacion
fidedigna de mermas relativas como las existerdes ipradiancia (Fischer y Palmer,
1984) o déficit hidrico (Hall et al., 1984). Pormtado, las conclusiones derivadas
de estudios realizados sobre plantas creciendo oewlictones de laboratorio
(Schoper et al., 1986; Schoper et al., 1987; Commulones, 2001) no pueden
extrapolarse a ambientes de cultivo, dado que Exsamismos de tolerancia al estrés
podrian estar asociados a rasgos complejos quepesan en las condiciones
particulares de plantas creciendo en comunidadrgp@aEntre estos se destacan (i)
el modo en que se instala la condicion de temperagupradptima, fuertemente
ligada a la marcha diaria de la radiacién soladuyendo sus vaivenes dentro y entre
dias asociados a la nubosidad, y (ii) la posikdid@ asegurar un crecimiento de
plantas esperable en condiciones reales y no coidimirpor factores ajenos a los
tratamientos propiamente dichos, como un correeoimiento radical imposible de
mimetizar en macetas (Dardanelli et al., 2003).

Debido a su origen filogenético, los maices trdpE@rovenientes de zonas de
baja altitud podrian constituir una fuente impaoade tolerancia al golpe de calor.
Por muchos afos los maices tropicales han sidateawados por presentar rasgos
agrondmicos indeseables como alto porte, exceshajd, ciclo muy prolongado y
bajo indice de cosecha (Fischer y Palmer, 19843. frogramas de mejoramiento
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genético, realizados principalmente por CIMMYT desdediados de la década de
1970 (Ortiz et al., 2010), han derivado en el aoorénto de la etapa vegetativa (a
través de reducciones del numero de hojas a ftorpaina progresiva reduccion de
la altura de planta y una mayor asignaciéon de #&mims a espiga (Johnson et al.,
1986). Estos cambios han dado lugar a incrementtsadensidad de siembra 6ptima
para el cultivo, reducciones en la esterilidad @atps y aumentos en el indice de
cosecha (Fischer y Palmer, 1984; Johnson et @g)18demas de estos aspectos, el
mejoramiento genético en maices tropicales setorgstematicamente a mejorar el
desempeio reproductivo ante episodios de sequiaf{i@®o y Edmeades, 1993a;
Edmeades et al.,, 1999) y, en menor medida, estréslgficiencias de nitrégeno
(Lafitte y Edmeades, 1994a; Lafitte y Edmeades4b®9 as ganancias genéticas de
rendimiento bajo condiciones de déficit hidricorireasociadas a incrementos en la
prolificidad (i.e., nimero de espigas con granasptanta) e indice de cosecha, y a
reducciones en el intervalo antesiking y el aborto de granos (Bolafios y
Edmeades, 1993a; Bolafios y Edmeades, 1993b; Momxeval., 2006).

A pesar de las mejoras genéticas, los materialpgties aun presentan menor
potencial de rendimiento que los templados (Ortizale 2010). Esto ha sido
atribuido al mayor interés de compaiiias semillp@sel desarrollo de materiales
mejor adaptados a ambientes de alta productivoadp los templados, respecto de
aguellos mejores adaptados a ambientes de bajagirodad, como los tropicales
(Duvick, 2005). Esto ha llevado a algunos mejoragdoa producir hibridos
comerciales cruzando individuos de grupos hetarstite origen templado por otros
de origen tropical (i.e., hibridos templado x togbj, para combinar asi
caracteristicas de alto potencial de rendimiento aquellas de mejor adaptacion a
ambientes tropicales (Griffing y Lindstrom, 195%alassi y Hervé, 2000; Vasic et
al., 2006; Whitehead et al., 2006). Independienteende las ventajas y desventajas
del enfoque top-dowri (i.e., de fenotipo a gen) utilizado por los megores, hasta
el momento se tiene escasa informacién sobre EesHsioldgicas que explican las
diferencias en el potencial de rendimiento entrdcesatemplados y tropicales
(Lafitte y Edmeades, 1997), y ninguna cuantificagoecisa referida a diferencias
de tolerancia a las temperaturas supraoptimas.

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del golpe de calor en distintasm@antos del ciclo del
cultivo sobre los determinantes ecofisioldégicosigngricos del rendimiento en grano
de tres hibridos de maiz de fondo genético comimgs{i.e., templado y tropical) que
presumiblemente difieren en su grado de toleramtaa altas temperaturas.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Analizar las variaciones de rendimiento entre geonsttemplados y tropicales
sometidos a golpes de calor en distintos momergbsiclo de cultivo, teniendo
en cuenta la captura de radiacion, eficiencia ensel de la radiacion para
producir biomasa y particion de la biomasa produeigranos.

2. ldentificar las causas asociadas a la caida eG& Mediante aproximaciones a
nivel de planta y de érgano.
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2.1. Desarrollar una nueva aproximacion para identiffcantes de variacion
del NGP a nivel de planta, basada en el analismbowdo de las
relaciones NGP-TGR y NGP-TCkc

2.2. Estudiar caracteristicas reproductivas (e.g. pealdd, dinamica de
antesis ysilking, desarrollo de flores, exposicion de estigmaacidn de
granos) que pudieran ser afectadas ante la ociardacestrés por altas
temperaturas, e interpretar su incidencia en &b égproductivo.

3. Caracterizar la deposicién de biomasa en granotgsg y duracion del llenado
de granos) y encontrar posibles asociaciones coangénido hidrico del grano
y la disponibilidad de asimilados durante el llemdfbtosintesis del periodo y
carbohidratos de reserva).

1.5. Hipotesis

Hipotesis 1 La magnitud de las pérdidas de rendimiento daeb&golpes de calor
depende del momento de incidencia del estrés.

Prediccion 1 Mayores pérdidas de rendimiento cuando el golpealer ocurre
alrededor de floracion que durante la primera nigldlenado efectivo de granos.

Hipotesis 2 Por haber sido mejorado en ambientes con eleveataperaturas,
hibridos con germoplasma tropical presentan un ma&pmportamiento frente al
golpe de calor que los hibridos templados, trasldolaeste comportamiento
favorable a su progenie tropical x templado

Prediccion 2 Mayores caidas de rendimiento en el hibrido tedwptfue en el resto
de los genotipos.

Hipotesis 3 Golpes de calor alrededor de floracion, al inaetar las fallas en
eventos reproductivos, provocan caidas adicionateg®l NGP no asociadas a la
disponibilidad de asimilados en la espiga (i.eectfs directos del estrés sobre
eventos reproductivos). La magnitud de estas pa#Esdidependera del nivel de
tolerancia de los genotipos a las temperaturagéppmas.

Prediccién 3 Mayor efecto directo del estrés sobre el NGP ehnileido templado
gue en el resto de los genotipos.

Hipotesis 4 Golpes de calor alrededor de floracion afectandesarrollo y
crecimiento de flores femeninas.

Prediccidon 4aMenor namero de flores desarrolladas en plantassastas alrededor
de floracion que en plantas no estresadas.

Prediccion 4b Distinta dinamica de emision de estigmas entretptaestresadas
alrededor de floracion que en plantas no estresadas

Hipotesis 5 La diferencia genotipica en la sensibilidad des@ de grano a la
incidencia de golpes de calor durante la primendndel llenado esta asociada a la
disponibilidad de asimilados de reserva en tallo.

Prediccion 5 Mayor caida del peso de grano en genotipos coromwmtenido de
carbohidratos solubles en agua almacenados eltoel ta
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1.6. Experimentos realizados para cumplir con loshpetivos y estructura de la
tesis

Para cumplir con los objetivos planteados y ponegrieeba las hipotesis
formuladas se realizaron dos experimentos a cafbpllos se combind, en forma
factorial, tres hibridos de maiz de fondo genétiomtrastante, dos regimenes
térmicos (con y sin golpe de calor) y tres momen®sncidencia de los regimenes
térmicos. En el Capitulo 2 de la tesis se descdbtlladamente el disefio
experimental utilizado, los tratamientos analizagiosl sistema de calentamiento
empleado para producir los golpes de calor. Porpatte, la metodologia
implementada para medir/calcular las variable derés y analizar los datos, se
describe en la seccién “materiales y métodos” dda ceapitulo de resultados
(Capitulos 3-6).

La presente tesis se compone de cuatro capitulossdéados. En el primero
de ellos (Capitulo 3) se analizan los efectos didegde calor sobre la produccion de
biomasa y el rendimiento en grano utilizando el anaconceptual ecofisiol6gico
propuesto por Passioura (1996), basado en la eagéurecursos, la eficiencia en el
uso de los recursos capturados para producir beoyda particion de la biomasa
producida a granos. Los resultados de ese capi¢uioiten cumplir con el objetivo 1
y poner a prueba las hipotesis 1 y 2 de la tesiselECapitulo 4 se analizan los
efectos del golpe de calor sobre la determinac&niinero de granos mediante una
aproximacion clasica que vincula el NGP con el ionemto de planta y espiga
durante el PC. Adicionalmente, se desarrolla urevaumetodologia, basada en el
estudio combinado de ambas relaciones, que mejaradrpretacion de las causas
subyacentes a las pérdidas de granos en maiz. esodtados derivados de ese
capitulo corresponden a la primera parte del olgje2j y permiten poner a prueba la
tercera hipotesis del trabajo. En el Capitulo 5psafundiza el analisis de los
resultados del capitulo anterior a través del éstddl desarrollo y crecimiento de
las flores femeninas. Con esto se da cumplimienégosagunda parte del objetivo 2,
y se pone a prueba la cuarta hip6tesis del traBaj@l Ultimo Capitulo de resultados
(Capitulo 6) se evaluan los efectos del golpe ti sabre la determinacion del peso
de grano, teniendo en cuenta la dindmica del cadehidrico del grano y la
disponibilidad de asimilados disponible por granwadte el PC y el LEG. En este
caso, se cumple con el objetivo 3 y se pone a prleebipétesis 5. Finalmente, en el
Capitulo 7 se realiza la confrontacion de las leigi&t se discute el alcance de los
resultados obtenidos en esta tesis y su posibileaafin en investigaciones futuras.
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CAPITULO 2

Disefio experimental, tratamientos y generacion degolpe de calor
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2.1. Disefio experimental y tratamientos

Se realizaron experimentos a campo durante lasi@sés de crecimiento
2008-2009 (Exp y 2009-2010 (Exp en la unidad experimental del Departamento
de Produccion Vegetal de la Facultad de AgronomeidadUniversidad de Buenos
Aires (34° 35’S, 58° 29°0), sobre un suelo Argiudéttico. Los tratamientos
incluyeron un arreglo factorial de tres hibridosgies de maiz de fondo genético
contrastante (Te: templado; Tr: tropical; TeTr: pdado x tropical), dos regimenes
de temperatura de quince dias de duraci@ntémperatura control;gl temperatura
estresante), y tres momentos de incidencia deégismen térmicos (M durante los
quince dias previos a antesis;:Murante quince dias a partir de inicio sil&ing;
Ms: durante quince dias a partir del inicio del I@maactivo de granos). Los
tratamientos se distribuyeron en un disefio en [zadieidida con tres repeticiones.
Los momentos de incidencia (M) se ubicaron en tagba principal, los hibridos (H)
en la subparcela y los regimenes térmicos (RT)aesub-subparcela (de aqui en
adelante se denominara parcela). La parcela pahcgmsistié en 18 hileras de 10 m
de longitud distanciadas a 0.5 m.

2.1.1. Generacion del golpe de calor

El golpe de calor fue generado a través de abdggsolietileno cristal de 100
um (Cirilo y Andrade, 1996) montados sobre estmastude madera (mini-
invernaculos; figura 2.1a). Las dimensiones darlos-invernaculos fueron 3.5 m de
alto, 3 m de largo y 2 m de ancho, determinandérea de tratamiento de 6°mue
incluyé ca. 56 plantas. En el tratamiento de esttgmwlietilieno se extendié hasta el
suelo, exceptuando uno de los laterales donde stuwmauna abertura de ca. 10 cm
a nivel del suelo para garantizar el intercambisegao. En este tratamiento se
pretendié alcanzar temperaturas del aire a laaaltier la espiga entre 35 y 45 °C
alrededor del mediodia. En las parcelas contrahselaron mini-invernaculos de
iguales caracteristicas a los empleados en laglparde estrés con el fin de evitar
posibles errores en la interpretacion de resultddds las alteraciones en el régimen
radiativo (disminucién de radiacion solar incidesténcrementos en la radiacion
difusa; Cabrera et al., 2009) provocadas por eepleino. Las paredes laterales de
los mini-invernaculos de las parcelas control satmaeron abiertas hasta ca. 1.4 m
sobre la superficie del suelo para evitar el ascdeda temperatura. Las cubiertas de
polietileno fueron retiradas al finalizar el perade calentamiento.

En las parcelas de estrés se dispuso de un sistEmaalentamiento
complementario (figura 2.1b) con el fin de obteinerementos térmicos similares a
lo largo de todas las combinaciones de tratamiepresuponiendo que la diferente
estructura de planta de los hibridos podia interfen la distribucion de calor
generado naturalmente en el interior de los meinaculos. El sistema de
calentamiento consistié en un calentador eléct@o ventilador controlado por un
sistema central programado (Cavadevices, Buen@s Affrgentina) conectado a un
sensor de temperatura (TC1047, Microchip TechnelkgiChandler, AZ). El
controlador fue programado teniendo en cuenta déduedn promedio diaria de las
temperaturas de Buenos Aires para el periodo dmtemhiento y el incremento
térmico capaz de ser alcanzado con dichos minnm@eelos. Los calculos
realizados a partir de informacién meteorolégicesd® experimental determinaron
que el sistema de calentamiento fuera programado(paniciar el calentamiento a
las 800 h, (ii) producir un incremento gradual @¢éeimperatura hasta alcanzar ca. 40
°C a la altura de la espiga al mediodia (120039sgener la temperatura en ese valor
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por 4 horas, y (iii) terminar el calentamiento #d por el sistema eléctrico a las
16:00 hs para permitir una disminucion gradual aleéelmperatura. El calentador,
ademas, fue calibrado para detenerse cuando ersdoanzase los valores umbrales
de temperatura programados. El ventilador, en aandei programo para funcionar
permanentemente entre las 8:00 hs y las 16:00 fis, de reducir el gradiente
vertical de temperatura dentro del abrigo.

Figura 2.1. (a) Mini-invern4culo, (b) sistema de calentamieotm controlador de
temperatura, y (c) tratamientos de régimen térraplwados alrededor de una misma
fecha calendario.

2.1.2. Momentos de incidencia del golpe de calor

El tratamiento de golpe de calor durante édmenzé cuando el 50% de las
plantas en las parcelas control alcanzé6 el estadtmgénico de Vs (Te 'y TeTr) o \{s
(Tr), y finalizé cuando el 10% de estas plantaseseontraba en antesis. Este
tratamiento se extendié durante la primera mitddpddodo critico para la fijacion
de granos (ca. 15 dias pilking; Fischer y Palmer, 1984; Andrade et al., 1999). El
calentamiento durante Mse inicié cuando el 10% de las plantas del traatoi
control alcanzéilking y finalizé a los quince dias de instalado el tra&nto. Este
periodo se extendié durante la segunda mitad deEP@olpe de calor durante M
comenzo a los quince dias de registrarse el 50%, ) BEx90% (Exp) desilking en
plantas de la parcela control y finaliz6 quincesdifaas tarde. Este periodo de
calentamiento se extendi6 durante la primera nitdlenado efectivo del grano.

2.1.3. Genotipos

Los hibridos utilizados fueron 2M545 HX (Te), 2B7HX (Tr) y 2A120 HX
(TeTr), todos producidos por Dow Agrosciences Atien Estos materiales fueron
seleccionados por tener (i) distinto grado de atabh a ambientes con regimenes
térmicos contrastantes, (ii) similar madurez reta(iTe: 124; Tr: 136; TeTr: 128), y
(i) baja sensibilidad al fotoperiodo. Adicionalnte, el hibrido TeTr fue
seleccionado por presentar algun grado de parentesclos genotipos Te y Tr (S.
Uhart, Dow Agrosciences, com. pers.).

2.2. Condiciones de cultivo

Los experimentos se sembraron tardiamente con defevitar la coincidencia
de las fechas de calentamiento con los momentoafitelde mayor temperatura y
radiacion, y asi evitar sobrecalentamientos erirtdamientos de estrés e incidencia
de estrés térmico en los tratamientos control. iddaimente, se utilizaron distintas
fechas de siembra para cada combinacion de M xnHekéin de hacer coincidir la
fecha de inicio de todos los momentos de calentamiéi.e., tratamientos de
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régimen térmico aplicados alrededor de una mismizafealendario; figura 2.1c). A
pesar de que las distintas fechas de siembra pexi@ner al cultivo a condiciones
fototérmicas diferentes que afectan el crecimignttesarrollo de las plantas, esta
metodologia constituye una mejora sustancial esv#uacion del estrés respecto a
aquella empleada por Cicchino et al. (2010b) ld coasistié en emplear una Unica
fecha de siembra y distintos fechas de inicio denmmentos de calentamientos
(Cicchino et al., 2010b). Dicha mejora se consiglugomogeneizar la intensidad del
estrés entre las combinaciones de M x H, dadoajoegnitud del calentamiento en
los tratamientos de estrés depende principalmenta darga de radiacion incidente
diaria (Cicchino et al., 2010a).

La estimacion de cada fecha de siembra se realemfiamie un modelo de
tiempo térmico (Ritchie y NeSmith, 1991), utilizandiatos histéricos de temperatura
e informacidén provista por el criadero de los regpentos térmicos de cada
genotipo para alcanzar floracion. La siembra skzéean forma manual utilizando
tres semillas por posicidn, para luego ser raleadasa planta por sitio al estado de
tres hojas liguladas By Ritchie y Hanway, (1982)]. La densidad final ddtivo fue
de 9 plantas i El sitio experimental fue irrigado durante todadstacién de
crecimiento mediante un sistema de riego por goteanteniendo el contenido
hidrico del suelo cercano a capacidad de campoasidds parcelas fueron
fertilizadas con urea eng\(Ritchie y Hanway, 1982) a razén de 200 kg N.Hal
cultivo se mantuvo libre de malezas, insectos eremédades mediante controles
quimicos y manuales. Las plantas sometidas a galpesalor durante My M,
fueron polinizadas manualmente con polen fresca guitar los efectos drasticos del
golpe de calor sobre la polinizacion (descritos len secciéon 1.2.1). Las
polinizaciones se realizaron diariamente (entr® 9.A1:00 hs) desde el inicio de
emision de estigmas por fuera de las chalas hasanq se registraron nuevas
exposiciones. Considerando el retraso esperada fatha desilking de las plantas
calentadas en M(Cicchino et al.,, 2010a), se sembraron plantas iauites
retrasadas entre 5 y 10 dias para contar con godsno durante el periodo de
receptividad de los estigmas.



CAPITULO 3

Golpe de calor en hibridos de maiz de fondo genaticontrastante:
Diferencias en el crecimiento, particion de biomasg uso de

reservas!

3IE] contenido de este capitulo fue publicado enaRatt Edreira, J.I., Otegui, M.E.,
2012. Heat stress in temperate and tropical maiwids: Differences in crop
growth, biomass partitioning and reserves usedfiebps Res. 130, 87-98.



20

3.1. Introduccion

La pérdidas de rendimiento pueden ser analizadagésninos de los
determinantes fisiolégicos del rendimiento; i.entddad de recursos capturados por
el cultivo, eficiencia de conversion de los recarsn biomasa y particion de
biomasa a grano (Sinclair y de Wit, 1975; Giffotdak, 1984; Passioura, 1996). Tal
como fuera descrito en el Capitulo 1, el golpealeranfluye sobre la produccion de
biomasa principalmente a través de alteraciondseseprocesos relacionados con la
fijacion de carbono, debido a que el aparato fatésico es uno de los componentes
de las plantas més sensible a las temperaturaaégtipnas (Wabhid et al., 2007). Se
registran asi caidas en la eficiencia en el usia dadiacion (Reynolds et al., 2007;
Cicchino et al., 2010b), definida como la produncife biomasa por unidad de
radiacion interceptada. El golpe de calor incidena@ls sobre el rendimiento en
grano a través de caidas en el indice de coseehas(Et al., 1998; Craufurd et al.,
2002); i.e., la proporcion de biomasa total quellsiea en biomasa de granos. Esta
altima respuesta se ha verificado principalmentndo el estrés ocurre alrededor de
floracion (Vara Prasad et al., 1999). En ambos<@S0OR e IC) la tendencia podria
diferir entre hibridos de origen templado y tropi&d objetivo de este capitulo fue
analizar los efectos del golpe de calor en distimmmentos del ciclo de cultivo
sobre la captura de radiacién, la eficiencia ensel de la radiacion y el indice de
cosecha de tres hibridos de maiz de fondo gersitvastante.

3.2. Materiales y métodos

El disefio experimental y los tratamientos impue$teson detallados en el
Capitulo 2. Se incluyen a continuacion detallesresolmediciones y calculos
particulares para la caracterizacion de los abde interés en este capitulo.

3.2.1. Mediciones y calculos

Durante todo el ciclo del cultivo se registraromr@dimente la temperatura
media del aire y la radiacién fotosintéticamenti@&vadncidente (RFA) mediante una
estacion meteoroldgica (Weather Monitor Il, Davisttuments, USA) ubicada a 100
m del sitio experimental. En cada mini-invernacsdoregistro la temperatura horaria
del aire durante el periodo de calentamiento atlito sensores conectadodada-
loggers(Temp-Logger, Cavadevices, Argentina). El sensaradocé en el centro del
mini-invernaculo y a la altura de la espiga priatipLos registros horarios de
temperatura fueron utilizados para computar la tratpra acumulada de estrés
(TAE; en °Ch) por medio de la siguiente ecuacion:

TAE = YN, (Tx — To) paraTx > To (3.1)

donde N es la duracion del periodo de tratamiesmtohpras), Tx es la temperatura
horaria del aire a la altura de la espiga (enyQ) es la temperatura éptima (en °C).
Se utilizaron dos valores de To para el calculoTA&. El primer valor de To se
estim6 para cada genotipo utilizando el algoritmesctito por Cicchino et al.
(2010a). La To computada fue similar (ca. 33 °Qyeehibridos, concordando con
estudios previos en maiz sobre variabilidad gematipn las temperaturas cardinales
(Ritchie y NeSmith, 1991; Padilla y Otegui, 200B) segundo valor de To utilizado
para el célculo de TAE fue 35 °C debido a su amyllezacion como valor térmico
umbral por encima del cual se producen dafios pgpegte calor en maiz (Wahid et
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al.,, 2007; Barnabas et al.,, 2008). Los regimenemidtés también fueron
caracterizados mediante la temperatura superfidal distintos o6rganos. Las
mediciones se realizaron durante el periodo dentzateento por medio de un
termometro infrarrojo (0S541, Omegaette, Comuniffadopea). EI muestreo se
llevd a cabo entre las 11:00 y 13:00 hs de un difammb a fin de conocer los
maximos niveles térmicos alcanzados. Se midiongézatura superficial de panoja,
espiga, hojas y entrenudos de tres plantas poelparen todas las combinaciones de
tratamientos (exceptuando las mediciones de paegpiga y hojas superiores de los
tratamientos M debido a que dichos 6rganos se encontraban asséuatante el
periodo de calentamiento).

En el estadio de ¥ se marcdé en cada pacerla un total de nueve plantas
aledafias de similar tamafio (estimacion visual).c&ta planta se registraron los
estadios ontogénicos de;sy R, R» y Rs (Ritchie y Hanway, 1982). Todas las
mediciones y andlisis realizados sobre el cultiverdn referidas a tres periodos: (i)
etapa prefloracion (PRE) del PC, entrg Y Ry, (ii) etapa postfloracion (POST) del
PC, entre Ry Ry, vy (iii) llenado efectivo de granos (LEG), entre RRs. El area
foliar de cada planta marcada se estimé a partitodacion como la sumatoria de
todas las hojas verdes (estimacion visual). El éadigidual de cada hoja se estimé a
partir del producto entre largo y ancho maximo aéamina y 0.75 (Montgomery,
1911). Se calculd el indice de éarea foliar verdd-Jlen R (IAFgr1) ¥ Rs (IAFRre) a
partir del producto entre el area foliar por planta densidad de siembra.

La fRFAiI se determiné a partir de;y/mediante el empleo de un sensor
cuantico lineal (Cavabar, Cavadevices, Argentiia).cada parcela, se realizaron
mediciones instantaneas de la RFA: (i) una sobtepal del canopeo y fuera de los
mini-invernaculos (RF4 en pmol nif s%), y (i) cuatro por debajo de las hojas
verdes basales y por sobre las senescentesg@ReA umol nf s'). Todas las
mediciones se realizaron en dias diafanos entrd 180 y 14:30 hs, ubicando el
sensor en forma diagonal a las hileras. Los valdeeRFA fueron corregidos por la
atenuacion producida por el polietileno (ca. -1594)a obtener la RFA al tope del
canopeo y adentro de los mini-invernaculos (RBFAEN cada fecha de medicion, los
valores de fRFAI se calcularon a partir la ecua¢®i.)

. RFAgc
fREAI = 1 — (F7EC) (3.2)

La fRFAI diaria entre observaciones fue estimadaiprpolacion lineal. La
fRFAI durante los periodos de pikking (fRFAiprg), possilking (fRFAiposy), Y
llenado efectivo de granos (fRRA&) se calculé como el promedio de la fRFAI
diaria en cada periodo.

La RFA diaria se corrigio por la atenuacion prodacpor el polietileno y la
RFA acumulada durante los periodos desitking (RFAprrg), possilking (RFArosT),

y llenado efectivo de granos (RE&) se computé como la suma de la RFA diaria
durante cada periodo. La RFA interceptada por livouRFAI) durante prsilking
(RFAIpre), possilking (RFAIrosy), Y llenado efectivo de granos (RiAd) se calculd
mediante la suma diaria del producto entre RFAARPen cada periodo.

La biomasa aérea de todas las plantas marcadasireé en \{s, Ry y R, por
medio de modelos alométricos basados en la relamifne la biomasa de planta y
variables morfométricas (Vega et al., 2000; Maddon®tegui, 2004; Pagano y
Maddonni, 2007). En cada combinacion de tratamjesgaosecharon 12-15 plantas
de tamario variable (i.e., altura de planta y diéoné¢ base de tallo) en los estadios
ontogénicos de ¥, R; y R, para la construccion de los mencionados modelas. L
mediciones morfométricas incluyeron diametro debdse del tallo, altura de la
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planta desde el nivel del suelo hasta la liguladétima hoja expandida, y maximo
diametro de la espiga (s6lo para R R)). Las relaciones morfométricas se
establecieron entre (i) el volumen del tallo (erf)cynla biomasa aérea de la planta
sin espiga (en @), vy (ii) el diAmetro maximo despiga (en mm) y la biomasa de la
espiga en Ry R, (en g). El volumen del tallo se estimd con la félandel cilindro,
utilizando para su computo el diametro promedidadease del tallo y la altura de la
planta. Los modelos ajustados entre la biomasalatgapy espiga y las variables
morfométricas fueron siempre significativos (P <O0L) y los coeficiente de
determinacion promediaron 0.77 a lo largo todasdasbinaciones de tratamiento.

Todas las plantas marcadas fueron cosechadas areamdiikiologica (capa
negra visible en los granos de la porcion medi @spiga) para la determinacion de
la biomasa final por planta. La tasa de crecimief@bcultivo (TCC, en g ihd?)
durante prsilking (TCGorg), possilking (TCCpeosy, y llenado efectivo de granos
(TCCiec) se estimd a partir de los valores de biomaseanasdts (en Vs, R1 Y R)) y
observados (endr mediante el cociente entre la biomasa acumuladalpcultivo
(en g n¥) y el tiempo transcurrido (en dias) en cada peri@imilarmente, la
eficiencia en el uso de la radiacién (EUR, en g'MVske calculé como el cociente
entre la biomasa aérea acumulada por el cultiva (eif) y la RFAi acumulada (en
MJ m?) durante el periodo de mitking (EURere), de postilking (EURsosy) y de
llenado efectivo de granos (EUR).

En madurez fisiolégica, las espigas de cada plaataada fueron cosechadas
individualmente a mano. Los granos fueron pesados geterminar el rendimiento
en grano de la planta (en g plahtay del cultivo (RGC, en g ). El indice de
cosecha se calculé como la relacion entre el raedim en grano y la biomasa aérea
de la planta a madurez fisiologica. El rendimiestograno del cultivo fue analizado
en términos de la contribucién aparente de reseyvak crecimiento del cultivo
durante el llenado efectivo de grano (E€= Biomasas — Biomasa,), asumiendo
que (i) la acumulacién de biomasa en granos esrel#aple hasta R (ii) el uso
aparente de reservas (UAR) = RGC — &Ly (iii) no existi6 crecimiento del
cultivo durante el llenado efectivo de granos ,(i&C ec = 0) cuando biomaga<
biomasa,. Esta aproximacion es similar a la utilizada earglisis de la respuesta
del peso de grano a variaciones en la tasa denuestd por grano durante
postfloracion (Cirilo y Andrade, 1996; Borras y @ug 2001). Para un cultivo dado,
existe (i) uso aparente de reservas cuando RGC xCe., UAR > 0), (i)
compensacion entre el uso de reservas y el cragiongel cultivo cuando RGC =
CCiec (i.e., UAR = 0), y (iii) acumulacién aparente deservas cuando RGC <
CCikc (i.e., UAR < 0),

El efecto del golpe de calor sobre el rendimientdrgs variables de estudio se
estimo como la diferencia entre los valores congnggara las parcelas de estrés y
control.

3.2.2. Andlisis estadistico

El efecto de los tratamientos y sus interaccioneselvaluado a través de los
experimentos mediante analisis de varianza. Sé&deah test-t para analizar las
diferencias entre medias, y andlisis de regresana pvaluar las relaciones entre
variables. El ajuste de los modelos se realiz6 ambeliel paquetals de R (R-
Development-Core-Team, 2011).
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3.3. Resultados
3.3.1. Condiciones de crecimiento y caracteristiegjolpe de calor

Los aflos experimentales expusieron al cultivo areliftes condiciones de
crecimiento debido a la ocurrencia del eveb&oNifia durante la campafa 2008-
2009 yEI Nifio durante la campafa 2009-2010. Consecuentementemizeratura
media del aire y los niveles de RFA registradoseenbviembre y abril fueron
mayores durante el Exg§24 °C y 9.7 MJ m d™; figura 3.1a) que durante el BExp
(22.7 °C y 7.7 MJ th d* figura 3.1b). Adicionalmente, las distintas feshde
siembra utilizadas para homogeneizar las caratitassdel estrés expusieron al
cultivo a condiciones fototérmicas levemente difézs. En general, retrasos en la
fecha de siembra [i.e., Mtardia) > M (intermedia) > M (temprana)] tendieron a
reducir los niveles de RFA y temperatura del auweadte el PC y el LEG (cuadro
3.1). La RFAg también fue afectada por cambios en la duraciéiet@do activo
de grano (:c) producto del golpe del calor. Las interaccionagmificativas
observadas para B; indicaron que este efecto fue mas pronunciadodmahestrés
ocurrié durante Mly sobre el hibrido Te (reduccion de -21 dias en Bi2 dias en
Exp, respecto al control; cuadro 3.1).

Figura 3.1. Radiacion fotosintéticamente activa incidentee@irgris) y temperatura
media del aire (linea negra) durante el ciclo ddtivo (a: Exp y b: Exp) y
evolucion de la temperatura horaria del aire dtla#aade la espiga promedio entre
tratamientos control (linea llena) y de estrésflipunteada) desde la fecha en que se
instald el primer calentamiento hasta la fechaemeocion del dltimo calentamiento
instalado (c: Expy d: Exp). En (a) y (b), las barras horizontales indicatiezhpo
comprendido entre emergencia y madurez fisioldgieh periodo de calentamiento
(Mp, prognecz(ijo entre genotipos).
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Cuadro 3.1. Fechas de siembra, duracién de etapas y radifmiosintéticamente
activa incidente (RFA).

Duracion RFA
Exp M H RT Fe.Chabde EGC EGC
siembra E-Vis  VisRg VisRs PRE POST LEG VisRs
d MJ m?
Expr Mi Te Te¢ 22-12-08 38 70 141 128 255
Te 22-12-08 38 69 -1 144 118 241 22
TeTr T¢ 22-12-08 38 71 144 128 269
Te 22-12-08 38 70 -1 138 118 232 -53
T Te 16-12-08 45 7 140 121 274
Te 16-12-08 45 77 5 144 115 283 7
Mz Te Tc 09-12-08 39 70 156 145 298
Te 09-12-08 39 69 -1 153 145 246 55
TeTr T¢ 09-12-08 39 67 156 145 289
Te 09-12-08 39 69 2 156 145 297 8
T Te 02-12-08 49 70 142 133 302
Te 02-12-08 49 70 -1 143 134 305 5
M: Te Te 20-11-08 42 66 180 152 318
Te 20-11-08 41 44 -21 179 158 143 170
TeTr T¢ 20-11-08 41 69 181 158 333
Te 20-11-08 41 69 0 181 158 319 14
T Te 14-11-08 54 71 175 140 342
Te 14-11-08 55 66 5 170 140 292 54
Expz Mi Te Te¢ 18-12-09 37 70 107 114 225
Te 18-12-09 37 64 -6 110 104 184 49
TeTr T¢ 18-12-09 38 66 106 113 213
Te 18-12-09 38 68 2 112 97 201 223
T Te 11-12-09 46 72 105 110 229
Te 11-12-09 46 76 5 109 100 219 -15
Mz Te Te 02-12-09 40 67 163 103 244
Te 02-12-09 41 64 -3 158 104 215 -33
TeTr Tc¢ 02-12-09 40 69 163 103 256
Te 02-12-09 39 66 -3 164 108 232 -18
T Te 20-11-09 55 66 154 104 228
Te 20-11-09 55 66 1 151 108 246 19
M: Te Te¢ 16-11-09 47 62 164 139 229
Te 16-11-09 47 50 -12 164 137 156 -76
TeTr Tc¢ 16-11-09 48 65 162 132 240
Te 16-11-09 48 60 5 162 135 216 221
T Te 02-11-09 64 63 161 119 233
Te 02-11-09 62 62 -1 163 131 226 7
Fuentes de variacidn y niveles de significancia
Experimento (Exp) 0.005° 0.045 ns 0.000 0.000 <0.001 0.047
Momento (M) <0.001 <0.001 0.002 <0.001 <0.001 0.001 0.003
Hibrido (H) <0.001 <0.001 <0,001 <0.001 0.000 <0.001 <0,001
Régimen térmico (RT) ns <0.001 - ns ns <0.001 -
Expx M <0.001 ns ns <0.001 0.006 0.044 <0,001
Expx H <0.001 ns ns ns 0.023 0.014 0.026
MxH <0.001  <0.001 0.034 0.001 0.036 <0.001 0.001
M x RT ns <0.001 - ns ns  <0.001 -
H x RT ns <0.001 - ns ns  <0.001 -
Exp x M x H 0.041 ns ns ns ns ns 0.009
Exp x M xRT ns ns - ns ns 0.004 -
M x HxRT 0.010 0.016 - ns ns  <0.001

Exp x M x H x RT ns ns - ns ns 0.002
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@ Valor P de los efectos simples e interaccionea [aar cuales al menos una variable
fue detectada significativa; ns: no significativoX 0.05).

EGC: efecto del golpe de calor; LEG: periodo comg@igo entre Ry Rs; POST:
periodo comprendido entre R R;; PRE: periodo comprendido entrgsVy Ry; Tc:
control; Tg: estrés por golpe de calor. Te: templado; Tr:itapTeTr: Te x Tr.

A pesar de estas fuentes de variacion de las dondg ambientales, la
sincronizacion de las fechas de siembra permit@ maoy buena coincidencia en la
fecha de inicio de los tratamientos de temperatiggerminando que la intensidad
del estrés dentro de cada experimento fuese siaritae todas las combinaciones de
M x H (cuadro 3.2). El tiempo transcurrido entreirigtalacion del primer mini-
invernaculo y el ultimo fue de 14 dias para el Eypl8 dias para el ExpEl
tratamiento de estrés caldrico incrementé la teaipea del aire a la altura de la
espiga (figura 3.1c-d), dependiendo principalmelgda variacion en los niveles de
RFA (Tmax = 29.4 + 0.70 RFA?F 0.58, P < 0.001). Las mayores diferencias de
temperatura entre las parcelas de estrés y cos&otegistraron alrededor del
mediodia (4.8 = 1.7 °C entre las 11:00 y 16:00 Bk8), observarse diferencias
importantes durante el resto del dia (0.4 + 0.7 p@medio entre todas las
combinaciones de Exp x M x H). Consecuentementetraghmiento de estrés
modificé el régimen térmico a través de incremerdgasla temperatura maxima
absoluta (30.2 £ 3.3 °C para ¥ 35.2 £ 3.5 °C parag), y en mucha menor medida
a través de variaciones en la temperatura medim d28.4 + 1.3 °C paracly 24.7
+ 0.9 °C para g temperatura del aire promedio durante el pertmtyatamiento).

Cuadro 3.2.Caracteristicas del golpe de calor en ambos expatos.

Experimento  Momento Hibrido Tmax (°C) TAE (°C h)
To=33°C To=35°C
Exp M Te 3614017 144 + 36 88 + 21
TeTr 374 £ 0.2 210 + 63 126 + 10
Tr 340 £ 02 7+ 35 21 £ 15
Mz Te 366 + 0.8 236 + 52 113 £ 35
TeTr 366 + 1.6 228 +125 117 + 86
Tr 358 £ 0.9 130 + 67 90 + 36
Ma Te 363 £ 05 254 + 76 100 + 63
TeTr 357 + 08 189 + 62 86 ¢ 44
Tr 371 ¢ 11 230 + 90 190 £+ 73
Expz M, Te 356 £ 05 107 £+ 21 50 + 7
TeTr 362 £ 1.7 107 + 49 47 = 29
Tr 359 ¢+ 04 146 119 86 +113
Mz Te 339 + 04 111 + 30 34 £ 27
TeTr 349 £ 20 145 + 53 73 £29
Tr 355+ 18 129 + 81 41 + 56
Ma Te 333+ 06 84 + 21 25 £+ 11
TeTr 341+ 038 100 + 13 332 9
Tr 33.8 + 01 71 + 23 19 + 2

Fuentes de variacion y niveles de significancia

Experimento (Exp) 0.013° 0.024 ns
Momento (M) ns ns ns
Hibrido (H) ns ns ns
ExpxM ns 0.034 0.032
Expx H ns ns ns
MxH ns ns ns

ExpxMxH ns ns ns
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4 Promedio * desvio estandar

®Valor P de los efectos simples e interaccionesnasignificativo (P > 0.05).

TAE: temperatura acumulada de estrés; Tmax: ternparandxima promedio del
aire a la altura de la espigaz:control; Tg: estrés por golpe de calor; Te: templado;
To: temperatura Optima; Tr: tropical; TeTr: Te x Tr

Los calentamientos causaron un incremento gradealadtemperatura de
organos a lo largo del canopeo (figura 3.2), sicoatrarse diferencias significativas
(P > 0.05) entre fechas de siembra e hibridos.drganos mas elevados, como la
panoja y las hojas superiores, registraron incrémsetérmicos mayores que los
organos posicionados préximos a la superficie aigos(i.e., entrenudos basales).

Figura 3.2. Temperatura de 6rganos en los tratamientos cofsimmbolos llenos) y
de estrés (simbolos vacios) durante dos afios exg@ales (Exp circulos; Exp:
cuadrados). Cada simbolo corresponde al promed®Y dkatos (tres momentos, tres
hibridos y tres repeticiones). Las barras horidzestaepresentan el intervalo de
confianza del 95%. La temperatura del aire a laalde la espiga en los tratamientos
de estrés durante el momento de medicion fue de°89en el Expy 36.6 °C en el
Exp. La altura de la planta representa el promeditodas las combinaciones de
tratamiento.
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3.3.2. Area foliar e intercepcion de radiacion

El 1AFg, difirid significativamente (P < 0.001) entre afogperimentales e
hibridos, sin encontrarse efectos del golpe der calbre esta variable (cuadro 3.3).
Los mayores valores de IAFcorrespondieron al hibrido Tr (10.4 en Exp8.2 en
Expy; promediando entre M x RT), superando a aquebdsres registrados para los
genotipos Te (8.8 en Exy 7.8 en Exp y TeTr (8.7 en Expy 8.1 en Exp. Los
valores de IAk; observados en todas las combinaciones de trattomidneron
siempre superiores a 6 (entre 6.7 y 10.6), gammdia elevados niveles de
intercepciéon de radiacion durante el periodo arifice., fRFApre Yy fRFAiposT >
0.95; cuadro 3.3). No se registraron efectos degesotipos y los regimenes
térmicos sobre la fRFAke Y la fRFAiposT
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Cuadro 3.3.indice de area foliar (IAF) y fraccion de la radém fotosintéticamente
activa interceptada por el cultivo (fRFAI) en ddates momentos del ciclo.

IAF fRFAI
Bxp M H R Ri R, PRE POST  LEG EGC
15-Ra
Expr My Te T¢ 9.3 29 0.97 0.99 0.98
Te 9.1 28 0.97 0.98 0.97 -0.01
TeTr T¢ 8.7 20 097 0.99 097
Te 84 1.6 0.96 0.99 0.97 0.00
T Te 10.6 29 0.98 0.99 0.99
Te 10.6 32 0.98 0.99 099 0.00
Mz Te Tc 8.7 52 0.97 0.98 0.97
Te 8.6 71 0.99 0.99 0.97 0.00
TeTr T¢ 8.8 46 098 0.98 097
Te 8.8 5.1 0.98 0.98 0.97 0.00
T Te 10.3 58 0.98 0.98 0.97
Te 104 49 0.97 0.97 0.97 0.00
M: Te Tc 8.7 51 0.98 0.98 0.96
Te 8.5 79 0.98 0.97 0.95 -0.01
TeTr T¢ 8.7 5.1 0.97 0.96 0.95
Te 8.8 51 0.97 0.95 0.94 -0.01
T T 10.4 6.0 0.97 0.97 0.96
Te 10.0 4.7 0.98 0.96 0.94 -0.01
Expz My Te Tc 84 55 0.98 0.98 0.98
Te 7.8 50 0.98 0.98 0.98 0.00
TeTr T¢ 6.7 5.0 0.98 0.98 0.98
Te 8.4 49 0.98 0.98 0.96 -0.01
T Te 8.5 54 0.97 0.97 0.97
Te 77 48 0.98 0.98 0.97 0.00
Mz Te Tc 8.0 51 0.95 0.96 0.96
Te 7.6 54 0.97 0.97 0.96 0.00
TeTr Te 8.8 49 0.96 0.96 0.97
Te 9.0 47 0.97 0.97 0.97 0.00
T Tc 8.1 6.2 0.97 0.97 0.96
Te 8.4 52 0.96 0.97 097 0.01
Mz Te Tc 7.8 45 0.97 0.98 0.97
Te 74 4.1 0.97 0.98 0.97 0.00
TeTr T¢ 8.5 42 0.97 0.97 0.96
Te 71 33 0.98 0.97 0.96 0.00
T T 7.6 6.0 0.95 0.97 0.96
Te 8.9 6.3 0.95 0.97 0.95 -0.01
Fuentes de variacidn y niveles de significancia
Experimento (Exp) <0.001 ns ns  0.023 ns ns
Momento (M) ns <0.001 ns <0001 <0.001 ns
Hibrido (H) <0.001 <0.001 ns ns ns ns
Régimen térmico (RT) ns ns ns ns ns -
Expx M ns <0.001 ns <0.001 0.003 ns
Expx H <0.001 ns ns ns ns ns
MxH ns ns ns ns ns ns
M = RT ns ns ns ns ns
H = RT ns ns ns ns ns
Expx M x H ns ns ns ns ns ns
Exp x M xRT ns ns ns ns ns
Mx HxRT ns ns ns ns ns

Expx MxHxRT ns ns ns ns ns
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#Valor P de los efectos simples e interacciones lparauales al menos una variable
fue detectada significativa; ns: no significativoX 0.05).

EGC: efecto del golpe de calor; LEG: periodo comg@igo entre Ry Rs; POST:
periodo comprendido entre R R;; PRE: periodo comprendido entrgsVy Ry; Tc:
control; Tg: estrés por golpe de calor; Te: templado; Tr:it@pTeTr: Te x Tr.

El golpe de calor tampoco tuvo efectos sobre eténde area foliar a madurez
fisiol6gica (cuadro 3.3). La mayor parte de la &eaibn observada en el IAestuvo
asociada a diferencias en fechas de siembra. Eerajeta senescencia foliar en
postfloracién fue mayor para la fecha tardia (i.g,Ndero la magnitud de dicho
efecto difirid entre experimentos (interaccion Bx significativa; cuadro 3.3). A
pesar de los distintos niveles de [3Fentre fechas de siembra, la fRE& se
mantuvo proximo a los niveles observados duranpembddo critico (fRFAkg vario
entre 0.94 y 0.99; cuadro 3.3).

3.3.3. Produccién de biomasa y eficiencia en eldgska radiaciéon

La TCC alrededor de floracion y durante el llenagfectivo de granos difirié
significativamente (P < 0.003) entre experimentodas parcelas control, pero no
entre fechas de siembra e hibridos (cuadro 3.4yolple de calor redujo la TCC en
cada periodo de calentamiento estudiado (i.e.,pREE€N M, TCCoost €N M, ¥
TCCieg en Mg; cuadro 3.4; P < 0.001), siendo mas afectada cuahestrés ocurrié
durante M (-31.7 g nt d* respecto al control; promedio entre experimentos e
hibridos), que durante M-21.7 g nf d%) y M3 (-13.6 g nt d%). Adicionalmente,
los genotipos mostraron diferente respuesta alegdépcalor para esta variable. El
hibrido Te tendié a presentar mayores caidas de (@G Tr > TeTr), pero la
magnitud de este efecto varié entre periodos dentaahiento. El golpe de calor
durante el periodo critico redujo en mayor medald CGgre Y TCGoost de los
hibridos Te (-25.6 g thd* en TCGgrey de -37.3 g M d* en TCGost respecto al
control; promedio entre experimentos) y Tr (-2481§d™* en TCGrey -31.1 g nif

d* en TCGos) que del hibrido TeTr (-15 g fd™* en TCGgreY -26.8 g nf d* en
TCGCrosy). Mientras que el golpe de calor durante el llenaefiéctivo de granos tuvo
un mayor efecto sobre la TGG del hibrido Te (-25.4 g md?') que sobre la
TCC_ec de los genotipos Try TeTr (-11 y -4.5 ¢mi’, respectivamente).

Una vez removido el estrés, las plantas sujetasipgeg de calor alrededor de
floracion (i.e., M y My) recuperaron su crecimiento, alcanzando valore3 e
similares a los observados en las plantas no adasgcuadro 3.4). Sin embargo, la
magnitud de este efecto no permitié recuperar éadigas de biomasa producidas
durante el periodo de estrés. Consecuentemenbégrizasa del cultivo a madurez
fisiologica fue significativamente reducida (P <0D. cuadro 3.5) en todas las
parcelas calentadas, a excepcion del hibrido Taléntado durante Mfigura 3.3h).
La interaccion H x RT significativa (P < 0.05) detala para esta variable indicé que
() la biomasa final del cultivo en las parcelasitcol fue levemente superior en el
hibrido Tr (2564 g M; promedio entre experimentos y momentos de incidgn
respecto a la biomasa final de los hibridos Te §¥rTE@388 y 2372 g M,
respectivamente), y que (i) el estrés afect6 egommedida la biomasa final del
hibrido Te (-603 g M respecto al control) que la biomasa final de kxsogipos Tr (-
489 g n) y TeTr (-373 g rif). No hubo diferencias en la respuesta al caleetami
entre los momentos de incidencia para esta variable
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Cuadro 3.4. Tasa de crecimiento del cultivo (TCC) y eficieneia el uso de la
radiacion (EUR) en distintas etapas del ciclo.

TCC EUR
Exp M H RT ooe post LEG F'feﬁg, duanteel - ppE  POST EGF \E?ge
gm?d’ gMJ!

Exps Mi Te Tc 49.0 63.7 75 54 6.4 1.1
Te 21.7 394 16.0 27.2 24 5.1 24 -1.0

TeTr Tc 319 435 19.2 35 5.2 3.0
Te 2238 224 19.8 9.0 26 29 31 -1.0

T Te 437 36.0 12.8 4.8 45 2.0
Te 16.6 249 19.2 271 1.8 33 31 -1.0

Mz Te Tc 44 4 54.8 3.0 44 5.8 04
Te 40.9 9.2 45 -45.6 4.1 1.0 0.6 1.7

TeTr Tc 56.7 339 50 56 36 07
Te 551 0.1 114 -33.8 54 0.0 15 -1.0

T T 46.7 18.5 124 50 21 1.7
Te 474 -13.9 10.1 -323 51 -1.6 1.5 -1.3

M Te Tc 431 319 219 37 48 26
Te 455 347 -8.5 -30.3 3.9 5.0 -0.8 -1.6

TeTr Tc 492 40.7 18.9 4.2 5.8 24
Te 504 389 145 45 43 58 19 01

T Te 40.3 211 16.1 35 42 21
Te 38.9 21.2 1.9 -14.2 35 42 0.1 -0.6

Expz My Te T¢ 421 26.2 207 6.0 4.0 37
Te 18.0 28.0 226 241 25 4.2 3.8 -11

TeTr T¢ 315 329 254 4.5 45 44
Te 10.5 333 17.6 -21.0 14 5.3 3.0 -1.2

T Tc 35.2 274 27.0 52 42 5.0
Te 13.2 22.2 22.0 -22.0 1.9 34 4.0 1.7

Mz Te T¢ 339 307 124 33 47 2.0
Te 316 1.6 134 -29.1 31 0.3 2.1 1.5

TeTr Tc 359 258 15.0 34 39 24
Te 346 6.0 10.4 -19.8 33 0.9 1.6 -1.3

T Te 31.7 16.7 20.8 32 23 33
Te 325 -14.2 19.2 -29.8 34 -2.0 3.0 -1.5

M2 Te Te¢ 334 297 202 31 33 3.0
Te 354 33.2 0.4 -19.8 33 37 0.0 -0.8

TeTr Tc 395 241 15.5 38 2.8 23
Te 406 209 9.8 57 38 24 14 -04

T Te 217 207 204 2.7 27 31
Te 325 20.7 12.9 7.5 3.2 24 1.9 -0.3

Fuentes de variacién y niveles de significancia

Experimento (Exp) 0.003* <0.001 0.000 0.016 0.003 0.000 <0.001 ns
Momento (M) <0.001  <0.001 <0.001 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Hibrido (H) ns  <0.001 0.007 <0,001 ns <0.001 0.005 0.020
Régimen térmico (RT) <0.001  <0.001 <0.001 - <0.001 <0.001 <0.001 -
Expx M 0.002 <0.001 0.023 ns <0.001 <0.001 ns ns
ExpxH ns 0.010 ns 0.026 ns ns ns ns
Exp xRT ns <0.001 ns - ns ns ns -
MxH <0.001 0.017 ns 0.020 <0.001 0.002 ns 0.049

M x RT <0.001  <0.001 <0.001 - <0.001 <0.001 <0.001
H = RT ns ns ns - ns ns ns -
ExpxM=xH ns 0.001 ns ns ns 0.020 ns ns
Exp x M xRT ns 0.001 0.008 - 0.003 0.002 0.028 -

MxHxRT 0.005 0.024 <0.001 - ns ns 0.001 -
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@ Valor P de los efectos simples e interaccionea [aar cuales al menos una variable
fue detectada significativa; ns: no significativvoX 0.05).

EGC: efecto del golpe de calor; LEG: periodo comg@igo entre Ry Rs; POST:
periodo comprendido entre R R;; PRE: periodo comprendido entrgsVy Ry; Tc:
control; Tg: estrés por golpe de calor; Te: templado; Tr:it@pTeTr: Te x Tr.

Los efectos negativos del golpe de calor sobrerddyzcion de biomasa no
estuvieron asociados a reducciones en la capturadigcion, segun lo indican los
valores similares de IAF, fRFAiI y RFAI (cuadro 3:Jigura 3.3) observados entre
las parcelas de estrés y control. La Unica excapd#ra fue el hibrido Te calentado
durante M (cuadro 3.3 y figura 3.3g), el cual mostré unaontgnte reduccion de la
RFAI_ec producto del fuerte acortamiento del periodo eiedtio de granos. El efecto
principal del golpe de calor sobre la produccidrbienasa se debid principalmente
a caidas en la EUR durante el periodo de calentémnig.e., EURRe en M,
EURrosten M, y EUR e en Mg, cuadro 3.4; P < 0.001). El efecto negativo de la
temperatura supradptima sobre la EUR fue mayor dma estrés fue aplicado
durante M (-4 g MJ* respecto al control; promedio entre experimentbsbedos),
que durante los periodos de calentamiento resté2t&g MJ en M, y -1.8 g MJ*
en Ms). Los hibridos difirieron en la respuesta al estréiguiendo tendencias
similares a la descrita para la TCC. El golpe deradrededor de floracién afect6é en
mayor medida la EUR de los hibridos Te y Tr. Miastque la incidencia de
temperaturas supradptimas durante el llenado efecte granos tuvo un mayor
efecto sobre la EUR del genotipo Te (cuadro 3.4).

La EUR de plantas no estresadas tendié a ser ndayante el periodo critico
para la fijacién de granos (4.2 g Mpara la EURse Y 3.8 g M3 para la EURost,
promedio de todas las parcelas control) que duedrtenado efectivo de grano (2.5
g MJ* para la EURg), sin encontrarse diferencias genotipicas paes egtriables.
La EUR durante el periodo critico present6 un anmgihgo de variacion (entre 2.1y
6.4 g MJ* a lo largo de todas las parcelas control) cuast® rsgo fue computado
en subperiodos (i.e., como el cociente entre gemento de biomasa y la RFAI
acumulada durante los periodos PRE y POST). Dielnmacion en los valores de
EUR se redujo (vari6 entre 2.6 y 5.7 g"M¥alores no mostrados) cuando este rasgo
se estimo para todo el periodo critico (i.e., cdmpendiente de la relacion entre la
biomasa acumulada y la RFAi acumulada duranterége critico).

3.3.4. Rendimiento en grano e indice de cosecha

El RGC en las parcelas control fue mayor en e;#9p1 g n; promedio de
todas las parcelas control) que en el §&11 g n¥). La interaccién Exp x M x RT
significativa (P = 0.003) detectada para esta kbriandicé que el RGC fue similar
entre fechas de siembra durante el;Eppro no durante el ExpPara este ultimo, el
RGC registrado en la fecha de siembra intermedid m® en My; promedio de
parcelas control entre hibridos) fue menor que lagbservado en las restantes
fechas de siembra (864 g”nen M, y 986 g nf en Ms). No existieron diferencias
estadisticas entre genotipos para esta variable.
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Cuadro 3.5.Biomasa aérea final, rendimiento en grano (RG@)dee de cosecha
(IC) del cultivo.

Exp M H RT Domasa - ggc RGC  EGC Ic EGC
gm?

Expr My Te Tc 2371 967 0.41
Te 2047 -324 379 -587 0.18 -0.23

TeTr T¢ 2496 980 0.39
Te 1985 -511 357 -623 0.18 -0.21

T Te 2490 884 0.35
Te 2370 -120 887 3 0.37 0.02

Mz Te Tc 2344 847 0.36
Te 1566 -778 51 -797 0.03 -0.33

TeTr T¢ 2355 893 0.38
Te 2060 -295 339 -554 0.15 -0.22

T Tc 2554 883 0.35
Te 2089 -465 417 -466 0.19 -0.16

M Te Tc 2629 1132 0.43
Te 1799 -830 449 -683 0.25 -0.18

TeTr Tc 2804 1143 0.41
Te 2731 -73 976 -167 0.36 -0.05

T Tc 2782 1009 0.36
Te 2127 -656 466 -544 0.22 -0.14

Expz My Te Te 2568 998 0.39
Te 1960 -607 228 -770 0.12 -0.27

TeTr T¢ 2401 886 0.37
Te 1822 -579 317 -569 0.17 -0.19

T Tc 2816 1075 0.38
Te 2044 772 461 614 0.22 -0.16

Mz Te Tc 2085 506 0.24
Te 1616 -46% 74 432 0.04 -0.20

TeTr Tc 2112 613 0.28
Te 1601 -510 29 -584 0.02 -0.27

T Tc 2299 634 0.26
Te 1821 478 198 436 0.11 -0.16

M Te Tc 2332 923 0.40
Te 1724 -608 599 -324 0.35 -0.04

TeTr Tc 2063 792 0.38
Te 1796 -267 650 -143 0.36 -0.02

T Tc 2443 876 0.36
Te 1998 445 626 -249 0.31 -0.04

Fuentes de variacién y niveles de significancia

Experimento (Exp) 0.013* ns 0.016 ns ns ns
Momento (M) 0.015 ns 0.000 0.007 <0.001 <0,001
Hibrido (H) <0,001 0.030 0.004 0.003 0.048 <0,001
Régimen térmico (RT) <0,001 - <0.001 - <0.001 -
Expx M ns ns ns 0.003 0.008 0.007
ExpxH 0.001 ns 0.029 ns ns ns
Exp xRT ns - ns - ns -
MxH 0.039 0.048 0.001 0.011 0.001 0.001
M x RT ns - 0.011 - <0.001 -
HxRT 0.043 - 0.007 - 0.001 -
ExpxMxH ns ns ns 0.023 ns ns
Exp x M x RT ns - 0.003 - 0.018 -

M x H x RT ns - 0.029 - 0.004
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@ Valor P de los efectos simples e interaccionea [aar cuales al menos una variable
fue detectada significativa; ns: no significativoX 0.05).
EGC: efecto del golpe de calorc:Tcontrol; Te: estrés por golpe de calor; Te:
templado; Tr: tropical; TeTr: Te x Tr.

Figura 3.3. Relacién entre la produccion de biomasa aérea yatliacion

fotosintéticamente activa

interceptada acumuladadele\s hasta madurez

fisiologica en hibridos de maiz de fondo genéticotimastante sometidos a dos
regimenes térmicos T control; Te: golpe de calor) durante tres momentos del ciclo
del cultivo (My: a-c; Mp: d-f; M3z g-i) y dos afios experimentales (Exp.as barras
de error indican el desvié estandar de la mediasyhlorizontales representan el
periodo de calentamiento.
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El golpe de calor redujo el RGC (P < 0.001; cu&if) en la mayor parte de
las parcelas de estrés. Los efectos de interaabébectados para esta variable
indicaron que (i) el RGC fue mas severamente alegar golpes de calor durante
el periodo critico (-527 g fnen M, y -545 g ni en M, respecto al control; promedio
entre experimentos e hibridos) que durante el dleredectivo de granos (-352 g°m
en M), (i) el hibrido Te fue el genotipo mas sensiblestrés térmico (-599 g'm
promedio entre experimentos y momentos de incidgnseguido por los hibridos
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TeTr (-440 g rif) y Tr (-384 g nf), y (iii) en ambos afio experimentales, las mayores
caidas del RGC correspondieron al hibrido Te ({J97 en Exp y -770 g nf en
Exp; cuadro 3.5). La variacion observada en RGC ftiefaatoriamente explicada
por cambios en la biomasa aérea del cultivo a neadiisioldgica (f = 0.81). Sin
embargo, el estrés térmico afectd la relacion edichas variables (figura 3.4a),
determinando que las variaciones del RGC asociagealsisivamente al golpe de
calor fuesen mejor explicadas por cambios en éténde cosecha’(r 0.92; figura
3.4b) que por cambios en la biomasa aérea fihal (6; figura 3.4a). El golpe de
calor afectdé considerablemente el indice de cos@ha 0.001; cuadro 3.5). La
magnitud de dicho efecto varié con el momento d&léncia y la sensibilidad de los
genotipos. El indice de cosecha fue severamenteciced por golpes de calor
alrededor de floracion, especialmente en los hikrite (-0.25 en My -0.25 en M
respecto al control; promedio entre experimento$eyr (-0.21 en My -0.24 en
M,). El hibrido Tr fue el genotipo con menor sengillail a los calentamientos
proximos a floracion (-0.07 en M -0.15 en M). La incidencia del golpe de calor
durante el llenado de grano tuvo un menor efedboesel indice de cosecha que en
etapas previas del cultivo, afectando en mayor daedilos hibridos Te (-0.11) y Tr
(-0.11) que al hibrido TeTr (-0.02).

Figura 3.4. Relacion entre el rendimiento en grano del coltfRGC) y (a) la
biomasa aérea final (BF), o (b) el indice de coadt@). Los datos corresponden a
tres hibridos de maiz de fondo genético contrastéhe: templado, Tr: tropical;
TeTr: Te x Tr) sometidos a dos regimenes térmi€gsdontrol, Te: golpe de calor)
durante tres momentos del ciclo del cultivo;(M, M. 2; Ms: 3) y dos afos
experimentales. Las lineas en la figura (a) reptasda relacion 0.25:1 y 0.5:1 entre
el rendimiento y la biomasa final. Las ecuacioreggaesentan modelos ajustados a
cada régimen térmico.
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La variacion observada en el indice de cosechariabzada en térmicos de la
contribucién aparente de reservas al rendimientgrano (i.e., UAR = RG — G&g;
figura 3.5). El UAR en los tratamientos control fde 274 g rif (promedio de
parcelas control entre experimentos), no habiendlereticia entre hibridos y
momentos de incidencia. Esta variable fue siempgativa para parcelas calentadas
alrededor de floracién (-266 gen M, y -241 g nf en M, promedio de parcelas
de estrés entre experimentos e hibridos) y, potalto, esos casos estuvieron
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generalmente distribuidos por debajo de la relati@n(figura 3.5a). Por su parte, las
parcelas estresadas durante el llenado efectigoash®s incrementaron notablemente
el uso aparente de reservas respecto a las pacoelasl, mostrando siempre valores
positivos de UAR (423 g 1 figura 3.5b). Incluso, en algunas parcelas de los
hibridos Te y Tr calentadas durantg, M acumulacion de biomasa en granos pudo
ser atribuida exclusivamente al uso de resernas QG < O; figura 3.5a).

Figura 3.5. Relacion entre (a) rendimiento en grano y crecitoietel cultivo
durante el llenado efectivo de granos, y (b) indieeeosecha (IC) y uso aparente de
reservas (UAR). Simbolos como en la figura 3.4etaacion y la linea llena en la
figura (b) representan el modelo ajustado a todo®junto de datos.
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3.4. Discusion

En el presente capitulo se estudio la determinatgbnendimiento en biomasa
y grano de tres hibridos de maiz de fondo genéboirastante, los cuales crecieron
en un mismo ambiente templado y fueron expuests\aes episodios de golpes de
calor durante tres periodos diferentes del ciclocdiivo. Para el analisis se utilizo
el marco conceptual ecofisioldgico propuesto posskaira (1996), basado en la
captura de recursos, la eficiencia en el uso deglasrsos capturados para producir
biomasa y la particion de la biomasa producidaaaag. Debido a que los recursos
edaficos (i.e., agua y nutrientes) no fueron limtiég, el analisis se baso en la RFA.
En estos experimentos, todas las combinacionegtinientos alcanzaron valores
de IAF superiores al IAF critico (i.e. IAF que detena fRFAI ~ 0.95, Brougham,
1957) durante PC y LEG, con la concomitante maxacién en la captura de
radiacién. La falta de efecto del golpe de caldrsl IAR; y el IAFgs pone en
evidencia la baja influencia de breves episodioted®eraturas supradptimas sobre
la expansion de tejidos (Cicchino et al., 2010b)aysenescencia foliar, nunca
reportado en maiz. Esta respuesta contrasta callamesperadas para deficiencias
hidricas (Boyer, 1970; Chenu et al., 2008) o ngragas (Lemcoff y Loomis, 1986;
Uhart y Andrade, 1995b), en que la captura de luelesser el determinante
ecofisiolégico de mayor impacto sobre la producai@biomasa. La senescencia
foliar en postfloracion sélo difirid en respuestarabientes luminicos contrastantes
durante el llenado efectivo de granos (i.e., Rich variaciones exclusivamente
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atribuidas a las distintas fechas de siembra y afpsrimentales. Estos resultados
ponen de manifiesto el fuerte control que ejercerelacion fuente-destino en
postfloracion sobre la duracion del area foliarr(Bs et al., 2003a).

A pesar de que la fRFAI fue siempre muy elevad&/&iR> 0.94) desde inicios
del periodo critico en adelante, el golpe de ctaloo un fuerte efecto sobre la
captura de radiacion debido al acortamiento dehatle efectivo de granos.
Variaciones en la duracion del llenado de granos dido documentadas en maiz
bajo condiciones contrastantes de crecimiento g&iliy Daynard, 1979; Cirilo y
Andrade, 1996). En esta especie, la duracién dehtlo efectivo de granos esta
regulada por la disponibilidad de asimilados pangrdurante este periodo (Gambin
et al.,, 2006), independientemente del factor liméai.e., respuesta similar para
defoliacion (Tollenaar y Daynard, 1978a; Jones wynr8ons, 1983), sombreo
(Andrade y Ferreiro, 1996), sequia (Ouattar et H87a; Westgate, 1994), o
temperaturas supradptimas (Wilhelm et al., 1998) ekte estudio, el acortamiento
del llenado efectivo de granos debido al golpealerdue particularmente severo en
el hibrido Te calentado durantesM.a persistencia del aparato fotosintético durante
el llenado de granos (i.estay-greeh ha sido considerada como uno de los
principales atributos secundarios de tolerancigoshe de calor (Reynolds et al.,
2001). Este atributo podria ser el responsablerdgior grado de tolerancia a las
altas temperaturas observado en genotipos tropic@leriosamente, los resultados
de este trabajo no apoyan plenamente esta afirmgaigue no se detectaron claras
tendencias entre genotipos en indicadores fisiot&gdestay-green(lAF, fRFAI).
Adicionalmente, la muerte prematura observada dribeildo Te calentado durante
M3 no estaria asociada a dafios celulares severoslapsmcadenan un colapso
celular repentino (Fan y Xing, 2004), ya que noeggstraron casos de muerte subita
de plantas durante el periodo de calentamientg (aesenescencia total de las
plantas ocurrio algunos dias después de finalizhdstres).

La TCC fue severamente reducida por el golpe dercah todas las
combinaciones de tratamiento. La magnitud de dstetaefue muy superior a las
registradas en estudios de déficit hidrico (C&004; Echarte y Tollenaar, 2006) o
nitrogenado (Lemcoff y Loomis, 1986; Uhart y Andead995b) en condiciones de
campo. Incluso, se detectaron valores negativd¥de debido al calentamiento. Las
reducciones en la TCC estuvieron exclusivamenteiadas a caidas en la EUR
(figura 3.3), ya que el golpe de calor no tuvo &feconsiderables sobre la fRFAI.
Estos resultados son respaldados por evidenciagapren un hibrido templado de
maiz (Cicchino et al., 2010b), donde los autorgmnmtaron un mayor efecto del
golpe de calor sobre la EUR que sobre la interéepde luz. En conjunto, la
evidencia disponible sugiere que el golpe de gaboiria afectar la EUR no sélo a
través de dafos en el aparato fotosintético (BeBjorkman, 1980; Crafts-Brandner
y Salvucci, 2002), sino también a través de incrdmeen la respiracion de
mantenimiento (Penning de Vries et al., 1979). Aapade las fuertes reducciones
registradas en la EUR durante los periodos de teagento (entre -15y -187% a lo
largo de todas las combinaciones de tratamientagfeeto negativo del golpe de
calor sobre la produccion de biomasa fue menosup@ado (entre -3 y -33%). Esto
seria atribuible a la relativamente corta duradéhestrés (ca. entre 12 y 18% del
ciclo total del cultivo), y a la r4pida recuperacide crecimiento de las plantas luego
de finalizado el calentamiento (Karim et al., 1989gslavski et al., 2008). Los
resultados del presente capitulo ponen de manifiestexistencia de diferencias
genotipicas en la sensibilidad de la EUR al golpecdlor (Te > Tr > TeTr),
informacion nunca antes reportada para maiceseaeien condiciones de cultivo y
dificilmente extrapolable de estudios previos m@los con genotipos de distinto
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origen creciendo en condiciones no estresantes éDwyl ollenaar, 1989; Lafitte y
Edmeades, 1997). Los valores estimados de EUR spdecelas control fueron
similares entre genotipos y mayores a aquellos alonente reportados en maiz
(Sinclair y Muchow, 1999; Lindquist et al., 2008&sto ultimo podria deberse a los
efectos favorables de la cobertura de polietilemo l@s invernaculos sobre el
crecimiento del cultivo, promovidos por un increrteean el componente difuso de
la radiacion solar incidente (Cabrera et al., 2088}e efecto mejora la distribucion
de luz dentro del canopeo con los beneficios adosi&n la actividad fotosintética
(Sinclair et al., 1992). Sin embargo, se debe teeesudo al hacer comparaciones
directas entre los valores de EUR obtenidos en tesi@jo y los obtenidos en la
mayoria de los estudios a campo. En primer luggidd a los mencionados efectos
del polietileno sobre el ambiente luminico (propamcde radiacién difusa vs.
directa). En segundo lugar, debido a que el métmdpleado en este estudio para el
calculo de la EUR (i.e., cociente entre incremertesbiomasa y RFAIi durante
breves periodos de tiempo) difiere del método conainie utilizado (i.e. pendiente
de la regresion entre biomasa y RFAi acumuladantedargos periodos de tiempo;
Sinclair y Muchow, 1999), pudiendo introducir imtsortes diferencias en el
resultado final (Demetriades-Shah et al., 1992)alfente, se debe tener en cuenta
la temperatura de crecimiento del cultivo a compacansiderando que en el
presente estudio las parcelas control se encontraentro del rango que
supuestamente maximiza la EUR (Kiniry et al., 198%drade et al., 1993).

Las reducciones en el RGC causadas por el golpeatts estuvieron
principalmente asociadas a caidas en el indiceodecha, y en menor medida a
reducciones en la biomasa aérea final. Este tipesjgiesta difiere de la usualmente
reportada para déficit hidrico o nitrogenado aalgd del ciclo (Sinclair et al., 1990;
Muchow, 1994; D'Andrea et al., 2006), dado que sesteficiencias provocan
limitaciones graduales al crecimiento que le peamd las plantas ajustar su tamafio
a la disponibilidad de recursos, y consecuentemprgeocan un mayor impacto
sobre la produccion de biomasa que sobre el indkceosecha. Por otra parte, el
efecto negativo del golpe de calor sobre el rerghioi en granos fue mayor cuando
éste ocurrio alrededor de floracion, coincidiendm @l patron general observado
para otros estreses abioticos (Fischer y Palmé4;18ndrade et al., 2002). Este
resultado permite aceptar la Hipoétesis 1 de lagmtestesis.

La magnitud de las caidas registradas en el ird#iceosecha debido al golpe
de calor no dependié de variaciones en la intedsitih estrés entre momentos de
calentamiento, ya que las fechas de siembra peromnti homogeneizar las
caracteristicas del estrés (cuadro 3.2). A su laszcaidas en el indice de cosecha
debido a los golpes de calor alrededor de floratadmpoco estuvieron asociadas a
los documentados efectos negativos de las altagetamuras sobre el proceso de
polinizacion (Capitulo 1), debido a que se reatinapolinizaciones manuales
durante el periodo de emergencia de estigmas.dPtanto, las fuertes caidas del
indice de cosecha como consecuencia del golpe |lde maeden ser atribuibles a
fallas en la fijacion de granos, tal como fueracdés por Echarte y Andrade (2003)
en estudios de densidad de siembra. La respuastada a esta reduccidén es una
caida en la demanda de los destinos reproductmoagimilados, que sumado a la
alta tasa de crecimiento del cultivo durante ehdldo de granos (figura 3.3a-f)
determina un importante desbalance entre fuentestind. Este desbalance podria
explicar la acumulacién aparente de reservas radsturante el llenado efectivo de
granos de las parcelas calentadas alrededor decifiar (Uhart y Andrade, 1991;
Borrds y Otegui, 2001). La tendencia opuesta fuseofada en las parcelas
calentadas durantegVlas cuales no exhibieron restricciones en laifijade granos,
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pero si en el crecimiento durante el llenado efedlie granos. En esta condicion, la
demanda de los destinos reproductivos fue en gadtenida por las reservas de
asimilados, las cuales parecieron ser la Unicatéduele asimilados en algunas
parcelas de los hibridos Te y Tr. La variacion amtescrita en la relacién fuente-
destino durante el llenado de granos tuvo un efdato en el indice de cosecha, que
pudo ser explicado por una Unica relacion exporéfagura 3.5b).

Contrariamente a lo esperado (Fischer y Palme#;198vick, 2005), el fondo
genético templado no confirié incrementos en el RG&N el indice de cosecha en
condiciones no estresantes de crecimiento. Sin igmpbés materiales analizados
mostraron diferencias genotipicas claras en lauestp al golpe de calor. El hibrido
Te fue el material con mayor sensibilidad al eswgéstodos los momentos de
incidencia estudiados, registrando mayores cai@hsRGC que el resto de los
genotipos. Estos resultados concuerdan con lo lesidb en laPrediccion 2
permitiendo aceptar la segunda hipétesis de laeptedesis. La diferente tolerancia
al estrés no pudo ser relacionada a una capacitiadrttial de los genotipos para
almacenar asimilados en el tallo y/o removilizar fleservas a granos. La capacidad
de reserva de asimilados en tallo suele estareimerite ligada al tamafio del tallo
(Daynard et al., 1969), atributo considerablemeatkicido en especies con larga
historia de mejoramiento como el maiz (Hay y Gilb@001; Lemaire y Gastal,
2009). Los hibridos utilizados en este trabajo ifierdn notablemente en este rasgo
(datos no mostrados). Del mismo modo, no se detac#dtendencia clara entre
genotipos en el uso aparente de reservas o eataglgreen Por lo tanto, las
diferencias genotipicas en la tolerancia al gopealor parecieron estar asociadas a
la funcionalidad del aparato fotosintético (evidado por la variacion observada en
la EUR), y no a cambios en el IAF o la fRFAI. Adioalmente, las diferencias de
rendimiento en grano entre genotipos sometidos Ipegode calor alrededor de
floracion pudieron estar asociadas a distinto g@elsensibilidad en la fijacion de
granos, aspecto que sera evaluado detalladamentes eGapitulos 4 y 5 de la
presente tesis.

3.5. Conclusiones

El estrés por golpe de calor tuvo un efecto negaéim la produccion de
biomasa, vinculado a variaciones en la EUR vy laidad de luz captada por el
cultivo. Este ultimo, sin embargo, no estuvo astiwia reducciones en la captura de
luz (i.e., efectos negativos sobre la expansiéa sehescencia foliar), sino mas bien
al acortamiento del ciclo del cultivo. Las caidasRIGC debido al golpe de calor
estuvieron principalmente asociadas a variaciones ek indice de cosecha,
especialmente cuando el calentamiento ocurrié edt@dde floracion. Los hallazgos
mas importantes de este capitulo fueron (i) lactéia de diferencias genotipicas
entre hibridos de origen contraste en la respatsgfalpe de calor para alguno de los
caracteres analizados, y (ii) la evaluacion detgribucion relativa de la produccion
de biomasa y la removilizacién de reservas durantenado efectivo de granos para
contribuir al RGC. El primer aspecto distingue #rido templado como el genotipo
mas sensible a los golpes de calor. Esta tendandize sesgada por la forma en que
se calculd el efecto del golpe de calor (diferemdisoluta entredly T¢), ya que no
existieron diferencias genotipicas en el RGC ydaisrminantes fisioldégicos cuando
se compararon las parcelas control. EI segundocespg®mne de manifiesto la
importancia de la contribucion de las reservas paRGC cuando el golpe de calor
ocurre durante la primera mitad del llenado efectie granos.



38




CAPITULO 4

Golpe de calor en hibridos de maiz templados y tragales: Una
aproximacion novedosa para estudiar las causas déndida de

granos en condiciones de cultivd

“IE| contenido de este capitulo fue publicado end®ati Edreira, J.I., Otegui,
M.E., 2013. Heat stress in temperate and tropicaizen hybrids: A novel

approach for assessing sources of kernel losseid ftonditions. Field Crops
Res. 142, 58-67
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4.1. Introduccion

En el capitulo anterior se puso en evidencia |stencia de diferencias
genotipica en la respuesta al golpe de calor eectsprelativos a la produccion de
biomasa del cultivo y su asignacion a granos, siexchibrido Tr mas tolerante al
estrés que los hibridos Te y TeTr. Las principdiérencias estuvieron asociadas a
una menor caida del indice de cosecha cuando e gel calor incidi6 alrededor de
floracién, lo cual brinda algunos elementos panaoeer que la determinacién del
NGP es un proceso clave en la busqueda de tolarahgolpe de calor como lo es
para otros estreses (Andrade et al., 2002; Echartdlenaar, 2006; D'Andrea et al.,
2008). En el primer capitulo se comento la rela@drvilineal que existe entre el
NGP y la TCBc El andlisis de los parametros que describen dietacion ha
permitido mejorar el entendimiento de las base®ldigicas que explican la
tolerancia a distintos tipos de estreses (Echari@.e2000; Echarte y Tollenaar,
2006; Luque et al., 2006; D'Andrea et al., 200&sd&los en los resultados obtenidos
en estos estudios (op. cit.) podria suponerse ajseperioridad del genotipo Tr en
condiciones de golpe de calor seria atribuible aalten capacidad para sostener el
crecimiento de la planta y la particién de asinok@ espiga, un menor umbral de
esterilidad, y/o un menor nivel de respuesta dePNiGcambios en la TGP para
minimizar las pérdidas de grano ante caidas erCB-d Sin embargo, este marco
conceptual no contempla la existencia de otra &eatiacion del NGP que no esta
directamente asociada a variaciones en la produgciasignacion de asimilados,
como las fallas en los eventos reproductivos. Baha se indicara en la seccion
1.2.1.2, el golpe de calor provoca caidas impaetandel NGP a través de dichas
fallas y, consecuentemente, podrian ser las patesp determinantes de las
diferencias genotipicas observadas.

Las fallas en los eventos reproductivos suelermresgronsables de un ajuste
variable en la respuesta del NGP a la gERGP-TCRc) o del NGP a la TGk
(NGP-TCEy). En condiciones de golpe de calor donde la madrde estas fallas es
considerable, el uso de andlisis convencionalesiocta regresién por minimos
cuadrados, nos brinda una débil prediccion del Ni@# que el ajuste se produce
por el centro de la distribucion de puntos (Cadelet 1999). Por lo tanto, la
variacion en el NGP que no esta asociada a canebida TCBc o la TCEc (i.e.,
aquella atribuida a efectos directos del estréseselentos reproductivos) no es
tenida en cuenta en dicho analisis, pasando a fqrarte del error de estimacion del
modelo. Una mejor interpretacion de la relacion NGHP-c podria lograrse
ajustando el modelo al limite superior de la resfauée.g. el cuantil 99) en lugar de
hacerlo al centro de la distribucion. En este casalria decirse que los valores
proximos al limite superior representan la resupstencial del NGP a cambios en
la TCRc Yy que la distancia existente entre ese limiteoy Valores de NGP
observados se encuentra asociada a otros factorgantes no incluidos en el
modelo propuesto. En este capitulo, se proponeapraimacion superadora a los
modelos curvilineales clasicos ajustados de forntependiente a las relaciones
NGP-TCRc Yy NGP-TCEkc Dicha aproximacion se basa en el andlisis cordbiiz
estas relaciones con un ajuste al limite super@idaddistribucion de datos. Su
aplicacion permite conocer la respuesta potenelN&GP a cambios en la TGPy
discernir entre distintas fuentes de reduccior\d&P. Los objetivos de este capitulo
fueron (i) evaluar las fuentes de reduccion del N@® determinan la brecha entre el
namero de granos potencialmente alcanzable poplanéa (NGPP) y el finalmente
alcanzado por la misma (i.e., NGP), e (ii) ideq#fi las principales causas que
explican las diferencias genotipicas en la respusgiolpe de calor.
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4.2. Materiales y métodos

El disefio experimental y los tratamientos impue$teson detallados en el
Capitulo 2. En el presente capitulo se incluyerogigtrovenientes de todas las
combinaciones de tratamientos y afos experimentagseptuando al tercer
momento de incidencia de los regimenes térmica$. (8 incluyen a continuacion
detalles sobre mediciones y calculos particulazabzados para la caracterizacion de
los atributos de interés en este capitulo.

4.2.1. Mediciones y calculos

4.2.1.1. Tasa de crecimiento de planta y espigiicdnde particibn de biomasa a
espiga y numero de granos

En el estadio de )/ se marcaron en cada pacerla un total de nuevéagplan
aledafas de similar tamafio (estimacion visualbibmasa aérea de todas las plantas
marcadas se estimo ensVR; y R, por medio de modelos alométricos basados en la
relacion entre la biomasa de planta y variabledonwé#tricas (ver seccién 3.2.1). Se
estimé la TCBc: (en g d') y TCExc (en g d') a través de la pendiente de la regresién
lineal ajustada a la evolucion de la biomasa gqedata o de la espiga apical durante
el PC, respectivamente. La biomasa de la espiya £fue considerada cero (Otegui
y Bonhomme, 1998). La particion de biomasa a esppijaindice de particion) para
cada planta marcada se estimé mediante el co@attela TCRcy la TCRc

En madurez fisioldgica, las espigas de cada plaatzada fueron cosechadas
individualmente a mano para la posterior cuantiiia del nUmero de granos. No se
encontraron espigas subapicales, por lo que el fl@Rgual al nUmero de granos
establecidos en la espiga apical (NGE).

4.2.1.2. Fuentes de variacion del nimero de granos

La respuesta media del NGP a variaciones en lapd GRen la TCEkc fue
ajustada mediante regresion por minimos cuadrdekts. relacion fue establecida
para cada genotipo a lo largo de todas las combimeg de tratamiento mediante el
modelo curvilineal descrito por la ecuacion (4.1)

-(*Ctmedia)
NGP:amedia {1-exp[ bmedia } (41)

donde x representa la TeP0 la TCEc, amedia €S €l NGP maximo capaz de ser
establecido a altas TGE bmedia€S Una medida de la respuesta del NGP a cambios en
TCPpc 0 en TCEeg, Y Cmedia €S €l umbral minimo de TGP0 TCE>¢ por debajo del
cual un individuo resulta estéril.

Adicionalmente, se analizé la respuesta del NGPenmil (NGPP) a
variaciones en la TGRY la TCEc a través el ajuste de la ecuacion (4.2) medidnte e
andlisis de regresion por el cuantil 99.

'(X'Cpotencial)]
NGPP:apotencial [1'exp[ Ppotencial } (42)
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donde x representa la Ted0 la TCEc, apotencia €S €l NGP méaximo absoluto capaz
de ser establecido a altas T{gMypotencia €S Una medida de la respuesta potencial del
NGP a cambios en TGP0 en TClrc, Y Cpotencial €S €l umbral minimo absoluto de
TCPs>c 0 TCEsc por debajo del cual un individuo resulta estésta metodologia
aplicada al estudio de la respuesta potencial aleepos mejora a la aproximacion de
linea de frontera, usualmente utilizada para elisissé&le eficiencia en el uso de
recursos (French y Schultz, 1984; Otegui y Bonhomi®88). En la figura 4.1 se
muestra una representacion teorica del ajustesdadalelos (4.1) y (4.2).

Para cada planta marcada se estimaron dos valerd&EP, uno calculado a
partir de la TCB: (NGPRcp) y otro a partir de la TGz (NGPR¢g). Estos valores
fueron promediados para cada repeticion, y a paetiestas medias se computaron
tres fuentes de variacion en el N@NGP) entre NGPRpYy NGP (figura 4.1).

La primera fuente de variaci6ANGP,) representa los cambios en el NGPP
debido a variaciones en la TggPEsta fuente de variacion fue considerada nula en
las parcelas control y computada como se detalla enuacion (4.3) en las parcelas
de estrés.

ANGP, Tz = NGPPpcpTs — NGPPrcpTe (4.3)

Debido a que en el tratamiento de estrés siemppeoskeljeron reducciones del
crecimiento de la planta (Capitulo 3), los valodesANGP; Tg fueron siempre
negativos.

La segunda fuente de variacibANGP,) estuvo asociada a cambios en la
particion de biomasa a espiga y fue computadaqaata combinacién de tratamiento
segun se indica en la ecuacion (4.4)

ANGP, = NGPPycz — NGPPrcp (4.4)

La tercera fuente de variaciGhNGP;) represento la variacion en el NGPP no
asociada a la asignacion de asimilados hacia lgaedpsta fue computada para cada
combinacion de tratamiento segun se indica endacién (4.5)

ANGP; = NGP — NGPPycp (4.5)

El efecto del golpe de calor sobre cada fuentAN&P se estimdé como la
diferencia entre los valores A&IGP, obtenidos en las parcelas de estrés y control.

Se evalud la relacion existente enfxtBGP, y Pl a través del analisis de
regresion por minimos cuadrados, ajustando losddtmodelo curvilineal (4.1).

4.2.2. Andlisis estadistico

El efecto de los tratamientos y sus interaccionesevaluado a través de los
experimentos mediante analisis de varianza. Sé&deah test-t para analizar las
diferencias entre medias y andlisis de regresiga paaluar las relaciones entre
variables. El ajuste de los modelos se realiz6 améiR (R-Development-Core-
Team, 2011). Se utilizaron los paquetésy quantregpara los analisis de regresion
por minimos cuadrados y por cuantiles, respectiméneEl coeficiente de
determinacion del andlisis de regresion por cuesifif) se computé en términos de
la sumatoria de los residuos absolutos ponderatimenker y Machado, 1999). Este
valor es una medida de la bondad de ajuste locaindeuantil especifico (en este
caso el 99) por lo que no merece la misma inteapi@ que el coeficiente de
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determinacién del método de minimos cuadrado €t cual constituye una medida
de la bondad de ajuste global.

Figura 4.1. Representacion esquematica de la respuesta rflathas llenas) y
potencial (lineas punteadas) del NGP a variaciends TCRc (lineas negras) y en
la TCB- (lineas grises) en parcelas (a) control y (b) rtaldas. Los simbolos
representan valores de NGP observados y calcupmiascualquier planta dstand
Para cada planta se registr6 el NGP alcanzado aramdisiologica (NGP) y se
calcularon dos valores de NGP potencial (NGPP) rség(TCRc (NGPRcp) y la
TCEpc (NGPRcg) registradas para cada planta. Las flechas indica€R:c (flecha
negra) y la TCkc (flecha gris) observadas en plantas control (#schHenas) y
calentadas (flechas vacias). Los parametros oloeradtravés del ajuste de un
modelo curvilineo mediante el analisis de regregion cuantiles fueron utilizados
para calcular los mencionados valores teoricos, N&SPRcp Y NGPRcg). La
brecha entre NGREr y NGP fue atribuible a tres fuentes ABIGP, las cuales
fueron relacionadas a cambios en la BERANGP, = 0 para parcelas control y
ANGP; = NGPRcp Te - NGPRcp Tc para parcelas de estrés), a cambios en la
particion de biomasa a espigsNGP. = NGPRce - NGPRcp) y a restricciones no
asociadas a la asignacion de asimilados hacigpigee@NGP; = NGP - NGPRcg).
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4.3. Resultados

4.3.1. Tasa de crecimiento de planta y espiga tiiedmperiodo critico y particion de
biomasa a espiga

La TCR difiri6 (P < 0.001) entre hibridos, independienterte de los
regimenes térmicos (cuadro 4.1). En las parcelasatpla TCRc fue mayor para el
hibrido Te (4.7 g d; promediando entre experimentos y periodos dediedtque
para los hibridos TeTr (4.1 g'fly Tr (3.8 g ). El golpe de calor redujo la TGP
entre un -25% y -52% (caida respecto al controbmadiando entre todas las
combinaciones de tratamiento), siendo la magnitedeste efecto similar entre
momentos de calentamiento y genotipos.

Cuadro 4.1. Tasa de crecimiento de planta (TFgPy espiga (TCkg) durante el
periodo critico para la fijacién de granos e indieeparticion de biomasa a espiga
(IP).

Exp M H RT TCPpe TCEpc P
gd”

Exp, M, Te Te 571 1.02 0.17
Te 3.23 043 0.14
TeTr T¢ 419 0.78 0.18
Te 249 0.40 0.16
Tr Te 450 0.85 0.18
Te 220 0.81 0.35
M2 Te Te 5.38 0.99 0.18
Te 3.07 0.34 0.1
TeTr T¢ 522 0.90 0.17
Te 3.52 045 0.13
Tr Te 4.07 0.96 0.24
Te 2.90 0.54 0.19
Exp, M, Te Te 421 092 0.22
Te 2.38 0.50 0.22
TeTr T¢ 355 1.03 0.29
Te 202 0.51 0.25
Tr Te 3.73 0.81 0.22
Te 1.81 0.48 0.27
M, Te Te 3.63 0.69 0.19
Te 237 0.37 0.15
TeTr Te¢ 3.58 0.55 0.15
Te 2.69 0.23 0.09
Tr Te 2.85 0.7 0.27
Te 1.93 0.31 0.19

Fuentes de variacién y niveles de significancia
Experimento (Exp) 0.001* 0.026 ns
Momento (M) ns 0.007 0.006
Hibrido (H} 0.002 ns 0.001
Régimen térmico (RT) <0.001 <0.001 ns
Exp xM 0.017 0.012 ns
Exp x H ns 0.046 ns
Exp x RT 0.005 ns ns
MxH 0.014 ns ns
Mx RT 0.003 ns 0.000
Hx RT ns 0.022 0.021
ExpxM=x=H ns 0.015 0.034
Exp x M x RT ns 0.033 ns
Exp xHx RT ns 0.022 ns

MxHxRT ns ns 0.004
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#Valor P de los efectos simples e interaccionea [aa cuales al menos una variable
fue detectada significativa; ns: no significativoX 0.05).
Tc: control; Tg: estrés por golpe de calor; Te: templado; Tr:it@pTeTr: Te x Tr.

La TCE-c en las parcelas control sigui6é la misma tendeqga&la TCBc. Se
observaron mayores valores de FgBpara el hibrido Te (0.9 g'd promediando
entre experimentos y periodos de estudio) que Iparhibridos TeTr (0.81 g0l y
Tr (0.83 g &), pero estas diferencias no fueron significatiElsgolpe de calor
redujo la TCkc (P < 0.001; cuadro 4.1) de manera similar entrenemtos de
calentamiento, pero no entre genotipos. La caidla éfCE-c debida al estrés fue
menor para el hibrido Tr (-36% respecto al confpadmediando entre experimentos
y momentos de calentamiento) que para el restosidibridos (-54% para Te y -
52% para TeTr).

La variacion observada en la Tggdentro de cada genotipo fue explicada
satisfactoriamente por variaciones en la @ > 0.45; P < 0.001; figura 4.2). El
cociente entre dichas variables (i.e., IP; cuadi) #ue similar entre momentos de
calentamiento e hibridos en las parcela contrd(para Te, 0.21 para TeTr y 0.23
para Tr; promedio entre experimentos y momentas) po en las calentadas. La
interaccion M x H x RT (P = 0.004) detectada pasta @ariable indicé que (i) el
indice de particion fue mas afectado por calentatogedurante M(-30% respecto a
Tc; promediando entre experimentos e hibridos) duante M (12%), y (i) el
calentamiento durante Muvo un efecto positivo sobre el indice de padticdel
hibrido Tr (57% respecto al control; promedianddreerexperimento) y negativo
sobre el indice de particion de los hibridos Té&d}-§ TeTr (-13%).

Figura 4.2. Relacion entre la tasa de crecimiento de espi@E4d) y la tasa de
crecimiento de planta (TGP durante el periodo critico para la fijacién dargrs en
los hibridos (a) templado, (b) templado x tropigalic) tropical sometidos a dos
regimenes térmicos (control: simbolos llenos; galige calor: simbolos vacios)
alrededor de floracion. Cada simbolo representagldia de nueve plantas dentro de
cada repeticion y afio experimental. Las lineas gaatas representan la relaciéon
0.125:1 y 0.25:1 entre dichas variables.
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4.3.2. Respuesta promedio del numero de granosibies en tasa de crecimiento de
planta y espiga durante el periodo critico

El NGP fue satisfactoriamente explicado por vaoaes en la TCR y en la
TCExc (figura 4.3), siendo esta Ultima variable un mej@dictor del NGP r> 0.51
para la relacion NGP-TGJ cuadro 4.2) que la primera de ellas%r0.33 para la
relacion NGP-TCRy). El modelo curvilineal (4.1) ajustado medianteapélisis de
regresion por minimos cuadrados representd la estpupromedio del NGP a
cambios en la TGR y en la TClkc Los pardmetros que describen dicha respuesta
difirieron entre genotipos (P < 0.05), por lo qae Hatos fueron agrupados a traves
de las combinaciones Exp x M x RT (figura 4.3).

El NGP méaximo capaz de ser establecido a altassd CR., parametramedis
cuadro 4.2) tendié a ser menor para el hibrido Té%8 NGP) que para los hibridos
Te (488 NGP) y Tr (508 NGP), pero estas difereno@adueron estadisticamente
significativas. Una tendencia similar se establgmda este pardmetro cuando fue
calculado para la relacion NGP-Tgd=pero en este caso las diferencias observadas
(Te = Tr > TeTr) fueron significativas (P < 0.0ba respuesta del NGP a cambios en
la TCRco0 en la TCEc (i.e., pardmetrdmediy no difirié entre genotipos. Por su
parte, el umbral minimo de T@Ppor debajo del cual un individuo resulta estéril
(i.e., pardmetr@meqid fue menor para el hibrido Tr (0.41 g)dyue para los Te (1.87
g db y TeTr (1.75 g @). El umbral de esterilidad calculado mediante GEI:
presento el mismo patrén de respuesta (cuadro 4.2).

4.3.3. Respuesta potencial del numero de granosnabios en las tasas de
crecimiento de planta y espiga durante el periotiic@

El NGP maximo absoluto capaz de ser estableciddtees dCRc (i.e.,
parametr@potencia) fue menor para el hibrido TeTr (463 NGPP) que pas hibridos
Te (595 NGPP) y Tr (639 NGPP). Esta misma difeeersntre genotipos fue
observada para este parametro cuando se analiel@déaon NGPP-TCk: (490, 611
y 663 NGPP para los hibridos TeTr, Te y Tr, respastente). La respuesta
potencial del NGP a cambios en Tégl® TCEx (i.e., parametr@®potencia) fue similar
entre genotipos. Contrariamente, el paramefg@ncia (i-e., umbral minimo absoluto
para la fijacion de granos) difirié (P < 0.05) enkibridos cuando ambas relaciones
(NGPP-TCRcy NGPP-TCIro) fuero ajustadas (cuadro 4.2).

4.3.4. Numero de granos potencial y fuentes dewién del nimero de granos

El NGPP esperado segun los valores de pEGibservado en las parcelas
control fue similar entre experimentos y momentescdlentamiento, pero no entre
genotipos (P < 0.001; cuadro 4.3). El NG&Fue menor para el hibrido TeTr (453
NGPPcp, promedio de parcelas control a lo largo de expemios y momentos de
calentamiento) que para los hibridos Te (588 NBPy Tr (610 NGPRcp).
Resultados similares fueron obtenidos para el N&sierado segun los valores de
TCEpc (i.e., NGPRcg;, cuadro 4.3). Los valores de NGRPYy NGPRce fueron muy
proximos al NGP maximo absoluto capaz de ser estaldl a altas TGR (i.e.,
parametrGpotencialdescrito en la seccion 4.3.3).

El golpe de calor redujo el NGRB(P < 0.001; cuadro 4.3), siendo este efecto
mas severo cuando el calentamiento ocurrio dursinté-23% respecto al control;
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promediando entre experimentos e hibridos) quentieifsl, (-10%). Los genotipos
presentaron similar respuesta al golpe de cala g@ha variable. Contrariamente,
el NGPRce fue mas afectado por calentamientos durant€-82% para My -38%
para M), existiendo una respuesta diferencial al golpealer entre genotipos. El
hibrido TeTr presento las mayores caidas del NgRtdmo consecuencia del golpe
de calor, seguido por los genotipos Te (-29%) (-22%).

Figura 4.3. Respuesta del nUmero de granos por planta adadtasrecimiento de
planta (a, c y e) y espiga (b, d y f) durante eiqu® critico para la fijacion de granos
en los hibridos templado (a y b), templado x trabic y d), y tropical (e y f)
sometidos a dos regimenes térmicos (control: simsbdkenos; golpe de calor:
simbolos vacios) alrededor de floracion. Los simdoépresentan valores obtenidos
de plantas individuales y las lineas indican loglehms ajustados al limite superior
[lineas punteadas; ecuacion (4.2)] o al centreefiénllenas; ecuacion (4.1)] de la
distribucion de datos. Los parametros que descrifagla relacion se detallan en el
cuadro 4.2.
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Cuadro 4.2. Parametros de los modelos curvilineales ajustadlas respuesta del
namero de granos por planta potencialmente alcéz@GPP) y finalmente
alcanzado a madurez fisiologica (NGP) a cambids ¢éssa de crecimiento de planta
(TCPs0) y espiga (TCkc) durante el periodo critico para la fijacién dargs.

Regresién por minimos cuadrados

Relacion Hibrido

d media bmedia C media l'2

NGP-TCPgz Te 488 a 21a 1.87a 0.47
TeTr 458 a 21a 1.75a 0.46

Tr 502 a 1.8a 0.41b 0.34

NGP-TCEg; Te 557 a 08a 0.19a 0.65
TeTr 437 b 05a 020a 0.76

Tr 596 a 06a 0.14b 0.51

Regresion por el cuantil 99

& potencial b potencial Cpotencial r1

NGPP-TCPpe Te 595 a 05a 177 a 0.15
TeTr 463 b 04a 173 a 0.19

Tr 639 a 1.0a 0.43b 0.22

NGPP-TCEp: Te 611a 04a 0.06 b 0.36
TeTr 490 b 0.2a 0.16a 0.42

Tr 663 a 0.3a 0.09 ab 0.26

Diferentes letras dentro de cada columna y vamahb|astadas indican diferencias
significativas (P < 0.05) entre hibridos (Te: teada; TeTr: templado x tropical; Tr:
tropical). Todos los modelos ajustados medianteesd@n por minimos cuadrados
fueron significativos (P < 0.001).

El NGP registrado a madurez fisiolégica en las glasc control fue similar
entre periodos de calentamiento durante el EXR5 NGP para My 350 NGP para
Mo; promediando entre hibridos), pero no durantexeh 441 NGP para My 243
NGP para M). También se registro similar NGP entre genoti®8 NGP para Te,
326 NGP para TeTr y 368 NGP para Tr NGP; promediagmire experimentos y
momentos), sin embargo, la brecha entre NgP¥? NGP fue menor para el hibrido
TeTr (-140 NGP) que para los hibridos Te (-264 N@R) (-242 NGP). En esta
condicion de crecimiento, la mayor proporcion dep&dida total del NGP fue
atribuida a restricciones no asociadas a la asigmate asimilados hacia la espiga
(i.e., ANGPs; 84% de las pérdidas totales; promedio de lasfagcontrol a lo largo
de todas las combinaciones de tratamientos), yrdgopcion restante (16%) a
cambios en la particién de biomasa a espiga ANGP,).

Golpes de calor alrededor de floracion tuvierorefetto severo sobre el NGP,
especialmente cuando ocurrieron luegaitleng (M»; cuadro 4.3). A pesar de que el
NGPRcp fue menor en las parcelas calentadas que enieslgscontrol, la brecha
entre NGPRP-p y NGP fue mayor en las primeras (-334 NGP patgfomedio a lo
largo de todas las combinaciones de tratamientos)eq las segundas (-215 NGP
para ). La contribucién de cada fuente de variacion rdehero de granos a la
caida en el NGRRp fue de 30% pardNGP,, 16% paraANGP,, y 54% para
ANGPs.

El andlisis de la varianza indicé que las pérdiglasel NGP que pueden ser
atribuidas exclusivamente a los efectos del gofpeador (i.e., EGE EGG y EGG)
fueron mas variables entre momento de calentam{@xd.05) que entre genotipos
(P > 0.10). Sin embargo, se detectaron difereng@amtipicas (P = 0.09) cuando
dichas pérdidas se analizaron en forma conjurda EGG + EGG + EGG), siendo
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Cuadro 4.3. Numero de granos por planta potencialmente altdéazZ®&GPR) y
finalmente alcanzado (NGP), y fuentes de variad€&iM\NGP ANGP,).

Fuente de variacion del NGP
ANGP, EGC, ANGP, EGC, ANGP, EGC,

Exp M H RT NGPR,NGPB, NGP EGC

Expy My Te T 591 525 351 0 -66 -174
Te 542 380 140 -210 -49 -49 -162 -95 -240 -66

TeTr T¢ 460 431 320 0 -28 -112
Te 387 292 125 -195 -72 -72 -95 -67 -167 -55

Tr  Te 627 585 334 0 -42 -251
Te 533 558 339 5 -95 -95 25 67 -219 32

M, Te T 593 512 337 0 -82 -175
Te 554 316 23 -314 -40 -40 -238 -156 -293 -119

TeTr Te 463 457 322 0 -6 -135
Te 457 311 130 -192 -5 -5 -146 -140 -182 -46

T Te 625 615 392 0 -10 -223
Te 589 472 183 -210 -36 -36 -117 -107 -289 -67

Exp, My Te T 586 525 392 0 -61 -133
Te 417 425 108 -284 -169 -169 8 69 -316 -184

TeTr Te 431 452 375 0 21 -7
Te 229 337 144 231 -202 -202 108 87 -193 -116

T Te 615 588 464 0 -26 -124
Te 477 469 200 -264 -138 -138 -8 18 -268 -144

My, Te T¢ 580 495 213 0 -85 -282
Te 477 346 39 -174 -102 -102 -132 -47 -306 -24

TeTr Te 458 337 234 0 -121 -103
Te 406 121 13 -221 -52 -52 -284 -164 -109 -5

T T 573 570 283 0 -3 -287
Te 481 349 93 -190 -92 -92 -132 -129 -256 3

Fuentes de variacion y niveles de significancia

Experimento (Exp) 0.001° ns ns ns 0.001 <0.001 ns ns ns ns
Momento (M} 0.011 0.012 0.004 ns <0.001 <0.001 0.010  0.001 ns  0.050
Hibrido (H) <0.001 <0.001 0.002 ns ns ns 0028 ns <0.0001 ns
Régimen térmico (RT) <0.001 <0.001 <0.001 - <0.001 - <0.001 - <0.0001 -
Expx M ns 0034 0026 0.017 0.024 0.024 ns ns ns 0.006
Exp xH ns 0032 ns ns ns ns ns ns 0.018 ns
Exp x RT <0.001 ns ns - <0.001 - ns - ns -
Mx RT <0.001 0.012 ns - <0.001 - <0.001 - 0027 -
ExpxMxH ns 0.025 ns ns ns ns 0018 ns ns ns
Exp x M x RT ns ns 0.012 - ns - ns - <0.001 -

#Valor P de los efectos simples e interaccionea [za& cuales al menos una variable
fue detectada significativa; ns: no significativvoX 0.05).

ANGP;: variacion en el NGP debido a cambios en g&BNGP,: variacion en el
NGP debido a cambios en la particion de biomasspe& ANGPs: variacion en el
NGP debido a restricciones no asociadas a la as@male asimilados hacia la
espiga; EGC: efecto del golpe de calor; EGEGC sobre las fuentes de variacion
del NGP; NGPR:p. NGPP calculado a partir de TRPNGPRcg; NGPP calculado

a partir de TCkc, Tc: control; Te: estrés por golpe de calor; Te: templado; Tr:
tropical; TeTr: Te x Tr.

mayor para el hibrido Te (-245 NGP; promediandoecekxperimentos y momentos
de calentamiento) que para los hibridos TeTr ({8BP) y Tr (-165 NGP). Dichas
pérdidas del NGP representaron caidas respectmtéibtde 77% para Te, 69% para
TeTr y 44% para Tr (promediando entre experimentosmomentos de
calentamiento). Las diferencias observadas paearastjo entre los hibridos Te y Tr
fueron atribuibles a cambios en la particion daraisa a espiga (i.e EGOe —
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EGGC, Tr = -20 NGP) y a restricciones no asociadas aslgnacion de asimilados
hacia la espiga (i.e EGOe — EGG Tr = -60 NGP).

Generalmente, el efecto del golpe de calor sobNG# debido a caidas en la
TCPqc (i.e., EGG) fue mayor cuando el estrés ocurrié en etapasgwevfloracion
que en etapas posteriores, mientras que la regpapsesta se evidencio para el
efecto del golpe de calor sobre el NGP debido #@acianes en la particion de
biomasa a espiga (i.e., EQClIncluso, los efectos positivos del golpe de rcalo
durante M sobre la particibn de biomasa a espiga (descrigvigmente en la
seccion 4.3.1) determinaron incrementos ANGP, respecto al control v,
consecuentemente, valores positivos de EG&relacion establecida entk®lGP; e
indice de particién fr= 0.85; figura 4.4) permitié identificar un valde IP umbral
(0.25) por encima del cual no se registran perdigh&IGP atribuibles a caidas en la
particion de asimilados hacia la espiga. Por stepat efecto del golpe de calor
sobre el NGP debido a restricciones no asociatlaasignacion de asimilados hacia
la espiga (i.e., EG4} fue mayor cuando el calentamiento ocurrié durditeque
durante M en el Exp. Sin embargo, esta tendencia no pudo evidenciansnte el
Exp, debido a los altos valores ddNGP; registrados en las parcelas, M T¢
(cuadro 4.3).

Figura 4.4. Relacién entre la variacion en el nimero de grgooplanta atribuida a
cambios en la particion de biomasa a espifdG3P,) y el indice de particion de
biomasa a espiga (IP). Los datos correspondensahfl@idos de maiz de fondo
genético contrastante (Te: templado, Tr: tropid&jr: Te x Tr) sometidos a dos
regimenes térmicos €Tcontrol; Te: golpe de calor) alrededor de floracion durante
dos afios experimentales.

200
ANGP,= 67 {1 - exp[-(IP - 0.014)/0.25]}
r= 0.85, P<0.001
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4 .4. Discusion

Se observaron diferencias genotipicas para la rreaglerlos rasgos estudiados
en las parcelas control. EI NGRP calculado para cada hibrido fue levemente
inferior al maximo NGP esperado a altas F&Re., parametr@potencia), €Xistiendo
diferencias genotipicas para dicha variable. Pdada, estos resultados indican que
la mayor parte de los individuos en la parcela robrélcanzaron altas TGP
(Andrade et al., 1999) y presentaron tamafos da&gdamuy uniformes entre ellos
(Maddonni y Otegui, 2004). Por otra parte, ponemadaifiesto que las diferencias
entre hibridos en NGREs estuvieron asociadas a diferencias genotipicaslen e
parametra@potencias PEro NO a diferencias en la respuesta poteneld@P a cambios
en la TCRc (i.e., parametr®,oencia) 0 €n el umbral minimo absoluto de T&gPor
debajo del cual un individuo resulta estéril (iparametrcyoencia). Las diferencias
observadas en el parametigyencia podrian estar asociadas a diferencias en el
tamano potencial de espiga (i.e., flores por e3pifgaen la fijacion de granos a altas
TCPsc. ElI mejoramiento genético no provocdé mejoras S§itativas en el
rendimiento potencial por planta en hibridos temipéade Estados Unidos (Duvick y
Cassman, 1999; Duvick, 2005), pero si existen enids de mejoras genéticas en
estos rasgos para hibridos canadienses (Tollehaar 2992) y argentinos (Echarte
et al., 2004; Luque et al., 2006). En esta tedifiilmido TeTr presenté el menor
NGPPRcp, pero su NGP fue similar a aquellos registradasig® otros genotipos.
Esto fue el resultado de su menor brecha entre N§PRP NGP, ampliamente
atribuible a su baja pérdida de granos debido &igeisnes no asociadas a la
asignacion de asimilados hacia la espiga AHGP;). Este resultado es confirmado
por el mayor coeficiente de determinaciéon de laciéh NGP-TCIc registrado para
el hibrido TeTr en comparacion con los restantdsridds. Las diferencias
genotipicas en la magnitud ABIGP; pueden ser inherentes a cada genotipo debido a
que todos los hibridos crecieron bajo condiciomebientales similares alrededor de
floracion (seccién 3.3.1) y no existieron diferewci genotipicas en rasgos
relacionados a eventos florales, como la dinamedlatacion o la duracion del
intervalo antesis-silking (estos rasgos seran adals en el Capitulo 5).

Las variaciones en TGP0 en TCEkc brindaron una explicacién aceptable de
la variacién observada en el NGP, coincidiendo @wos estudios a nivel de planta
individual sobre la determinacion del nimero dengsaen maiz bajo distintos
estreses abioticos (Echarte y Tollenaar, 2006; @réa et al., 2008; Rossini et al.,
2011). El establecimiento de dichas relaciones mEnmanifiesto que una parte de
las pérdidas en el NGP debidas al golpe de calensgentra asociada a variaciones
en la produccion de asimilados y a la particiorasienilados hacia la espiga, segun
fue demostrado previamente para un hibrido simglergyen templado (Cicchino et
al., 2010b).

El golpe de calor alrededor de floracion provocduceiones severas en el
NGP, las cuales estuvieron principalmente asociadasidas en la TGP (i.e.,
ANGP)). Dicha fuente de pérdida de granos también ha cithsiderada como la
principal determinante de caidas del NGP provocpde déficits hidricos o
nitrogenados (Muchow y Davis, 1988; Uhart y Andraii®95b; Andrade et al.,
2002). Sin embargo, esta generalizacion resultianio incierta e incompleta dado
gue (i) no se sustenta en términos cuantitativ(i§), ignora la existencia de pérdidas
gue no estan asociada a la asignacion de asimilzaina la espiga (i.eAKNP3).
Los efectos del golpe de calor solxBIGP; (i.e., EGG) fueron similares entre
hibridos, dado que no existieron diferencias geigas en el patron de respuesta del
NGP a variaciones en la TPy en la magnitud del efecto del estrés sobre IB-EC
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Dejando de lado estos resultados, cabe destacalagerastencia de una relacion
curvilineal entre el NGP y la TGRdetermina que los efectos negativos del golpe de
calor sobre la fijacion de granos no sélo deperdieta habilidad de los genotipos
para minimizar las reducciones en la F€Pajo condiciones de estrés, sino también
del rango de TGR que exploran los individuos a lo largo de dichlagién. Esto
altimo sugiere que aquellas practicas de manejalgterminen altas TGRprevio a

la incidencia del golpe de calor, como baja demkida siembra y adecuada
provision de nutrientes, podrian contribuir a rédecEGG.

Un aspecto relevante de este trabajo fue la ci@adidn de las variaciones en
el NGP debido a cambios en la particion de bionsmsapiga (i.e.ANGP,), y su
relacién robusta {r=0.85) con un indice representativo de la asigmade biomasa
a espiga (IP) durante el periodo critico parajéifin de granos (figura 4.4). Dicho
hallazgo permitio identificar un valor critico dB para evitar pérdidas de granos
asociadas a la particién de asimilados a espigaydbconstituye un avance respecto
a la aproximacion clasica basada en el estudigpamtente de las relaciones NGP-
TCPsc Y NGP-TCEc (Echarte y Tollenaar, 2006; Pagano et al., 200Andrea et
al., 2008; Cicchino et al., 2010b; Rossini et 2011). Generalmente, se registraron
valores negativos dANGP, tanto en las parcelas de estrés como en las aarcel
control. Esta respuesta podria ser atribuida &#dgss valores de indice de particion
registrados en esta tesis, probablemente asocadmapleo de fechas de siembras
tardias (Otegui et al., 1995b) con el fin de evighrsobrecalentamiento en los
tratamientos estrés. Debido a esta restriccionsessultados no serian comparables
con los obtenidos a partir de hibridos cultivadosue ambiente similar pero en
fechas de siembra tempranas (Pagano y Maddonnr, Zgssini et al., 2011), los
cuales suelen registrar altos valores de indiceadécion (ca. 0.4-0.5). La robustez
del ajuste entre IANGP, y el IP tampoco pudo ser verificada con antecedent
previos debido a que este enfoque ha sido desatoodin esta tesis.

A pesar de que el golpe de calor redujo la displaalol de asimilados por
planta durante el PC, la particibn de biomasa &aspo varid considerablemente,
registrandose un bajo EGCEsta respuesta fue opuesta a aquella esperada par
condiciones de sequia (Hall et al., 1981; NeSmiRitghie, 1992a), deficiencias de
nitrégeno (Uhart y Andrade, 1995b; D'Andrea et &008) o densidades
supradptimas (Edmeades et al., 1993), donde sabkmrvarse caidas en la particion
de asimilados hacia la espiga cuando se produceucg®nes severas en la
disponibilidad de recursos por planta antes denfesss. El bajo efecto del golpe de
calor sobre el indice de particion y MNGP, seria atribuible a pérdidas en la
dominancia por asimilados de la panoja y entrensdpsriores respecto a la espiga.
Esto podria deberse a una mayor severidad del gelpalor sobre los érganos que
ocupan posiciones superiores dentro canopeo (@n@jas de maiz y sorgo, espigas
de trigo y cebada, capitulo de girasol), los cuakxsben una mayor carga de
radiacion solar (Monteith y Unsworth, 1990) y expmmtan un mayor incremento
de temperatura que aquellos 6rganos posicionadds gorcion media y basal del
canopeo, entre los que se encuentra la espiga ide(iigara 3.2). La restriccion al
crecimiento de la panoja puede incluso favorecgraldicion de biomasa a espiga
(Cicchino et al., 2010b), tal como ha sido evidadoi para el hibrido tropical
priori, seria esperable que dicho efecto fuese mas iameren genotipos con alto
porte y excesivo tamafio de canopeo (Grogan, 19%@ited et al., 1969) como
muchos maices tropicales (Fischer y Palmer, 198gta especulacién no pudo ser
verificada a partir de los resultados de esta téato que no existieron grandes
diferencias de tamafo entre los genotipos anal&zado
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La segunda fuente de variacion del numero de gnadssimportante que pudo
ser atribuida exclusivamente al golpe de calorvesaisociada a factores limitantes
gue no estan relacionados en forma directa cosi¢gacion de asimilados hacia la
espiga (i.e., EG§}. Muchos estudios sobre el efecto del golpe der adtededor de
floracion identificaron a la polinizacion, la féizacion y la fijacion de granos como
los procesos reproductivos de mayor sensibilided demperaturas supradptimas en
cereales (Barnabas et al., 2008). Las fallas déipation en maiz han sido
asociadas a efectos negativos del golpe de cdioe da liberacién (Schoper et al.,
1987) y viabilidad (Herrero y Johnson, 1980; Schoee al., 1986; Mitchell y
Petolino, 1988) de polen, pero no con la recemyide los estigmas (Dupuis y
Dumas, 1990). Los efectos del estrés sobre el mdsade flores y la dinAmica de
emision de estigmas no han sido evaluados hast@mlento y el tema sera tratado
en el Capitulo 5. El EG{®bservado en este capitulo no estaria asociaaltatid de
polen viable debido al agregado de polen frescardarel periodo de emision de
estigmas. Tampoco se deberia a fallas de fertifimadado que los estigmas
interrumpieron su crecimiento a las 24 hs de priolduta polinizacion (Bassetti y
Westgate, 1993a; Bassetti y Westgate, 1993b). Esth informacion nos permite
suponer que el EGCse encuentra mediado por restricciones en el mdsade
flores femeninas, un menor crecimiento de las mssyia un mayor aborto de los
granos fecundados. Esta fuente de pérdida de gfaposiempre superior para el
hibrido Te que para los genotipos con fondo genétimpical (TeTr y Tr), lo cual
permite aceptar la tercer hipotesis de esta tesis.

4.5. Conclusiones

El golpe de calor tuvo un efecto severo sobre I®FF la TCEc, pero no
afectd considerablemente la particion de biomasas@ga. Los hallazgos mas
destacables de este capitulo fueron (i) el desardel una aproximacién novedosa
basada en rasgos ecofisiolégicos para estudidudsdes de pérdidas del NGP en
condiciones de campo, y (ii) la identificacién dsgos asociados a la tolerancia al
golpe de calor entre genotipos de fondo genéticarastante. El desarrollo de la
nueva aproximacion permitié identificar a las caiéa la TCP: como la principal
fuente de reduccién del NGP ante la incidencia dpes de calor alrededor de
floracion (47% del total de las pérdidas del NGE)a pérdida de granos fue seguida
por aquellas mediadas por restricciones no asxiada asignacion de asimilados
hacia la espiga (32%) y por cambios en la partidiérbiomasa a espiga (21%). La
mayor tolerancia al golpe de calor del hibrido izap estuvo principalmente
asociada a restricciones en el desarrollo de fltme®ninas, un menor crecimiento
de las mismas y/o un mayor aborto de los granosntisdos (i.e.ANGPs). La
identificacion de este rasgo no hubiese sido pegiolr medio del andlisis de las
relaciones NGP-TGR y NGP-TCEkc en forma independiente. Esto destaca la
importancia de la nueva aproximacion como una heemta para mejorar la
eficiencia de seleccion de genotipos en los progsade mejoramiento genético de
maiz.
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CAPITULO 5

Efecto del golpe de calor alrededor de floracion &oe la fijacion de

granos de hibridos de maiz de origen templado y tpical®*

>IE| contenido de este capitulo fue publicado endRatt Edreira, J.l., Budakli
Carpici, E., Sammarro, D., Otegui, M.E., 2011. Heagss effects around flowering
on kernel set of temperate and tropical maize kigbifrield Crops Res. 123, 62-73.
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5.1. Introduccion

En el capitulo anterior se puso en evidencia lastencia de diferencias
genotipicas en la respuesta al golpe de calor lpadaterminacion del numero de
granos, la cual estuvo principalmente asociadaiacranes del numero de grano no
asociada a la asignacion de asimilados hacia igee§iNGPs). Ciertos atributos a
nivel de 6rgano (espiga) podrian dar una explicad® las causas de esta respuesta,
como un menor grado de desarrollo floral alcanzdoomento de la floracion (i.e.,
el NGP estaria condicionado por el nimero de flomapletamente desarrolladas
por espiga), una menor exposicion de estigmasymwafde las chalas o atraso en la
aparicion de estos respecto a la emisién de pakenfalla de polinizacién), y/o un
mayor aborto de flores polinizadas (i.e., limitag@e metabdlicas). De no haberse
realizado polinizaciones manuales, los efectosresveel golpe de calor sobre la
disponibilidad de polen viable (seccidén 1.2.1.21piesen incrementado BENGP;
(Herrero y Johnson, 1980; Mitchell y Petolino, 19B8ipuis y Dumas, 1990), a tal
punto que podria no haberse registrado fijacibngoenos. Por otra parte, la
sincronizacion entre la fecha de apertura de amtede receptividad de los estigmas
(i.e., intervalo antesisiking) no parece imponer limitaciones serias a la prdicion
en condiciones de golpe de calor (Cicchino et 2010b), aunque esta respuesta
podria diferir entre genotipos de fondo genéticatrastante. El objetivo de este
capitulo fue (i) estudiar la dinamica floral y dmisiéon de estigmas en hibridos de
maiz de origen templado y tropical sometidos a eplpe calor alrededor de
floracion, y (ii) analizar las causas subyacentesas diferencias genotipicas
observadas eANGP;.

5.2. Materiales y métodos

El disefio experimental y los tratamientos impues$t@son detallados en el
Capitulo 2. En el presente capitulo se incluyerogigtrovenientes de todas las
combinaciones de tratamientos y afios experimentagseptuando al tercer
momento de incidencia de los regimenes térmica$. (8 incluyen a continuacion
detalles sobre mediciones y calculos particulazebzados para la caracterizacion de
los atributos de interés en este capitulo.

5.2.1. Mediciones y calculos
5.2.1.1. Dindmica de floracion y emergencia deyesds

Al estado ontogénico de;V se marcaron cuarenta y seis plantas por parcela.
En cada una de estas plantas se registro la fechatdsis (i.e., al menos una antera
visible) y silking (i.e., al menos un estigma visible). El progresodichos eventos
fue descrito mediante una funcién sigmoidea [ecuma(b.1)] ajustada al conjunto de
datos de cada evento floral (Lizaso et al., 2003).

a
Prop= T opleoA (5.1)

donde Prop es la proporcion de la poblacion detadanue alcanza el evento floral,
es la maxima proporcion de la poblacion que alcahzvento de floraciém es el
tiempo al 50% del valor representado por el pardone(en dias)c es parametro
asociado a la pendiente. El intervalo antegsisng de la poblacion de plantas
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(IASpp) fue calculado para cada parcela como la difegedeitiempo (en dias) entre
la fecha en que se alcanza el 50%itleng y el 50% de antesis. Para comparar entre
tratamientos, los datos de ambas floraciones (metesis Yy silking) fueron
estandarizados en cada combinacion de M x H, tdaien cuenta la fecha de inicio
de antesis del tratamiento control. El dia prediongio de antesis en la espiga
principal fue denominado dia cero (dia 0).

Tres plantas marcadas de cada parcela fueroradtiiézpara realizar un conteo
de estigmas (sélo en el BEXpEstas plantas fueron seleccionadas de diferentes
percentiles de la poblacion segun la fecha de émide estigmas con el fin de
incluir la variacion esperada entre individuos stelnd(Borras et al., 2007; Pagano
et al., 2007; Borras et al., 2009). Las plantasfeoha desilking temprana, promedio
y tardia correspondieron al 25, 50 y 75% de la gwbh. En cada una de estas
plantas se corto la seccion de los estigmas expyest fuera de las chalas de la
espiga principal. Los cortes fueron realizadogiahgr (dia 2), tercer (dia 4) y quinto
(dia 6) dia después de observar la emision deleprastigma (dia 1). En cada fecha
de muestreo, se contabilizaron los nuevos estigempsiestos (i.e., aquellos con
estigma bifido) a partir de los cuales se establexidinamica de emergencia de
estigmas (Céarcova et al., 2000). El nimero totatstymas expuestos en la espiga
principal (NTEE) fue calculado como la suma de todos estigmas nuevos
expuestos al dia 6. En cada combinacion M x Hyelaro de estigmas expuestos en
cada fecha de muestreo fue referido al maximo NTEEla parcela, el cual
usualmente correspondio a las plantas sitking temprano de las parcelas control.
Al dia siguiente de finalizar los muestreos degeséis (dia 7), las espigas fueron
cosechadas para contabilizar el numero total dedlaesarrolladas en la espiga
principal (NTFE). En ambos afios experimentales,cegecharon diez espigas
adicionales entre Ry R, para ampliar el recuento de NTFE. En estas espé&las
namero de flores completamente desarrolladas éigeiellas con un estigma visible
de al menos 1 mm de longitud; Céarcova et al., 20@8)contado en dos hileras de
espiguillas opuestas a lo largo de la espiga. Elryaomedio de dicho conteo fue
multiplicado por el nimero de hileras de espigsilf@or espiga para obtener el
NTFE. Durante el Exp el NTFE del tratamiento Mfue sélo medido en el
tratamiento control y se asumié que dicho valor ref@esentativo del NTFE del
tratamiento de estrés. Este supuesto se susterlahenho de que la diferenciacion
de flores finaliza ersilking (Ruget y Duburcqg, 1983; Fischer y Palmer, 1984), o
inmediatamente antes diking (Otegui, 1997; Otegui y Melon, 1997). EI NTFE fue
medido en todas las combinaciones de tratamient@nte el Exp

El nimero de granos en la espiga principal (NGE)dontabilizado a madurez
fisiologica. EI NGE fue igual al NGP debido a que se registraron espigas
subapicales. La fijacion de granos en la espigaadfFGE) se computé como el
cociente entre (i) NGE y NTFE (F@EY (i) NGE y NTEE (FGE). El nimero de
espigas granadas por plantas (i.e., prolificidahbién fue calculado a madurez
fisiologica. Todas las espigas con al menos unogfgado fueron consideradas
granadas.

5.2.1.2. Fuentes de pérdida del nUmero de granosspma

Se establecieron tres fuentes de pérdidas entrendpiero de granos
potencialmente alcanzable (i.e., NTFE) y el finalteealcanzado (i.e., NGE). La
primera fuente de pérdida (Pérdida 1) fue atribiadaaidas en el NTFE (i.e.,
restriccidon morfogénica a nivel de yema axilartafsgerdida fue considerada nula en
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las parcelas control y computada como se detalla enuacion (5.2) en las parcelas
de estrés.

NTFE Tc— NTFE Tg
NTFE T¢

Pérdida 1 Tg = (5.2)

La segunda pérdida (Pérdida 2) correspondio adpgpcion de flores que no
lograron exponer sus estigmas por fuera de lasliak., falla en la polinizacién).
Esta pérdida fue computada para cada combinacifratdeniento segun se indica en
la ecuacion (5.3).

NTEE

Pérdida2 =1 —
NTFE

(5.3)

La tercera pérdida (Pérdida 3) representé la podmoide estigmas polinizados
que no produjeron granos, y fue computada para caaddinacion de tratamiento
segun se indica en la ecuacion (5.4)

NGE

Pérdida3 =1 —
NTEE

(5.4)

Esta fuente de reduccion del NGE fue consideradaocrepresentativa del
aborto de granos (Westgate y Boyer, 1986a; Otegul.e 1995a) dado que se
realizaron polinizaciones diarias con polen fresobre los estigmas de todas las
parcelas calentadas (ver seccion 2.2), y se ob&ziméerrupcion del crecimiento de
los estigmas a las 24 hs de producida la polinimagndicador indirecto del éxito en
la polinizacion; Bassetti y Westgate, 1993a; Badisg&lestgate, 1993b).

La pérdida absoluta del NGE fue computada segéaauacion (5.5).

NGE

Pérdida absoluta =1 —
NTFE Tc

(5.5)

donde NGE corresponde a cada combinaciéon de tretéon{i.e., M x H x RT) y
NTFE Tc corresponde a la parcela control de cada comldnatg M x H.

El efecto del golpe de calor sobre algunas de ltables analizadas se
computdé como la diferencia entre los valores obnien las parcelas de estrés y
control.

5.2.2. Andlisis estadistico

El efecto de los tratamientos y sus interaccionesoh evaluados a través de
los experimentos mediante analisis de varianzae&8ed un test-t para analizar las
diferencias entre medias y andlisis de regresida paaluar las relaciones entre
variables. El ajuste de los modelos se realiz6 ameliel paquetals de R (R-
Development-Core-Team, 2011).

5.3. Resultados
5.3.1. Dindmicas de floracion

El golpe de calor afectd las dinamicas de floracigmovocando diferencias
significativas (P < 0.05) entre regimenes térmignodos parametros que definen la

funcién sigmoidea (cuadro 5.1). En general, esfaseticias fueron mayores cuando
los regimenes térmicos contrastantes ocurrieroandeirM que durante I sin
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registrarse diferencias significativas entre ggrusti EI golpe de calor redujo (P <
0.005) la proporcion de plantas que alcanz6 antesiking de todas las parcelas de
estrés, siendo la floracion masculina mas sensillbes temperaturas supraéptimas
qgue la floracion femenina (cuadro 5.1). Los efedae$ golpe de calor sobre los
organos masculinos fueron muy notorios, evidencéaghanojas de menor tamafio y
con escasa o nula cantidad de anteras visiblesdiapion visual). La proporcion de
plantas calentadas que alcanzé antesis fue siemteg momentos de calentamientos
durante el Exp (0.76 para My 0.86 para M promediando entre hibridos), pero
difiri6 marcadamente durante el EX0.07 para My 0.87 para M). Por su parte, la
proporcion de plantas estresadas que alcaiizidg fue similar entre momentos de
calentamiento y afios experimentales (0.86 pary B89 para Men el Exp; 0.92
para M y 0.91 para Men el Exp).

La incidencia de golpes de calor alrededor de ¢iéraprovoco retrasos en la
fecha de ocurrencia de ambos eventos floralesrdstido efecto del golpe de calor
durante prefloracion sobre la dinamica de antesisek Exp (cuadro 5.1),
imposibilitd el ajuste de la ecuacion (5.1) a letod y, consecuentemente, el
establecimiento de comparaciones estadisticas edfmenes térmicos. Debido a
esta restriccion, el efecto del golpe de caloresddifecha de ocurrencia de antesis y
el intervalo antesisilking sélo pudo evaluarse en el Exftn esta condicion de
crecimiento, los retrasos en la fecha de antesisfaéron significativos cuando el
calentamiento ocurrié en etapas previas a floradidnmagnitud de este efecto fue
de 7.6 dias para My 0.5 para M (promedio entre hibridos) cuando el célculo se
realizo teniendo en cuenta la diferencia entremmegés térmicos en el parameito
Esta diferencia fue de 8.4 dias para M0.6 dias para Mcuando se consideré la
fecha de antesis del 50% de la poblacion totalldetgs de cada régimen térmico
(datos no mostrados). EI mismo andlisis aplicadoeanto desilking reveld
diferencias entre las parcelas control y de esteé§) 2.8 dias para My 0.8 dias
para M cuando el analisis se baso6 en el parametso(ii) 4.1 dias para My 0.5
dias para M cuando el andlisis consideré el 50% de la poltadé plantas. Las
tendencias descritas del efecto del golpe de catdire los eventos florales
determinaron reducciones significativas (P < 0.0&) IASer en las parcelas
calentadas durante prefloracion (-5.3 dias), peremlas parcelas estresadas durante
postfloracion (-0.2 dias). Este efecto no pudoesatuado estadisticamente durante
el Exp debido a las mencionadas fallas de antesis.

Las temperaturas supraoptimas redujeron (P < @l0%mo de progreso (i.e.,
parametroc) de ambos eventos reproductivos durante el,.E$n embargo, la
interaccion M x RT detectada para ambos eventoaldél® indicd que las diferencias
entre regimenes térmicos solo fueron significatm@ando el estrés ocurrié durante
prefloracion. Los valores del parametraegistrados para los distintos regimenes
térmicos aplicados durante prefloracion en el ogeilaron entre (i) 1.19 paraV
0.64 para € considerando la dinamica de antesis, y (i) 1L.&hpg: y 0.73 para &
considerando la dindmica diking.

5.3.2. Numero de flores potencial y dinAmica dergercia de estigmas

El golpe de calor en prefloracion redujo el NTFEambos experimentos (-
15.5% en Expy -9.1% en Exg P < 0.001; cuadro 5.2). Sin embargo, la intedacci
M x H x RT detectada para este rasgo durante el &g 0.008) indicd que dicha
caida fue siempre significativa para los hibridosTITy Te. Las reducciones
mencionadas en el NTFE determinaron diferenciatogrvalores de la Pérdida 1
entre regimenes térmicos (Pérdida g 5T Pérdida 1 & P < 0.007; cuadro 5.3).
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Cuadro 5.1. Parametros que caracterizan la dinamica de antegigng y duracion
del intervalo antesisiking de la poblacion de plantas (1A%

Exp M H RT Antesis Silking IASes
a b ¢ a b c
d d

Exps, M; Te Te 1.00 2.85 0.70 0.99 3.78 0.77 -0.33

Te 0.64 12.38 1.45 0.82 7.21 1.50 -8.00

TeTr Te¢ 0.99 2.56 0.61 0.97 2.64 0.65 -1.00

Te 0.97 10.23 1.18 0.78 6.04 221 -3.00

Tr Tc 0.99 3.35 0.60 1.00 3.96 0.76 -0.67

Te 0.68 9.10 0.94 0.99 5.61 1.20 -7.00

M Te Te 1.00 3.26 0.87 1.00 4.95 1.59 1.33

Te 0.71 51 21 0.83 5.81 1.06 1.50

TeTr  Tc 1.00 4.05 0.72 1.00 4.57 1.21 0.67

Te 0.88 3.55 0.63 0.89 4.36 1.1 1.00

Tr Te 0.99 2.84 1.06 0.98 5.21 1.05 3.00

Te 0.98 3.15 1.01 0.92 6.94 1.18 2.00

Expz M: Te Tc 1.00 3.50 0.78 1.00 2.47 127 -1.00

Te  (0.00)2 - - 0.85 6.68 1.04 -

TeTr T¢ 0.95 3.12 0.43 0.99 3.07 129 0.33

Te  (0.18) - - 0.91 7.1 1.38 -

Tr Tc 1.00 3.27 0.68 0.98 4.38 0.98 1.00

Te (0.04) - - 1.00 8.85 1.28 -

M Te Te 1.00 3.92 1.00 0.97 458 i1 1.00

Te 0.86 4.37 0.76 0.89 5.64 1.16 1.00

TeTr T¢ 0.99 1.86 0.47 0.96 1.86 0.60 0.00

Te 0.82 1.89 0.63 0.93 1.45 0.53 -1.00

Tr Te 0.96 2.96 0.72 0.96 3.99 0.89 1.67

Te 0.94 4.00 0.71 0.91 4.43 1.55 1.67

Fuentes de variacion y niveles de significancia

Exps Exp: Expz Exp: Exp; Exps Exps Exps  Expi Expz

Experimento (Exp) 0.008" ns ns ns
Momento (M) 0.001 0.002 - ns - ns ns ns 0.009
Hibrido (H) ns ns ns ns ns ns 0.007 ns ns ns

Régimen térmico (RT) <0.001 <0.001 ns 004 ns <0.001 <0.001 0.002 0.002 ns

Expx M 0.003 - ns 0.015 ns -
Exp x RT <0.001 - - - - ns ns ns -
M x H ns ns - ns - ns ns 0.01 ns
M x RT <0.001 <0.001 - 0.002 - ns <0.001 0.004 0.003
HxRT ns ns ns ns ns 0.011 ns ns ns ns
ExpxM=xH ns - - - - ns 0.031 ns -
Exp x M x RT <0.001 - - - - ns ns <0.001 -

% Proporcién de la poblacion que alcanza el eveatfiadacion computada como el

cociente entre plantas que alcanzan antesis yatld® plantas analizadas.

® Valor P de los efectos simples e interaccionea [gar cuales al menos una variable
fue detectada significativa; ns: no significativvoX 0.05).

a: maxima proporcion de la poblacion que alcanzavehto de floraciény: tiempo

al 50% del valor representado por el parametro parametro asociado al ritmo de

progreso de la dinamica floral;cT control; Te: estrés por golpe de calor; Te:

templado; Tr: tropical; TeTr: Te x Tr.



61

Cuadro 5.2.Determinantes del numero final de granos en laagpincipal (NGE),
fijacion de granos en dicha espiga (RB¥Epérdida de granos.

Exp M H RT NTFE NEE MNTEC prolificidad NGE FGE, FGE, /0998  Eggc
NTFE absoluta
Expn My Te Tc 682 . - 083 351 052 - 049
Te 570 . - 078 10 025 - 080 031
Tele Tc 670 . - 100 320 048 - 082
e 52 . - 08 125 024 - 081 029
T T 687 i - 0% 33 049 - 051
Te 632 : - 100 339 054 - 051 -001
My Te Tc 780 . - 083 337 043 - 087
e 780° . - 018 23 003 - 097 040
TeTr Tc 635 . - 100 32 081 - 049
Te 63 : - 067 130 021 - 080 030
L P < . - 0% 32 08 - 047
e 7% - - 08 183 025 - 075 028
Exp My Te Tc 668 515 077 100 392 059 076 041
Te 599 404 067 067 108 018 027 084 043
TeTr Tc 627 481 072 096 375 060 084 040
Te 52 380 073 085 144 028 038 077 037
T T 715 591 083 100 464 065 079 035
Te 708 495 070 093 200 029 042 072 037
My Te To 727 581 080 093 213 030 037 071
Te 678 452 067 022 39 006 010 095 024
TeTr Te 650 529 082 100 234 036 042 064
e 710 438 062 019 13 002 003 098 034
T T 723 571 079 100 283 033 049 061
Te 722 47 065 070 93 013 020 087 026

Fuentes de variacion y niveles de significancia
Exps Exp. Expz Expz Exps Exps Exps Exp:z Exps Exps

Experimento (Exp) - - - - ns ns ns - ns ns
Momento (M) - ns 0.046° ns 0.014 0.004 0.002 0.001 0.003 ns
Hibrido (H) ns 0.015 ns ns <0.001 0.002 0004 ns 0.013 ns
Régimen térmico (RT)  <0.001 0.011 <0.001 0.005 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 -
Expx M - - - - ns 0026 0034 - 0.031 0.012
Exp x RT - - - - 0.021 ns ns - ns -
M x H - ns ns ns 0.021 ns ns ns ns ns
M x RT - 0.005 ns ns <0.001 ns ns ns ns -
HxRT ns ns ns ns 0.001 ns ns ns ns -
ExpxMxH - - - - ns 0012 0.014 - 0.009 -
Exp x M x RT - 0.008 ns ns ns ns ns ns ns -

#No hubo distincion entregly Te durante M del Exp (i.e., s6lo se midi6 el NTFE
en Tc)

® Valor P de los efectos simples e interaccionea [gar cuales al menos una variable
fue detectada significativa; ns: no significativvoX 0.05).

EGC: efecto del golpe de calor; FGHijacion de granos en la espiga principal
calculada en base al NTFE; F&Ejacion de granos en la espiga principal caldala
en base al NTEE; NTEE: numero total de estigmagsgidues por fuera de las chalas
en la espiga principal; NGE: nimero de granos @spaega principal; NTFE: nUmero
total de flores desarrolladas en la espiga primcipéardida absoluta: falla en la
fijacion de granos respecto al NTFE de referenicga, (@quel valor de NTFE de la
parcela control correspondiente)c: Tcontrol; Te: estrés por golpe de calor; Te:
templado; Tr: tropical; TeTr: Te x Tr.
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Por su parte, el NTEE varié considerablemente coomsecuencia de las distintas
combinaciones de tratamientos (cuadro 5.2). Losim@x valores de NTEE
correspondieron al hibrido Tr (BrTe> TeTr; P = 0.067), el tratamiento control (P
< 0.001) y el M (P < 0.05), sin detectarse efectos de interacsignificativos.
Cuando los datos fueron referidos al maximo NTEEatéa combinacion de M x H
(figura 5.1), pudo observarse que la maxima praporde estigmas emergidos fue
siempre (i) superior y muy uniforme§3.5% del maximo) para las plantas control, y
(i) inferior para las plantas calentadas que aaasilking tardiamente (varié entre
51.9% para M x Tr y 78.4% para M x TeTr). El NTEE presentd6 una amplia
variacion entre las plantas calentadas, con ragge®scilaron entre 51.9% y 99.1%
para plantas que alcanzarsitking en forma tardia o temprana, respectivamente. El
golpe de calor tuvo un efecto mayor sobre la dicarde exposicion de estigmas de
las plantas que entraron eilking mas tardiamente, especialmente cuando el
calentamiento se produjo durante Migura 5.1). Las temperaturas supradptimas
redujeron la proporcion de flores desarrolladas lggearon exponer sus estigmas
por fuera de las chalas (i.e., NTEE/NTFE; cuadr),5independientemente del
momento del incidencia del estrés o del genoti@duado (0.67 paragly 0.79 para
Tc). Consecuentemente, se produjo un aumento sigtivicde la Pérdida 2 (32.5%
para Ey 21.1% para d; P = 0.005; cuadro 5.3). Dicho efecto fue mayancio el
golpe de calor ocurri6 durante postfloracib.5%) que en etapas previas a
floracion (7.8%).

Cuadro 5.3.Fuentes de pérdida entre el niumero de granosgatgrel logrado.

M H RT Experimento 1 Experimento 2
Pérdida1 EGC Pérdidal EGC Pérdida 2 EGC Pérdida 3 EGC
M, Te Te 0.00 0.00 0.23 0.24
Te 0.16 0.16 0.10 0.10 0.33 0.10 0.73 0.49
TeTr Tec 0.00 0.00 0.28 0.17
Te 022 022 0.17 0.17 027 -0.01 0.62 0.45
Tr Tc 0.00 0.00 0.17 0.22
Te 0.08 008 0.01 0.01 0.30 0.13 0.60 0.38
Mz Te Te - 0.00 0.20 0.63
Te - - 007 007 0.33 0.13 0.91 0.28
TeTr Tc - 0.00 0.19 0.56
Te - - -0.03 -0.09 0.38 0.19 0.97 0.41
Tr Te - 0.00 0.21 0.50
Te - - 0.00 0.00 0.35 0.14 0.80 0.30
Fuentes de variacién y niveles de significancia
Momento (M) - - 0.0092  0.00 ns 0.05 0.01 ns
Hibrido (H) - ns ns ns ns ns ns ns
Régimen térmico (RT  <0.001 - 0.01 - 0.01 - <0.001 -
Mx H - - 0.02 0.02 ns ns ns ns
M x RT - - 0.00 - ns - ns -
Hx=xRT ns - ns - ns - ns -
M x H x RT - - 0.00 - ns - ns -

#Valor P de los efectos simples e interaccionesnmsignificativo (P > 0.05).

EGC: efecto del golpe de calor; Pérdida 1: debidedacciones en el numero de
flores desarrolladas; Pérdida 2: debido a fallalemision de estigmas; Pérdida 3:
debido al aborto de granosg:Tcontrol; Te: estrés por golpe de calor; Te: templado;
Tr: tropical; TeTr: Te x Tr.
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5.3.3. Prolificidad y numero final de granos

El golpe de calor alrededor de floracién redujo<(R®.001; cuadro 5.3) el
namero de espigas granadas por planta, siendoassfe mas severamente afectado
durante el Exp(-40% respecto al control, promediando entre maoseea hibridos)
que durante el Exp(-23%). Los efectos de interaccién detectadoscardn que la
prolificiad fue (i) < 1 para todas las combinaciones de tratamientes, (Mo
existieron segundas espigas fértiles), (i) siméatre experimentos, momentos e
hibridos para plantas no calentadas, y (iii) méstatla por calentamientos durante
M, (0.57 en Expy 0.37 en Exp que durante M(0.88 en Expy 0.82 en Exy).
Adicionalmente, existieron diferencias entre gepusi en la respuesta al estrés,
registrandose una menor prolificidad en el hibii@o(0.49 en Expy 0.45 en Exg
promedio de las parcelas de estrés) que en losldgbFeTr (0.76 en Expy 0.52 en
Exp) y Tr (0.93 en Expy 0.82 en Exg).

El NGE fue severamente reducido por el golpe derd@ < 0.001; cuadro
5.2). Los efectos negativos del estrés fueron nesydurante M(-68% en Expy -
81.1% en Exprespecto al control, promediando entre hibridas) durante M (-
39.9% en Expy -63.7% en Exg. El andlisis interanual no permitio detectar
diferencias significativas en la respuesta al gaolpealor entre genotipos (P = 0.12
para la interaccion H x RT), pero el andlisis derte cada experimento detectd
importantes diferencias entre hibridos (P = 0.Otldjante el Exp En este
experimento, las diferencias en el NGE observadtie enateriales fueron similares
a la descrita para prolificidad. ElI promedio de pascelas calentadas a lo largo de
los momentos estudiados indico que el hibrido Beelumas afectado por el golpe de
calor (-76.7% en Expy -77.1% en Exp respecto al control), seguido por los
hibridos TeTr (-60.3% en Expy -78.1%) y Tr (-28.1% en Expy -62% en Exp.
Las mayores caidas del NGE registradas en amb@&siegntos correspondieron a
los hibridos Te (-93.2% en EXpy TeTr (-94.4% en Exf calentados durante M

5.3.4. Fijacion de granos

La fijacién de granos en la espiga apical calcudase al nUmero potencial
de flores desarrolladas (FgQHue severamente reducida por el golpe de calor en
ambos experimentos (P < 0.001; cuadro 5.2), sigoi¢da misma tendencia que el
NGE. La interaccion Exp x M x RT (P = 0.014; cuad@) detectada para esta
variable indic6 que los efectos negativos del sstlifirieron entre momentos de
calentamiento, siendo esta respuesta diferente erprerimentos. Las reducciones
en FGE durante el Exp fueron mayores para M(-33% respecto al control,
promediando entre hibridos) que para (M.6%), mientras que la respuesta opuesta
fue registrada durante el Ex(25% para My -37% para M). Los efectos negativos
del golpe de calor sobre la FGtendieron a ser mayores para los hibridos Te (-33%
respecto al control; promediando entre experimepto®mentos de calentamiento)

y TeTr (-30%) que para el hibrido Tr (-23%). La mé&tendencia se evidencio para
las Pérdidas absolutas de granos (cuadro 5.2ukdes fueron significativamente (P
< 0.01) menores para el hibrido Tr (60%; promediatwdias las combinaciones de
tratamiento) que para el resto de los genotipo%(ara Te y 68% para TeTr). Esta
diferencia fue atribuible a un mejor comportamiefrente al golpe de calor del
hibrido Tr (Te 89% TeTr 84% > Tr 71%), ya que no se detectaron difgas entre
genotipos bajo condiciones no estresantes (Te 54éTr 51%~ Tr 49%). Por lo
tanto, la proporcién de la pérdida absoluta quael@wser atribuible al golpe de calor
tendio a ser menor (P = 0.07) para el hibrido Pr1%) que para los hibridos TeTr
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(32.5%) y Te (34.4%). La fijacion de granos endpiga principal calculada en base
al numero de estigmas expuestos (PGBmbién fue reducida (P < 0.001; cuadro
5.2) por el calentamiento, siendo 61% y 23% pasapkrcelas control y de estreés,
respectivamente (promediando entre hibridos y mamsaturante el Exjp.

Figura 5.1. Dinamica de exposicion de estigmas de la espigeipal de plantas
representativas de ustand que alcanzararsilking en fechas tempranas (lineas
llenas), intermedias (lineas segmentadas) y taftifeesa punteadas). Dichas plantas
corresponden a hibridos de maiz de origen temglagd), templado x tropical (c y
d) y tropical (e y f) sometidos a dos regimenesmiirs (control: simbolos llenos;
estrés por golpe de calor: simbolos vacios) duflastguince dias previos (a, c, €) y
posteriores (b, d, f) a floracién en el experimehtbos datos estan expresados como
la proporcion del maximo niumero de estigmas registren cada combinacion de M
x H. La fecha en la que se registré la exposicélnopdmer estigma por fuera de las
chalas de cualquier individuo dsfandcorresponde al dia 1. Las barras verticales
representan el error estandar de la media.
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El analisis de las fuentes de reduccién del nardergranos realizado a nivel
de espiga permitio identificar al aborto de graRérflida 3) como la principal fuente
de reduccion del NGE (cuadro 5.3), superando péedidas asociadas al desarrollo
de flores (Pérdida 1) y la polinizacion (Pérdidal?) magnitud de la caida en cada
una de estas fuentes de pérdida que es atribualasesamente al efecto del golpe
de calor fue mayor para la Pérdida 3 (38.6%; proonemhtre momentos de
incidencia e hibridos en el Exjpintermedia para la Pérdida 2 (11.3%), y menoa pa
la Pérdida 1 (6.6%). La evaluacion de las diferefuientes de pérdidas indic6 que el
namero de grano en la espiga principal (i) no redmgba cambios en el nUmero de
flores desarrolladas (figura 5.2a), (ii) estuvociato a fallas en la polinizaciorf ¢
0.69), pero fue necesario ajustar distintos modgdasa cada momento de
calentamiento (figura 5.2b), y (iii) tuvo una fuerelacién con el aborto de granos
(r* = 0.95), que pudo ser descrita mediante un Unintefo lineal (figura 5.2c).

Figura 5.2. Respuesta del nimero de granos en la espiga @irecippes fuentes de
pérdida que se producen entre el nimero de graoemnqgial y el alcanzado. La
Pérdida 1 representa caidas atribuibles a redwexian el nimero de flores
desarrolladas por espiga (a). La Pérdida 2 correlpa fallas de polinizacién debido
a fallas en la emision de estigmas (b). La Pér8iddentifica caidas asociadas al
aborto de ovarios fecundados (c). Los datos casrefgn a hibridos de maiz de
fondo genético contrastante (Te: templado, Tr:itapTeTr: Te x Tr) sometidos a
dos regimenes térmicos dTcontrol, Te. golpe de calor) durante los quince dias
previos (M: 1) y posteriores (M 2) a floracién en el experimento 2. Las lineas
representan las funciones lineales ajustadas. ENGE = 875 — 2254 Pérdida 2, r
= 0.69, P < 0.05 (linea llena para)MNGE = 479 — 1198 Pérdida Z,¥ 0.88, P <
0.01 (linea punteada para;MEn (c) NGE = 521 — 531 Pérdida ¥, 0.95, P <
0.001.
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5.4. Discusion
5.4.1. Dindmicas de floracion

Las temperaturas supradptimas influyeron sobrediadmicas de floracién,
provocando caidas en el nimero de plantas quezal@anantesis gilking, retrasos
en la fecha de inicio de ambos eventos, y reduesi@m el ritmo de progreso de la
floracion. Esta respuesta fue muy evidente cuahdolpe de calor incidié durante
la primera mitad del periodo critico para la fifatide granos (Otegui y Andrade,
2000; Westgate et al., 2004), etapa en la cuahis@iel crecimiento activo de la
espiga y se alcanza el maximo crecimiento de |lajpafdacobs y Pearson, 1992b;
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Oteqgui, 1997; Uribelarrea et al., 2008). La inciclandel golpe de calor durante
postfloracién tuvo un leve efecto sobre las dinaside antesis silking (s6lo hubo
diferencias significativas en el paramedrde ambas dinamicas florales). El escaso
efecto del estrés durante postfloracion sobrerdardica de antesis seria atribuido a
que en dicho momento se encuentran practicamefitedds el crecimiento de la
panoja y la produccién de polen (Horner y Palm@85] Uribelarrea et al., 2002). Si
bien éste no seria el caso de la espiga, el taalaénzado a inicios del Mca. 40%
del largo final en condiciones no limitantes deccreento; Otegui y Bonhomme,
1998) parecio satisfacer el requerimiento minimoapia emision de estigmas
(Borrés et al., 2007). Estas diferencias en laamndicas florales observadas entre
momentos de calentamiento se mantuvieron entrggéo®tipos analizados en la
presente tesis, y concuerdan con los resultadesidiots por Cicchino et al. (2010b)
para un hibrido de maiz de origen templado.

El retraso observado en las fechas de antesitking debido al golpe de
calor fue una respuesta opuesta al acortamienterafp frente a incrementos
moderados de temperatura, comportamiento usualnmreptatado en cultivos de
maiz sembrados en fechas de siembra tardias erergetitemplados (Cirilo y
Andrade, 1994a; Otequi et al., 1995b). Este hechpuede ser explicado por medio
de modelos de tiempo térmico basados en registan®s de la temperatura media
del aire (Ritchie y NeSmith, 1991), los cuales endiciones de cultivos rara vez
incluyen valores de temperatura superiores al uindiptano. Solo aquellos modelos
basados en registros horarios de temperatura (@cccet al., 2010a) pueden
distinguir entre valores de temperatura por encimpor debajo de los niveles
Optimos. Esto permite una adecuada cuantificacétademperatura acumulada de
estrés (TAE; cuadro 3.2), las cuales no contribwajerormal desarrollo del cultivo.

La respuesta esperada frente a la incidencia datds estreses abibticos que
tienen lugar durante estadios vegetativos tardies k) es un retraso en la fecha de
silking y practicamente ningun efecto en la fecha de Bnt€sto se atribuye al
crecimiento activo y simultaneo de drganos dengrtadplanta con distinta habilidad
competitiva por asimilados (panoja entrenudos superiores > espigas; Otegui y
Andrade, 2000; Westgate et al., 2004). Por lo tda® consecuencias negativas de
una reduccion en la disponibilidad de asimiladaglpcto de cualquier tipo de estrés
es opuesta al rango de jerarquia de los orgaresléis espigas son mas afectadas).
Una de las consecuencias mas caracteristica defeste diferencial del estrés es el
alargamiento del intervalo antesitking, ampliamente documentado para
condiciones de deficiencias hidricas (Hall et H982; Bolafios y Edmeades, 1993b)
0 nitrogenadas (Jacobs y Pearson, 1991; D’Andrah,2009). Sorprendentemente,
el golpe de calor durante Mbrovocd importantes retrasos en la fecha de antiesi
todos los genotipos analizados, los cuales fuergrersores a lo reportado por
Cicchino et al. (2010b) para un hibrido templados ketrasos en la fecha de antesis
superaron incluso a aquellos registrados para ¢hafede silking, provocando
reducciones en el intervalo antesiking. Adicionalmente, los efectos negativos del
golpe de calor durante prefloracion sobre el cremito de la panoja fueron tan
drasticos en el Expque la mayor parte de las plantas no lograrorptatara de
anteras. Esta caracteristica distintiva del gopealor podria en parte atribuirse a
fallas en la dehiscencia de anteras (Matsui y Onzs$¥).
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5.4.2. Numero de flores, exposicion de estigmagmgién de granos

El nimero de flores desarrolladas se redujo eedpgjas analizadas de todos
los hibridos cuando el calentamiento se produjcarter prefloracion, respuesta
similar a aquellas provocadas por densidades spiprsas (Edmeades et al., 1993;
Otegui, 1997), sequias (Hall et al., 1981; Oteduale 1995a) y deficiencias de
nitrogeno (Jacobs y Pearson, 1992a; Uhart y Andra€i85b). Esta respuesta es
consecuencia de que en dicho periodo tiene lugaaisr parte de la diferenciacion
de las flores apicales de la espiga, proceso aadiZia muy préximo a la floracion
femenina (Ruget y Duburcq, 1983; Fischer y Palh@84; Otegui y Melén, 1997,
Carcova et al., 2003; Pagano et al., 2007). Eqtboaxa su vez la ausencia de efecto
del golpe de calor durante postfloracion sobre Bl No hubo correlacion entre el
NTFE y el NGE debido a que dichas variables dinme notablemente en la
magnitud de la respuesta al golpe de calor (caldbNTFE << caidas del NGE) y la
etapa de maxima sensibilidad al estrég fisra el primero y Mpara el segundo). A
pesar de la ausencia de correlaciéon, la variacioelenimero de flores permitié
detectar diferencias genotipicas en la sensibiladagblpe de calor (interaccion M x
H x RT en el Exp, la cual no pudo ser atribuida a diferenciaseemiensidad del
estrés (cuadro 3.2). Esta respuesta mostro unoefiedd de las altas temperaturas
sobre la morfogénesis de la espiga del hibridoafributo no evidenciado en los
restantes genotipos con base genética templada@side y TeTr).

El golpe de calor redujo el NTEE debido a los memados efectos negativos
sobre el NTFE (so6lo en )] pero también a través de fallas en la exposidién
estigmas de flores completamente desarrolladas gebos momentos de
calentamiento). Esta respuesta no puede contrastansevidencias previas dado que
hasta el momento no existe informacién sobre @imiento de estigmas de plantas
expuestas a condiciones de estrés por golpes ale Tampoco es posible establecer
comparaciones directas con resultados obtenidos ianted calentamientos
localizados en la espiga donde se aplicaron teriysasainferiores al umbral térmico
de 35 °C (Carcova y Otegui, 2001). Sin embargocdddas en el NTEE observadas
en este trabajo coinciden con evidencias provesset® otros estreses abiodticos, las
cuales atribuyen dichas mermas a una menor tas@wuigacion de estigmas (Herrero
y Johnson, 1981; Jacobs y Pearson, 1991; Bassétésygate, 1993c). Dicho efecto
ha sido a su vez atribuido a caidas en la turgedeidos estigmas y/o en el
suministro de asimilados a la espiga. La primerwsaas usualmente observada en
condiciones de deficiencias hidricas (Westgate yeBo1986b; Sadras y Milroy,
1996), aspecto no limitante en nuestros experinsedémlo la aplicacion de riegos
gue mantuvieron al suelo en su capacidad de camfao ausencia de sintomas
asociados a caidas en la turgencia de plantasnj@lgubo acartuchamiento de hojas
ni reduccién del 1Ak; ( seccion 3.3.2)]. La segunda causa es comUumayaria de
los estreses abidticos (Boyle et al., 1991; Ednmeasteal., 1993; Schussler y
Westgate, 1995; Echarte y Tollenaar, 2006; Pagaral.,e2007; D'Andrea et al.,
2008), incluyendo al golpe de calor (Cicchino et &010b). Las respuestas
observadas en la dinamica de emision de estigmias eategorias extremas de
plantas dentro dedtand(i.e., plantas cosilking temprano y tardio) permite suponer
la predominancia de efectos indirectos (i.e., nokmBapor el suministro de
asimilados a espiga) del golpe de calor sobre p@®giOn de estigmas, en lugar de
efectos directos (i.e., caidas en la turgenciasgaicion de estigmas) del estrés. Este
hecho seria atribuible a que, en caso de predoniasarefectos directo, seria
esperable que el golpe de calor afecte la dinAdgécamision de estigmas en todas
las categorias de planta deiandy solo en el momento de calentamiento que
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coincide con el periodo de emergencia de estigias En esta tesis, el golpe de
calor sélo alter6 la dinamica de emergencia degmsis de individuos que
presentaronsilking tardio, siendo esta respuesta independiente detemio de
calentamiento. Estos resultados constituyen umgdl relevante de esta tesis dado
que mejoran el entendimiento de la determinacioh mienero de granos en
condiciones de estrés. Diferencias en el NTEE er#tegorias extremas de plantas
también han sido observadas en hibridos de maitoldeancia contrastante a
densidades supradptimas creciendo en altas dessidbied siembra (Pagano et al.,
2007; Pagano y Maddonni, 2007), pero la dinamicandergencia de estigmas nunca
habia sido evaluada.

Las fallas mencionadas en la exposicion de estignmasexplicaron la
variacion observada en el NGE en su totalidad, ya debieron ser ajustados dos
modelos para describir la asociacion entre el NG&sypérdidas de granos relativas
al NTEE (figura 5.2b). Adicionalmente, las caiddservadas en el NGE fueron
siempre de magnitud mucho mayor a la registradal éTEE, evidenciando una
fuerte caida en la FGHi.e., fijacidbn de granos relativa al NTEE). Resgtas
similares fueron documentadas para sequia (Hadl.etl981; Herrero y Johnson,
1981), estrés nitrogenado (Jacobs y Pearson, 19%lja densidad de plantas
(Pagano et al., 2007), las cuales estuvieron ataxial aborto de granos fecundados
(Westgate y Boyer, 1986a; Otegui et al., 1995a)nt@oamente, los efectos
negativos del golpe de calor sobre la fijacion dangs han sido usualmente
atribuidos a fallas de polinizacion por falta déepoviable (Herrero y Johnson, 1980;
Schoper et al., 1986; Schoper et al., 1987). Lasamliencias negativas de esta
limitacion serian despreciables en esta tesis debith aplicacion diaria de polen
fresco a todas las plantas marcadas. Pero mastangoaun, debido a que las caidas
en la fijacion de granos fueron de similar magniardre plantas estresadas que
recibieron el polen durante el periodo de calerdgatoi(M) o luego de la ocurrencia
del mismo (M). Se encontré una fuerte relacion entre el NGR& prbporcion de
pérdida total atribuible al aborto de granos (fegbr2c), que pone de manifiesto la
existencia de efectos negativos permanentes deEsestobre la espiga v,
consecuentemente, en la fijacion de granos. Esfestos no pueden ser
compensados por el suministro de polen provenmmigros individuos (e.g. mezcla
de hibridos comerciales de diferente fecha de iajtéal como fuera demostrado en
condiciones de déficits hidricos (Otegui et al938).

En el Capitulo 4 se habian identificado tres fuedevariacion del NGP, dos
de ellas relacionadas a la disponibilidad de asmg en la espigaANGP;, y
ANGP,), y una tercera asociada a fallas en eventos daptivos ANGP;). El
andlisis conjunto de los resultados derivados de dstudios a nivel de planta
(Capitulo 4) y de organo (Capitulo 5) permitié idecar los principales
determinantes de las diferentes vias de pérdidavdramcion observada en las
Pérdidas 2 y 3 estuvo mayormente asociafla (.59; P < 0.003; figura 5.3) a
variaciones en la disponibilidad de asimilados &nespiga ANGP, + ANGP,),
mientras que la Pérdida 1 no pudo ser explicadalishia variable. Por su parte, la
ANGP debida a fallas en eventos reproductivos expfiarte de la variacion
observada en la Pérdida 3 (figura 5.3f), sin estarelacionada con las Pérdidas 1y
2 (figura 5.3b y 5.3d). Estos resultados refuerteen conclusiones derivadas del
Capitulo 4 y el presente capitulo, y aportan madeecias para afirmar que en
planteos normales de produccion (i.e., fechas eimlsia y densidades usualmente
empleadas para maximizar el rendimiento en graa®)chidas en el numero de
granos debidas a la incidencia de golpes de céledealor de floracién se deben
principalmente a reducciones en la disponibilidaégsimilados.
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Los resultados de este capitulo permitieron acgaterialmente la Hipotesis
4, debido al cumplimiento parcial de sus predicetonLa primera prediccion
establece que de comprobarse la hipotesis existitianenor nimero de flores
desarrolladas en plantas calentadas que en plaotaalentadas, lo cual sélo pudo
comprobarse cuando el estrés se produjo en prefiory sobre los hibridos Te y
TeTr. Por su parte, la segunda prediccion estalgjeeede comprobarse la hipotesis
existirian distintas dinamicas de emision de esgmntre plantas calentadas y no
calentadas, respuesta que pudo observarse para lmglonomentos y genotipos
analizados, pero no para todas las categoriasmadrde plantas dentro dghnd

Figura 5.3. Relacion entre distintas causas de pérdida degmaluadas a nivel de
espiga (Pérdidas 1, 2 y 3) y distintas fuentes altaeién del nimero de granos
asociadas a la disponibilidad de asimilados espegga ANGP;, y ANGP;; figuras a,

c, e), y fallas en eventos reproductivadGPs; figuras b, d, f). Simbolos como en la
figura 5.2. Las ecuaciones y lineas llenas reptasesl modelo ajustado a todo el
conjunto de datos, exceptuando al valor indicadoasterisco en la figura f.
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5.5. Conclusiones

El golpe de calor incidié negativamente sobre laardicas florales y todos los
determinantes cuantitativos del NGE (NTFE, NTEEEF,Gbero algunas respuestas
no fueron completamente iguales a las registrades qiros estreses abioticos (e.g.
efectos en la fecha de antesis y el intervalo amsiking). Los hallazgos mas
relevantes de este capitulo fueron (i) la detecd®dafos permanentes del golpe de
calor sobre la capacidad de la espiga para fijanag que no pudieron atribuirse a
los efectos deletéreos del estrés sobre el polén),la identificacion de variabilidad
genotipica en la respuesta al calentamiento pachosule los rasgos analizados. La
menor fijacion de granos en espigas calentadaglsé @grincipalmente a un mayor
aborto de granos, sin registrarse variaciones itaptes debido a fallas en el
desarrollo de flores femeninas y en la exposic@mrstigmas. El hibrido Tr tuvo un
mejor comportamiento en condiciones de estrés pipegle calor respecto al resto
de los genotipos, especialmente para prolificid&iE.



CAPITULO 6

Golpe de calor en hibridos de maiz templados y tragales:
Crecimiento del grano, contenido hidrico y disponilidad de

asimilados para el llenado de grant'

®IE| contenido de este capitulo fue enviado a lastaviField Crop Research:
Rattalino Edreira, J.I., Mayer, L.l., Otegui, M.R0Q13. Heat stress in temperate and
tropical maize hybrids: Kernel growth, water redas and assimilate availability for
grain filling. En revision (manuscrito FIELD-D-13002).
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6.1. Introduccion

El nimero de granos es el componente mas varialdenyayor importancia en
la determinacién del rendimiento de maiz (Earlyakf 1967) y otros cultivos
(Fischer, 1975; Caldiz y Sarandon, 1988; Egli, 1988ssani et al., 2009). No
obstante, cambios en el peso de granos tambiéaentian alto impacto sobre el
rendimiento, particularmente en ambientes baj@&gsarminal (Cartelle et al., 2006;
Gonzélez et al., 2007). La variacion en el pesgrdao final refleja la interaccion
durante el periodo de llenado de granos entrea(icdpacidad de los tejidos
fotosintéticos y de reserva para proveer asimilddes la fuente de asimilados), y
(i) una demanda generada por los granos en crecimi(i.e., el destino de
asimilados). Esta relacién entre fuente y destifi@s, F/D) ha recibido bastante
atencion en los cultivos de grano en general (EisghHilleRisLambers, 1978;
Simmons et al., 1982; Egli et al.,, 1985; Ma et 4890; Borras y Otegui, 2001,
Borras et al., 2004). En maices creciendo en cardis no limitantes, la fuente de
asimilados suele ser suficiente para soportar taadeda de los destinos (Cirilo y
Andrade, 1996; Maddonni et al., 1998; Kiniry y Qie@000), por lo que el peso de
grano final presenta valores muy proximos a losimég alcanzables por cada
genotipo (Reddy y Daynard, 1983; Gambin et al.8208in embargo, la incidencia
de factores adversos que reducen el crecimientta gdanta durante el llenado
efectivo de granos provoca un desbalance entrerfeadda de asimilados por parte
de los granos (establecida durante la fasgedel llenado de granos; Capitanio et al.,
1983; Reddy y Daynard, 1983; Jones et al., 1998)oferta de los mismos por parte
de la planta, determinando caidas en el peso de direal (Early et al., 1967; Reed
et al., 1988; Westgate, 1994). Dicho efecto es pediado por incrementos en el uso
de asimilados provenientes de reservas del tatloe§ly Simmons, 1983; Uhart y
Andrade, 1995a; Andrade y Ferreiro, 1996), aumeatok tasa de pérdida de agua
(Quattar et al., 1987b; Westgate, 1994; Borrasl.e2803b; Sala et al., 2007b) e
interrupciones del llenado de granos (Ouattar gt 1887a; NeSmith y Ritchie,
1992b; Echarte et al., 2006). Esta respuesta lmaesidenciada para condiciones de
sequia, estrés luminico o defoliacién (op. citgrogpnunca como consecuencia de
estrés por golpes de calor. El objetivo de estéwdapfue estudiar la deposicion de
biomasa en grano (e.g. tasa y duracion del lledadgranos) de plantas sometidas a
estrés por golpe de calor, y encontrar posiblesiasiones con el contenido hidrico
del grano y la disponibilidad de asimilados duraetellenado (fotosintesis del
periodo y carbohidratos de reserva).

6.2. Materiales y métodos

El disefio experimental y los tratamientos impue$tieson detallados en el
Capitulo 2. En el presente capitulo se incluyerogigtrovenientes de todas las
combinaciones de tratamientos y afios experimentalesntinuacion se detallan las
mediciones y célculos particulares realizados fmaracterizacion de los atributos
de interés en este capitulo.

6.2.1. Mediciones y calculos
6.2.1.1. Relacién fuente-destino y peso de gramadurez fisioldgica

En el estadio de M se marcaron cuarenta y seis plantas por parcela y
posteriormente se les registro la fechaitleéng. En nueve de estas plantas se estimo
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la biomasa aérea en los estadios ontogénicosigeRY y R, mediante modelos
alométricos no destructivos (ver seccion 3.2.1jaEplantas fueron cosechadas a
madurez fisiologica para la determinacion de laraisa aérea final. La biomasa de
cada planta se utilizo para calcular la FE€Ren g d) y la produccién de biomasa
durante el llenado efectivo de granos. La primeraasnmputo a través de la pendiente
de la regresion lineal ajustada a la biomasa detplestimada en¥, R; y Rx en
funcion del tiempo (ver seccion 4.2.1.1). La segusd calculé como la diferencia
entre la biomasa observada a madurez fisiologitzgstimada en R El cociente
entre la TCBcy el NGP fue utilizado como un indicador de la fDmientras que
la relacion entre la produccion de biomasa durahienado efectivo de granos vy el
NGP se utiliz6 como indicador de la kH3 (Gambin et al., 2006). Para dicho
calculo se excluyeron aquellas plantas con un N@&Pior a 20.

En madurez fisioldgica, las espigas de cada plaatzada fueron cosechadas
individualmente a mano para la posterior cuantifiwa del NGP. Los granos fueron
pesados para determinar el rendimiento en graria gianta. El peso individual de
los granos se determiné como el cociente entrenglimiento en grano de la planta y
el NGP.

La relacion entre el peso de grano y la E4¥ue analizada mediante el ajuste
de un modelo bilineal [ecuaciones (6.1) y (6.2)].

PG =a+ bF/Digg paraF/Digg < c (6.1)
PG =a+bc para F/Dygg > ¢ (6.2)

donde PG es el peso de grano (en mg ¢Paroes el peso de grano cuando la
F/Diec = 0 (en mg grand), b es la respuesta del peso de grano a cambios en
F/D.ec en la porcién de respuesta positiva de la rela@dmensional); es el valor
de F/?“EG por encima del cual no se registran cambios de gdesgrano (en mg
grano’).

a

6.2.1.2. DinAmica de acumulacion de biomasa y o@idehidrico del grano

En las restantes plantas marcadas, se realizarestimaos periédicos a lo largo
del llenado de grano para evaluar la dinamica denatacion de materia seca y la
evolucion del contenido de agua del mismo. Los mnees comenzaron ca. 6-8 dias
desdesilking y se extendieron hasta ca. 10-15 dias de obsereaestadio de capa
negra (Daynard y Duncan, 1969) en los granos geredn media de la espiga. En
cada muestreo se extrajeron ca. 10-15 granoszadals entre las espiguillas 10 y 15
respecto a la base de la espiga. Cada semana stgaten dos plantas por parcela,
y cada planta permitié la realizacion de dos meestrEl primero consistio en abrir
las chalas y extraer los granos cuidadosamente rpardanar la espiga, la cual
permanecié cubierta por sus chalas hasta el sigunuestreo de la semana (Cirilo y
Andrade, 1996). Los granos de este primer muesti@eron utilizados
exclusivamente para determinaciones de materia. $8caegundo muestreo se
efectud a los 3-4 dias de realizado el primeronsistié en extraer los granos de las
hileras opuestas a las muestreadas previamentgréogs de este segundo muestreo
se utilizaron para determinacion de materia seesp pimedo y volumen de grano.
Si bien la apertura de chalas puede considerarseo con artefacto de la
manipulacion que pudiera favorecer una pérdida wiaeldad mas rapida de los
granos entre muestreos, se opto por este ordemdeoarsdo (i) que dicho artefacto
seria uniforme para todas las combinaciones danianto, y (ii) de existir un efecto
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seria de consecuencia mucho menor sobre la pétdidgua que el hecho de extraer
los granos a campo en un ambiente no saturado medad, como se explica a
continuacion. Consecuentemente, se tomaron recgquatesevitar las pérdidas de
agua del grano entre muestreos sucesivos de laarespiga, como (i) realizar la
apertura de chalas cuidadosamente sobre una (ar&a(it) extraer rapidamente los
granos del primer muestreo, (iii) volver rapidanecias chalas a su posicion original,
y (iv) fijar la apertura entre las mismas con uaada elastica que al mismo tiempo
no generara una restriccion a la expansion depigasjue limitara el crecimiento de
los granos (Gambin et al., 2007a). Por otro ladoa el segundo muestreo las
espigas fueron cosechadas y colocadas dentro debalea de polietileno bien
sellada (i.e., con minimo contenido de aire), e edi@mamente transportadas al
laboratorio (situado a 50 metros del sitio expental donde se realizaron las
extracciones de los granos en condiciones conaslatk humedad. Esto ultimo
consistié en ubicar rapidamente la espiga dentrandecaja acrilica con atmésfera
humidificada para prevenir la pérdida de humedatbglggranos. Esta condicion se
logré6 mediante el agregado periédico de agua &£C0# fin de mantener la presién
de vapor siempre cercana a saturacion (WestgateygrB1986¢; Borras et al.,
2003b). El peso himedo y el volumen de grano (egrahc') se determinaron
inmediatamente para cada muestra de granos exteidasta condicion. La
estimacion del volumen de grano se realizé medintécnica de desplazamiento
volumétrico de agua (Kiniry, 1988). El maximo volemde grano se defini6 como el
méximo valor registrado en cada parcela.

El peso seco del grano se determiné en forma gedxica luego de secar los
granos en una estufa de aire forzado a 65 °C @¢uantenos 96 hs. Los pesos
hamedo y seco del grano fueron utilizados paranestel contenido de agua (en mg
grand®) y la concentracién de humedad del grano (en MgH contenido de agua
del grano se calcul6 como la diferencia entre sbgeesco y el peso seco del mismo,
mientras que la concentracion de humedad se catmii el cociente entre el
contenido de agua y el peso fresco del grano.

La dinamica del contenido de agua del grano sazanalediante el ajuste de
un modelo bilineal [ecuaciones (6.3) y (6.4)].

CAG =d+eDDS paraDDS < f (6.3)
CAG =d + ef+ g(DDS—-1) para DDS > f (6.4)

donde CAG es el contenido de agua del grano, DBdias desdsilking, d el
contenido de agua del grano sitking (en mg grand), e la tasa de acumulacion de
agua (en mgd), f el dia donde se registra el maximo contenido de dgligrano, y
g la tasa de pérdida de agua luego de alcanzad@ehm contenido (en mg™.
Este ultimo fue determinado como el valor de cadtede agua computado &n

La tasa de llenado efectivo del grano y la duradéhllenado efectivo del
grano fueron determinados mediante el ajuste dedddss a un modelo trilineal
[ecuaciones (6.5-6.7)].

PG =T,,, DDS para DDS < D4, (6.5)
PG = Tyug Dyag + TLe(DDS — Dyqy)  para Dig = DDS > Dy (6.6)

PG = T4y Digg + Tiec( Dig — Drag)  paraDDS > Dig (6.7)
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donde DDS los dias desd#king, T s la tasa de crecimiento del grano durante la
faseLag (en mg grand d%), D, es la duracién de la fasag (en dias), T la tasa

de crecimiento del grano durante el llenado efectiel grano (en mg grafiad™),

D, la duracién del llenado de grano (en dias). Lacian del llenado efectivo del
grano (Qeg) se calculé como la diferencia entrezly Dy ag.

6.2.1.3. Carbohidratos solubles en agua acumukedes$tallo

El contenido de carbohidratos solubles en aguatallel se determind cada
quince dias desde el estado ontogénico geh¥sta madurez fisiolégica. En cada
muestreo se cortaron ca. 3-6 plantas por tratami@at 10-12 plantas en madurez
fisiologica) a nivel del suelo y se separ6 el tgliato a las vainas (de aqui en
adelante a este conjunto se lo denominara talloed® de los 6rganos de la planta.
El tallo de cada planta se secé en estufa hasta @asstante para la posterior
cuantificacion del contenido de materia seca. Edacano de estos tallos se
determiné la concentracion de carbohidratos sotubleagua mediante extracciones
secuenciales con etanol y agua, seguida por landiegcion mediante el método de
anthrona (Yemm y Willis, 1954). El contenido totl carbohidratos solubles en
agua almacenados en el tallo (CCSA; en g piarga computé como el producto del
peso seco del tallo y la concentracion de dichdsotedratos en el mismo.

El uso de las reservas del tallo durante el llenafitivo de granos se
comput6é como la diferencia entre los valores de £@§l tallo observados ensR®
Ro.

La relacion entre el CCSA del tallo a madurez figica y la F/Qegs fue
ajustada para todo el conjunto de datos mediantenaohelo bilineal corplateau
[ecuaciones (6.8) y (6.9)].

CCSA =h+iF/Dygg para F/Dygg <J (6.8)
CCSA =h+ij para F/Dygg > J (6.9)

donde CCSA es el contenido total de carbohidradbshkes en agua presentes en el
tallo, h el CCSA cuando la FiRs = 0 (en mg grand), i la pendiente de la funcién
en la porcién de respuesta de la relacién (en mtglang” grano), yj el valor de
F/DLE(];_, por encima del cual no existen incrementos en@bA del tallo (en mg
grano).

6.2.2. Analisis estadistico

El efecto de los tratamientos y sus interaccionesoh evaluados a través de
los experimentos mediante andlisis de varianzae&8&0 un test-t para analizar las
diferencias entre medias y andlisis de regresiga paaluar las relaciones entre
variables. El ajuste de los modelos se efectu6 anésli TBLCURVE (Jandel-
Scientific, 1991).
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6.3. Resultados
6.3.1. Peso de grano final y llenado de granos

El peso de grano final en las parcelas controfidiéntre aflos experimentales
y genotipos, pero no entre fechas de siembra (ouéadr). Este rasgo fue mayor
durante el Exp(298 mg grand) que durante el Exf260 mg grand; promediando
entre hibridos y momentos), y para el hibrido T€R9 mg grand; promediando
entre experimentos y momentos de calentamientopgreelos hibridos Te (275 mg
granco’) y Tr (263 mg grand). La variacién observada en el peso de grano n la
parcelas control fue explicada por la variaciénaef.eg (PG = 97 + 25.4 kg, I* =
0.34; P = 0.01), y no por cambios en la®(PG = 116 + 4.1 R, r* = 0.13; P =
0.14).

El golpe de calor redujo #®0.001)el peso de grano final en la mayoria de las
parcelas calentadas, pero la magnitud de esteoef#ifitio entre hibridos y
momentos de calentamiento. Generalmente, el hiiidfue mas sensible al estrés
(-20.4% respecto al control; promediando entre exytos y momentos) que el
resto de los hibridos (-8.6% para TeTr y -6.8% piada pero todos los genotipos
fueron mas afectados por golpes de calor durant€-28.1% respecto al control;
promediando entre experimentos e hibridos) quentiifsl, (-4.8%) y M (-6.3%).
La interaccion cuadruple significativa (P = 0.0@dadro 6.1)etectada para esta
variable indicé que la mayor caida en el peso da@debido al estrés correspondio
al hibrido Te calentado durante; n el Exp (-52%).

Las variaciones observadas en el peso de grarasqrafcelas de estrés fueron
explicadas por cambios en ladd (PG = 69 + 5.1 R, I* = 0.56; P < 0.001) y no
por cambios en la Fg (PG = 143 + 14.2 Eg, I’ = 0.09; P = 0.29), debido a que el
golpe de calor no tuvo efecto sobre esta ultim#&akibr (cuadro 6.1). Sin embargo,
esta respuesta estuvo principalmente determinadlbbg@cortamientos severos del
llenado efectivo de granos provocados por los tameientos durante M(cuadro
6.1), ya que cuando solo se consider6 a los cateeéos durante el PC, ni la &2
(PG = 224 + 1.14 R¢, ¥ = 0.05; P = 0.53) ni laEc (PG = 116 + 4.1 &g, I* =
0.13; P = 0.14) pudieron explicar la pequefa vanaobservada del peso de grano.
El acortamiento del llenado efectivo de granosrhagor para el hibrido Te (-12.2
dias respecto al control; promediando entre exmarios y momentos) que para los
hibridos TeTr (-3.2 dias) y Tr (-0.5 dias), y cuard golpe de calor ocurrié durante
M3 (-7.3 dias; promediando entre experimentos e dubyique durante el periodo
critico (-3.4 dias para My -0.3 dias para . Las mayores reducciones del llenado
efectivo de granos se produjo en el hibrido Tentatko durante Men ambos
experimentos (-21 dias en Bxp-13 dias en Expfigura 6.1a-c).

6.3.2. Relaciones hidricas y volumen del grano

El golpe de calor alrededor de floracién tuvo uectd pequefio sobre el
crecimiento y el contenido hidrico del grano, pestos rasgos fueron severamente
afectados por el calentamiento durantg(buadro 6.1). Por tal motivo, sdélo fueron
presentadas las dinamicas de peso seco (figurach.tantenido de agua (figura
6.1d-f), concentracion de humedad (figura 6.1gupljimen de granos (figura 6.1j-1)
pertenecientes al M EI contenido de agua del grano en las parcelagratofue
similar entre genotipos y fechas de siembra arfyoldel llenado de grano. El golpe
de calor caus6 considerables cambios en dicha d@iagmovocando incrementos en
la tasa de pérdida de agua del grano (en térmbeagiaos) luego de alcanzado su
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Cuadro 6.1.Numero de granos por planta (NGP), peso de g6, fasa (I:c) Yy
duracién (Rec) del llenado efectivo, contenido de agua del grd@AG),
concentracion de humedad del grano a madurez digaa (CHGg), maximo
volumen de grano (VG) y relaciones fuente-destifiD/).

Exp M H RTNGP PG Tues Di Mg’;\'g“’ 5:22::,, CHGre Mt‘g’m FiDec  FDies
mg mgd d mggrano® mgd' mg g’ pLgrano”’ mgd'grang' mg grano’
Expy M; Te T¢ 351 297 6.9 42 196 -1.8 372 383 15 101
Te 140 277 71 38 200 1.8 417 351 21 449
TeTr Te 320 340 8.1 42 204 1.3 366 432 14 261
Te 125 308 8.7 35 216 27 39 421 26 590
Tr Te 334 298 6.4 44 196 -1.0 401 375 14 163
Te 339 29 6.2 46 187 1.1 378 373 8 262
M Te Tg 337 280 6.3 44 194 1.3 386 372 16 56
Te 23 242 - - - - - - 27 309
TeTr Tg 322 309 8.3 36 193 24 373 402 17 58
Te 130 285 8.2 35 195 24 362 405 26 362
Tr Tc 392 248 6.2 41 168 23 386 349 11 110
Te 183 242 6.2 42 168 -1.9 405 401 21 288
My Te Te 439 288 7.2 38 179 1.7 382 385 10 196
Te 369 139 7.2 17 172 53 547 264 13 42
TeTr Tc 388 328 84 40 207 25 333 415 13 201
Te 350 310 7.9 40 188 1.9 332 382 15 181
Tr Tc 383 298 7.3 40 161 -1.8 355 360 11 185
Te 239 236 6.0 35 157 -3.6 403 281 16 72
Expp Mi Te Tg 392 282 6.9 42 194 1.7 361 399 12 216
Te 108 235 8.6 32 192 3.0 421 370 27 594
TeTr Tc 375 260 8.0 36 197 22 384 393 9 253
Te 144 259 8.6 33 202 23 416 413 19 438
Tr Tc 464 252 6.5 42 175 20 356 383 8 273
Te 200 267 6.5 43 196 21 346 410 9 442
Mz Te Tc 213 254 7.0 40 199 20 387 422 17 255
Te 39 268 7.6 33 212 23 365 354 20 449
TeTr Te 234 279 76 39 188 -1.9 369 403 12 322
Te 13 238 - - - - - - k]| 722
Tr Tc 283 266 6.5 38 161 26 385 391 8 305
Te 93 237 7.2 35 182 -3.0 409 350 14 553
My Te Tg 406 251 7.2 36 185 2.2 381 358 9 185
Te 391 174 7.6 23 184 -3.3 457 312 10 -1
TeTr Tc 318 276 7.5 39 175 33 317 361 13 188
Te 317 232 74 34 178 28 346 328 12 108
Tr Tc 450 216 6.6 35 173 25 396 342 6 159
Te 389 187 5.8 36 155 23 384 298 9 103

Fuentes de variacidn y niveles de significancia
Experimento (Exp) ns 000 ns ns ns 0.003 ns ns ns 0.004
Momento (M) <0.001 <0.001 ns 0.008 <0.001 <0.001 ns <0.001 <0.001  <0.001
Hibrido (H) <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.013 <0.001 0.003 0.005 0.039
Régimen térmico (RT) <0.001 <0.001 ns <0.001 ns <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Expx M ns 0.010 ns ns ns 0.010 ns ns ns <0.001
ExpxH ns <0.001 0.046 ns 0.002 0.003 0.034 ns ns ns
Exp x RT ns ns ns ns ns 0.010 ns ns ns ns
M x H 0.008 <0.001 ns <0.001 0.015 <0.001 <0.001 ns ns ns
M x RT <0.001 <0.001 ns ns 0.009 0.020 0.008 0.001 <0.001 <0.001
Hx RT ns 0.001 ns <0.001 ns <0.001 <0.001 0.010 ns ns
ExpxMxH 0.035 0.020 ns ns ns <0.001 0.026 ns ns ns
Expx M xRT 0.002 ns ns ns ns 0.004 ns 0.019 ns ns
MxHxRT ns 0.001 ns ns ns <0.001 0.005 ns ns 0.037

ExpxMxHxRT ns 0.007 ns ns 0.017 <0.001 ns ns ns ns
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@ Valor P de los efectos simples e interaccionea [za cuales al menos una variable
fue detectada significativa; ns: no significativoX 0.05).

Pérdida de agua: tasa de pérdida de agua unacaezatio el maximo contenido de
agua del grano; Ff: relacion fuente-destino durante el periodo @itpara la
fijacion de granos; F/RRc: relacion fuente-destino durante el llenado efectie
granos; E: control; Te: estrés por golpe de calor; Te: templado; Tr:ita@lp TeTr:

Te x Tr.

maximo contenido hidrico, pero no en el maximo enitto de agua del grano
(cuadro 6.1). La tasa de pérdida de agua del disnmas afectada por el golpe de
calor durante M (53% respecto al control; promediando entre erpamios e
hibridos) que durante M33%) y M (3%). Adicionalmente, el hibrido Te evidencid
los mayores incrementos en dicha variable proddetoestrés durante M132%
respecto al control; promediando entre experimgnteagperando al resto de los
genotipos (-19% para TeTr y 45% para Tr). La tasgpérdida de agua del grano
(parametrgy en la ecuacion 6.4.) condiciond en forma diregtduracion del llenado
(DLec=51 +5.8g; r2=0.71; P < 0.001). En su conjunto, estosltadas indican que
el estrés por golpe de calor afectdé el contenidoagiea del grano a través de
aumentos en la tasa de pérdida de agua del graan ypucha menor medida, a
través de caidas en la acumulacion de agua ded.gran

La concentracion de humedad del grano en las parcantrol se redujo
gradualmente a lo largo del llenado de granos,esigio un patron similar entre los
momentos e hibridos analizados. En promedio, laxamnacion de humedad del
grano registrado en cada genotipos a madurezdigia fue de 378 mg’gpara Te,
357 mg ¢ para TeTr y 380 mgypara Tr (promediando las parcelas control a lo
largo de experimentos y momentos). El golpe dercali@dedor de floracion no
afectd la dindmica de humedad del grano, pero lsizlwm cuando el calentamiento se
produjo durante el M especialmente en el hibrido Te (figura 6.1g). ditho
tratamiento, la dinamica de humedad del grano &igli mismo patron que su
respectivo tratamiento control hasta poco despugsaldanzada la madurez
fisiologica en el tratamiento de estrés, la cualwas sustancialmente anticipada
respecto al control. A partir de ese momento seervhson menores valores de
concentracion de humedad del grano en las pardelasstrés que en las parcelas
control. El hibrido Te calentado durante; Mxhibié los méximos valores de
concentracion de humedad del grano a madurezdigaa en ambos experimentos
(547 mg ¢ en Exp y 458 mg @ en Exp).

Figura 6.1. Dinamica de peso seco (a-c), contenido de agdip ¢dncentracion de
humedad (g-i) y volumen (j-1) del grano en tresriditls de maiz de fondo genético
templado (circulos), templado x tropical (triang)lg tropical (cuadrado) sometidos
a dos regimenes térmicos (control: simbolos llegokge de calor: simbolos vacios)
durante la primera mitad del llenado efectivo deangr (My) en dos afos
experimentales. Las flechas indican el momento @eumez fisioldgica de cada
condicion.
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El volumen de grano en las parcelas control aumdatante el periodo de
llenado de granos, alcanzando un valor médximo @s dércanos a la madurez
fisiologica (Figura 6j-1). EI maximo volumen de gravario entre 342 y 432 pl
grand' entre todas las combinaciones de tratamiento slepdacelas control, sin
encontrarse grandes diferencias entre genotipog (88grand" para Te, 401 pl
granc® para TeTr y 367 pl graffopara Tr, promedio de las parcelas control a lo
largo de experimentos y momentos; cuadro 6.1). &imo volumen de grano no
fue afectado por el calentamiento alrededor déotadion (-2% para My 0% M,
respeto al control; promediando entre experimemtolibridos), pero se redujo
fuertemente producto del calentamiento durange(d¥6%; cuadro 6.1). El hibrido
Te fue mas sensible al golpe de calor duranderbbistrando mayores reducciones
del maximo volumen de grano (-22% respecto al ofinpromediando entre
experimentos) que los hibridos TeTr (-9%) y Tr @7 Adicionalmente, el
calentamiento del hibrido Te provocé una disminucmarcada del volumen de
grano una vez alcanzado el maximo valor (figurg) 6determinando la presencia de
granos pequefios y arrugados (apreciacion visumfdurez fisioldgica.

6.3.3. Relacién fuente-destino y peso de grano

Tal como fuera descrito en los capitulos anterjoeegolpe de calor afecto el
crecimiento de la planta (Capitulo 4) y la fijacida granos (Capitulo 5), siendo la
magnitud de estos efectos dependiente del momeatonadencia del estrés.
Brevemente, el estrés por calor alrededor de laadion (M, y My) afectd
negativamente la TGR mientras que el calentamiento durantg Mdujo el
crecimiento de planta durante el llenado efectigagchnos. El hibrido Te tendio a
presentar las mayores caidas de crecimienta (Te> TeTr) a lo largo de todos los
momentos de calentamiento. Por su parte, el NGP® $d¢ afectado por
calentamientos alrededor de floracién (excepto phtdbrido Tr calentado durante
M3 en el Exp), especialmente durante la segunda mitad del BE€ mlayores caidas
del NGP producto del golpe de calor alrededor deadion se produjeron sobre el
hibrido Te (-66% para My -87% para M respecto al control; promediando entre
experimentos), seguido por los hibridos TeTr (-Gi@a M y -77% para M) y Tr (-
28% para My -60% para M).

La F/Dec en las parcelas control fue similar entre momedé&salentamiento e
hibridos (cuadro 6.1), pero el golpe de calor @&ded de floracion provoco
incrementos importantes en dicha variable. El psarano final en las parcelas
control estuvo pobremente®(r 0.33; P = 0.012) relacionado con la Dy la
mayor parte de las parcelas de estrés se encontparodebajo de esta relacion
(figura 6.2a). La F/B=¢ en las parcelas control vario entre 57 y 322 ragajra lo
largo de todas las combinaciones de tratamientota Bariacidon estuvo
principalmente asociada a los experimentos y enomeredida a las fechas de
siembra, sin existir diferencias significativas rengenotipos. El golpe de calor
modifico la F/Qeg en ambos sentidos (i.e., aumentos y disminuciates@ndiendo
del momento de incidencia del estrés, determinamd@umento en el rango de
variacion de la F/Qks (entre -42 y 722 mg graith Los calentamientos alrededor de
floracion incrementaron la F[Bs (140% para My 235% para M respecto al
control; promediando entre experimentos e hibridos¢ntras que el estrés durante
M3 provocé reducciones en dicha variable (-62% paga El hibrido Te tendié a
presentar los mayores incrementos en la g/Dcuando los calentamientos se
produjeron alrededor de floraciéon (261% para T&%Para TeTr y 91% para Tr;
promedio entre WMy M, a lo largo de los experimentos) y las mayoresasaédiando
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el golpe de calor incidio durante ekN4111% para Te, -26% para TeTr y -61% para
Tr; promediando entre experimentos).

Las variaciones del peso de grano final fueroniexgas por la F/Rc a
través de un modelo bilineal cgiateau (> = 0.41; P < 0.001). Los datos, sin
embargo, no tuvieron una distribucion aleatoripeesd al mismo, verificandose una
distribucion de residuos positiva para los tratamoie control (189 + 30 de
residuales) y negativa para los tratamientos dé®§t189 + 30 de residuales). Mas
aun, se observé una aparente declinacién del peggratho con el aumento de la
F/Diec por encima de 181 mg graho carente de sentido biolégico.
Consecuentemente se ajustd un modelo bilineal sixelmente a los datos
provenientes de parcelas de estfBgura 6.2b), con lo cual las tendencias
mencionadas desaparecieron. Dicho andlisis idedtiin punto de quiebre en 170
mg grand, por encima del cual el peso de grano se mantomstante. Por debajo
de este valor umbral se observaron caidas de pesa tasa de 0.53 mg por unidad
de caida en la Ff{Bs. Para los tratamientos control no se pudo establena
tendencia entre las variables analizadas debidoaafjo estrecho de F/Bs
explorado.

Figura 6.2. Relacion entre el peso de grano y la relaciontatdestino durante (a) el
periodo critico, y (b) el llenado efectivo del graihos datos corresponden a tres
hibridos de maiz de fondo genético contrastantet€heplado; Tr: tropical; TeTr: Te
x Tr) expuestos a dos regimenes térmicgs €ontrol; Te: golpe de calor) durante
tres momentos del ciclo del cultivo (ML, My: 2; M3: 3) y dos afios experimentales.
En (a), la linea llena representa el modelo liegadtado a los tratamientos control.
En (b), la linea punteada representa la relacibry 1a linea llena el modelo bilineal
(6.1-6.2) ajustado a los tratamientos de estrés.
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6.3.4. Carbohidratos solubles en agua acumuladektalto

El CCSA acumulado en el tallo de plantas no catiagtdue bajo al inicio del
periodo critico en todas las combinaciones dentiatao, con valores que oscilaron
entre 1y 6.4 g planta Desde ese momento en adelante, el patrén de #amiému
del CCSA difirié principalmente entre fechas dardiea y en menor medida entre
genotipos dentro de cada fecha de siembra (fig@)aBstas parcelas en las fechas
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Figura 6.3. Evolucién del contenido de carbohidratos soluble®l tallo de plantas
de tres hibridos de maiz de fondo genético comamgstsometidos a dos regimenes
térmicos (control: simbolos llenos; golpe de cakimbolos vacios) durante tres
momentos del ciclo del cultivo (Ma-c; M: d-f; Ms: g-i) en el experimento 2. Las
flechas sefalan la fecha de madurez fisiologica. lharras verticales indican el
desvio estandar de la media y las horizontaleseseptan el periodo de
calentamiento. Los asteriscos indican diferencigsifecativas (P < 0.05) entre
tratamientos de régimen térmico.

Templado Templado x tropical Tropical

50

S
2

w
?

40

30

204

101

304

204

104

Carbohidratos solubles en agua acumulados en el tallo (g planta'1)

N
‘\
N, Vg
[l
L
T o

20 0 20 40 6020 O 20 40 60 -20 O 20 40 60
Dias respecto a silking

de siembra tardia (M e intermedia (M) presentaron un incremento sostenido del
CCSA en tallo hasta fechas proximas a la maduegaldgica, mientras que en la
fecha de siembra mas temprang)(8e mantuvo relativamente constante a partir de
ca. 10-20 dias despuésgiiking.

El golpe de calor redujo el CCSA del tallo duragitperiodo de calentamiento,
aungue este efecto fue mas evidente y significaf’a 0.05) cuando el estrés se
produjo en etapas mas avanzadas del cultivoXM, > My; figura 6.3). Luego de la
finalizacion del estrés, las plantas sujetas aegolje calor alrededor de floracion
tendieron a incrementar el CCSA respecto a sugcégps controles, y en muchos
casos, el CCSA a madurez fisiologico fue superioregistrado en plantas no
estresadas (figura 6.3a-f). Contrariamente, la demtia de temperaturas
supradptimas durante Jyprovoco caidas drasticas del CCSA del tallo (Aggu3g-i),
registrandose valores minimos en muestreos proxanmadurez fisioldgica (de aqui
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en adelante se denominaran muestreos de madurdadisa). Este efecto fue mas
pronunciado para el hibrido Te, el Unico genotipoeé cual se evidencio (i) el
agotamiento total del CCSA del tallo (figura 6.3g)ii) la llegada muy anticipada a
madurez fisioldgica del tratamiento de estrés mspal tratamiento control (figura
6.1a).

La variacion observada en la 42 explico satisfactoriamente?@ 0.49; P <
0.001) la variacién del CCSA del tallo a maduraofogica (figura 6.4). Los datos
de todas las combinaciones de tratamiento fuerstagjos a un modelo bilineal con
plateau[ecuaciones (6.8) y (6.9)] que identifico un valer F/Q e umbral (431 mg
grand®) por encima del cual el CCSA permaneci6 constgra&anzé un maximo.
Por debajo de este umbral, el CCSA en el tallcedejo abruptamente con niveles
decrecientes de F(Bs (78 mg plantd por unidad de caida en la £43) hasta que
las reservas de carbohidratos fueron completanagtadas (i.e., CCSA = 0). Esto
Gltimo se alcanzé con F{Bs ~ 0 mg grand. El peso de grano tendi6 a disminuir
con reducciones en el CCSA en tallo durante eltenefectivo de granos, pero
existi6 una pobre relacion?(e 0.32; P = 0.015) entre dichas variables (daws n
mostrados).

Figura 6.4. Relacion entre el contenido de carbohidratos $eduken agua
acumulados en el tallo a madurez fisiolégica yelaaiéon fuente-destino durante el
llenado efectivo de grano. Simbolos como en laréigu2. Los datos corresponden a
plantas individuales. La linea llena correspondm@dielo bilineal complateau(6.8 -
6.9) ajustado a todo el conjunto de datos.
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6.4. Discusion

La F/Doc explico las variaciones observadas en el pesaaledinal de los
tratamientos control (figura 6.2a), concordando ewidencias previas que indican
que las plantas de maiz establecen el tamafo paltelet grano durante la etapa
temprana de desarrollo del mismo (Capitanio etl&i83; Reddy y Daynard, 1983;
Jones et al.,, 1996). Sin embargo, esta respuestaenobservada en las parcelas
calentadas durante el periodo critico para laijacde granos (i.e., My M), en las
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cuales el peso de grano final se encontr6 genensgnmeor debajo de la relacion
antes descrita para los tratamientos control, arpés sus altos valores de B
Este efecto persistid aun cuando el andlisis dezdeeonsiderando la particion de
biomasa hacia la espiga (i.e., célculo de F/D tetdeen cuenta la TGE datos no
mostrados). Estos resultados difieren de aquekgsstrados por Gambin et al.
(2008), quienes reportaron incrementos en el pegpaho final debido a mejoras en
la F/Doc causadas por raleos proximos a floracion, e igaabn de respuesta entre
parcelas raleadas y no raleadas (i.e., un Uniccelmdiheal ajusta a todo el set de
datos). En su conjunto, los resultados sugierenagieesducciones observadas en el
peso de grano potencial estarian relacionadagriccames que no estan asociadas
directamente con la disponibilidad de asimiladosgrano, sino mas bien a efectos
directos del golpe de calor los cuales nunca fudamumentados en maiz creciendo
en condiciones de cultivo. Dichos efectos han sidgyormente reportados ante la
incidencia de golpe de calor durante la fiaag del crecimiento del grano (i.e., luego
de la fecundacion del ovario y equivalente aldél presente estudio), y atribuidos a
interrupciones en la formacion de células endosgicas y la biosintesis de
amiloplastos (Jones et al.,, 1985; Denyer et al941%ingletary et al., 1994;
Commuri y Jones, 1999; Engelen-Eigles et al., 200b¥y efectos negativos del
estrés previo a antesis (i.e., previo a la fecuddadel ovario y equivalente al Miel
presente estudio) han sido menos evaluados ede(€alderini et al., 1999b; Vara
Prasad et al., 2008), y hasta el momento no exestrios al respecto en maiz. Los
procesos fisioldgicos que subyacen a la limitagidndestino impuesta por el golpe
de calor son poco claros, pero evidencias en {Mitbet y Pinthus, 1984; Calderini
et al., 1999a), cebada (Scott et al., 1983) y s@¥gmg et al., 2009) sugieren que
temperaturas supradptimas previas a floracion podrausar limitaciones fisicas al
crecimiento de grano debido a sus efectos negadmim® el crecimiento del ovario y
estructuras florales que recubren a dicho érgaeq [Emma y palea).

El golpe de calor provoco6 una variacion importarida F/Dec que permitid
explicar los cambios observados en el peso de gianlas parcelas afectadas por
este tratamiento (figura 6.2b). La incidencia dstés durante Mredujo la F/Dec
provocando las caidas esperadas de peso de gran@gB/ Otegui, 2001). Sin
embargo, la respuesta observada difiri6 en alguasectos de la usualmente
reportada en maiz. En este sentido, todo el camjdlet datos no estuvo bien
representado por un unico modelo bilineal ptateau(op. cit). En parte porque los
datos provenientes de parcelas control no abarecareango amplio de F{Bs ni de
peso de grano, pero también porque los valoresede pegistrados en dichas
parcelas tendieron a ubicarse por encima del mdukt®al conplateauajustado a
las parcelas de estrés. Esta tendencia se vedfinocuando las parcelas de estrés
tuvieron mucha mayor F{Bs en los casos de golpe de calor aplicado ery Wi,
sugiriendo efectos irreversibles del tratamientbreda determinacién del peso de
grano potencial. Las particularidades del efectd glepe de calor sobre la
determinacion del peso de grano también se pusar@videncia cuando el andlisis
se basoO en cambios relativos de este rasgo y dal@on F/D para todo el llenado
del grano, siguiendo la aproximacion utilizada parras et al. (2004) en un re-
analisis cuantitativo de una extensa base de th#tbegrafica (figura 6.5). Cuando
los resultados de esta tesis se incorporaron argdisis se pudo observar que los
hallazgos originales se mantuvieron para los cdsasisminucion de la F/D durante
el llenado (M) pero no para los incrementos de la misma ¢MM,). Para los
primeros, todos los casos evidenciaron variacioegstivas respecto al control (i.e.,
linea horizontal punteada) y se ajustaron a lauestp media del peso de grano
calculada por Borras et al. (2004). Mientras qua ji@s segundos, la mayoria de los
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datos se encontraron por debajo de la respuestanangstimada por dicho autor
(linea horizontal min.10% de la figura 6.5). E®tspuesta del peso de grano a golpes
de calor alrededor de floracidn constituye una ewth adicional del efecto
permanente e independiente de la fuente de aswsilgide provoca el estrés sobre el
peso de grano potencial, la cual no puede ser awada por las mejoras en la
disponibilidad de asimilados por grano durantéeglddo del mismo.

Figura 6.5. Relacion entre cambios en el peso de grano y cambio la
disponibilidad de asimilados durante el perioddlelgado (expresados en términos
relativos al control) de tres hibridos de maiz @edb genético templado (circulos),
templado x tropical (triangulos) y tropical (cuadivp sometidos a golpe de calor
durante tres momentos del ciclo del cultivo (¥, M,: 2; Ms: 3) y durante dos afos
experimentales. Las lineas de puntos represemtaiadiones tedricas impuestas de
manera absoluta por fuente (linea 1:1) o destim®4dl horizontal) de asimilados
durante el llenado de granos. Las lineas llendsanda respuesta maxima, minima
y media del peso de grano ante cambios en la dlEpdad de asimilados durante el
periodo de llenado segun las estimaciones reabzaataBorras et al. (2004).
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Acorde a lo esperado, las caidas en la &/ebido a los calentamientos
durante M redujeron el peso de grano a través de acortamsiglet llenado efectivo
de granos (Egharevba et al., 1976; Jones y Simmt®&3), mientras que los
aumentos en la F[{Bs producto del golpe de calor alrededor de floracian
provocaron incrementos en la duracion del llen&th@per et al., 1982; Andrade y
Ferreiro, 1996). La variacion observada en la daradel llenado efectivo de granos
estuvo relacionada con diferentes tasas de pédidagua del grano luego de
alcanzado el maximo contenido de agua del grarmydbfue maxima para el hibrido
Te calentado durante MEste hecho, sumado al efecto nulo del estrés sabi g,
determinaron una mayor tasa de desecacion del gearincrementos en la
concentracion de humedad del grano a madurez diggaa, coincidiendo con
evidencias previas en maiz (Westgate, 1994; Salh,t007a; Sala et al., 2007b) y
otros cultivos (Barlow et al., 1980; Brooks et d982; Gooding et al., 2003).
Adicionalmente, el golpe de calor durantg fddujo el maximo volumen de grano
debido a la combinacion de dos hechos determinadtasero, el maximo volumen
de grano de los controles se alcanz6 en etapasma®xa la madurez fisioldgica
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(Gambin et al., 2007b) y no en el momento de maxordenido de agua del grano
(Saini y Westgate, 2000), por lo que en aquellosog€aen que tuvo lugar un
acortamiento pronunciado en la duracién del llertadthién se afecto el volumen de
grano. Segundo, y previamente indicado, se proolujercrementos en la tasa de
pérdida de agua del grano luego de alcanzado eimmagontenido de agua del
grano. Por su parte, las pequefias caidas de pgsardeproducto de golpes de calor
durante el periodo critico no pudieron asociarsgaaaciones en el maximo
contenido de agua del grano (Borras y Westgate5)200a T ec (Borras y Otegui,
2001) debido a que no se registraron diferencgasfgiativas en la dinamica de agua
y acumulacion de biomasa del grano en estos casadrp 6.1).

La dinamica del CCSA del tallo evaluada duranteeglundo afio experimental
aportd evidencias que fortalecen la asociacion igmeente establecida entre la
disponibilidad de asimilados por grano durante lehddo y el crecimiento del
mismo. Los cambios observados en dicha dinamicaddelas temperaturas
supradptimas estuvieron asociados a variacionefa éf'Dec. Por un lado, la
reduccion en la F/Rc debida al golpe de calor durantg lgromovié una mayor
removilizacion de reservas, tal como fuera evidmtwimediante tratamientos que
reducen la disponibilidad de asimilados por grancadte el llenado como
defoliaciones (Sayre et al., 1931; Jones y Simmad®83), sombreos (Uhart y
Andrade, 1995a; Andrade y Ferreiro, 1996) y défiddrico (Westgate y Boyer,
1985; Ouattar et al., 1987h). Por su parte, eeimento en la F/R¢ debido al golpe
de calor durante el periodo critico determiné umgan deposicion de asimilados en
el tallo, siendo esta respuesta similar a la olskrnen experimentos manipulativos
gue incrementan la disponibilidad de asimiladosgrano durante el llenado a través
de restricciones a la polinizacion (Sayre et a311 Hume y Campbell, 1972),
desgranado (Jones y Simmons, 1983), sombreos dushperiodo critico (Uhart y
Andrade, 1995a), raleo de plantas después deldmeddtico (Andrade y Ferreiro,
1996) y remocién de espiga (van Reen y Singlet®db2;1Christensen et al., 1981).
Estos cambios en el uso de reserva habian sidatdsgareviamente en el Capitulo
3 a partir del UAR (figura 3.5). La relacion estracexistente entre el UAR y la
variacion en el CCSA del tallo durante el llenadectvo de granos (figura 6.6)
destaca su utilidad como un estimador simple del de reservas en maiz.
Adicionalmente, el estudio de la dinamica de CC®fmiti6 evaluar si la mayor
sensibilidad del hibrido Te al golpe de calor dteadvi; (Capitulo 3) estuvo asociada
a una menor disponibilidad de asimilados en tatb,como fuera descrito para
cultivares de trigo (Blum et al., 1994; Yang et aD02; Tahir y Nakata, 2005). En
esta tesis, los hibridos analizados presentaroronest de evolucion del CCSA
similares dentro de cada fecha de siembra de ldia@dn control, por lo que la
disponibilidad de asimilados de reservas previa mdidencia del estrés fue similar
entre materiales (figura 6.3). Consecuentemente,mayores caidas del peso de
grano registradas en el hibrido Te no estarianiada a una menor capacidad de
sostener el llenado de granos a expensas de ressiva a una mayor sensibilidad
de su aparato fotosintético al golpe de calor (tDapi3) que determiné un mayor
desbalance entre la oferta y demanda de asimilddi@nte el llenado efectivo de
granos (i.e., F/Qxg; figura 6.2). Estos resultados no concuerdan eoprédiccion
establecida a partir de la Hipotesis 5, por lo egta Ultima es rechazada.

El CCSA del tallo a madurez fisioldgica pudo sepleado por la F/l:c
(figura 6.4) mediante un modelo bilineal cprateau Por un lado, este modelo
permitié evidenciar la elevada contribucion de feservas del tallo al llenado de
granos en condiciones de baja f#® (golpe de calor durante )] aunque dicho
aporte no fue suficiente para evitar las caidgsede de grano de algunos genotipos.
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Este resultado desestima la interpretacion de tjealtevo de maiz hace un pobre
aprovechamiento de reservas para el llenado dabdiorras et al., 2004). Por el
contrario, destaca que la participacion de lasrvasepara tal fin es ya parte de la
fuente requerida para la formacién del grano emégoria de las condiciones
normales de produccion (i.e., parcelas control)tivmopor el cual cualquier
restriccion adicional a la fuente de asimilados/pnientes de la fotosintesis durante
el llenado del grano no puede ser completamentepensada a través de la
removilizacion de reservas. Por otra parte, el noodstablecido en la figura 6.4 fue
capaz de describir la respuesta opuesta observagtaetas calentadas durante el
PC, las cuales alcanzaron la maxima capacidad macahaje de carbohidratos
solubles en agua del tallo con valores de Eibor encima del umbral de 431 mg
granc'. Dichas plantas registraron valores de CCSA tamaglos y variables como
aquellos registrados por plantas estériles, apdotamayores evidencias para suponer
gue dichas plantas alcanzaron la maxima capacidagskrva de asimilados en el
tallo.

Figura 6.6. Relacion entre la variacion en el contenido de aaidvatos solubles en
agua del tallo durante el llenado efectivo de gsa®CSA) y el uso aparente de
reservas (UAR) en el experimento 2. Simbolos comtadigura 6.2. La ecuacion y
la linea llena representan el modelo ajustado @@bdonjunto de datos.

40

_1 0_
ACCSA= 8.7-0.037 UAR 3
r’= 0.70, P<0.001

-20 T T T
-1000 -500 0 500 1000

Uso aparente de reservas (g m?)

Variacion del contenido de carbohidratos soluble en
agua del tallo durante el llenado efectivo de granos

6.5. Conclusiones

El golpe de calor incidié negativamente sobre sbp#e grano final en todos
los momentos de calentamiento evaluados. Golpesalde alrededor de floracién
incrementaron la disponibilidad de asimilados pang durante el PC y el LEG, sin
embargo se observaron caidas en el peso de granfuenon atribuidas a efectos
directos del golpe de calor sobre la determinadéh peso de grano potencial.
Golpes de calor durante la primer mitad del llenafiwtivo de granos redujeron la
disponibilidad de asimilados por grano durante aha etapa, determinado
interrupciones en el llenado de granos. Esta respdee acompafiada de un mayor
uso de reservas de asimilados en el tallo e ineremaen la tasa de pérdida de agua



88

del grano, por lo que se encontraron fuertes asioci@s entre (i) el uso de reservas
en tallo y la F/Reg, vy (ii) la tasa de pérdida de agua del grano gueacion del
llenado efectivo de granos. Se observaron difeasngenotipicas en la respuesta al
estrés que identificaron al hibrido templado commaterial de mayor sensibilidad a
la incidencia de golpes de calor durante el llergigranos.



CAPITULO 7

Consideraciones finales
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7.1. Introduccion

Al momento de iniciar esta tesis se contaba comddnte informacion del
efecto del golpe de calor en maiz, pero de diBgirapolacion a condiciones de
campo dado que la mayor parte de los estudiosssgdraen técnicas de cultivos de
organosin vitro (Herrero y Johnson, 1980; Jones et al., 1984; h\dilcy
Petolino, 1988; Dupuis y Dumas, 1990; Cheikh y 30ri®94; Singletary et al.,
1994; Commuri y Jones, 1999; Commuri y Jones, 20p[Pntas aisladas en
macetas (Badu-Apraku et al., 1983; Schoper etl@86; Schoper et al., 1987;
Wilhelm et al., 1999), o calentamientos localizagdobre la espiga (Commuri y
Jones, 2001). Muchas de las investigaciones rek&zaa nivel de cultivo
(Muchow, 1990; Lafitte y Edmeades, 1997; Rinconxiuet al., 2006) no
permiten una adecuada valoracion del impacto débegale calor sobre las
plantas debido a que las diferencias de temperatmtee tratamientos con
distintos regimenes térmico (i.e., presencia/auaehe eventos con temperaturas
supradptimas) son logradas mediante el uso de $edbasiembra y/o ambientes
contrastantes. Esto determina la inexistencia degatamiento control apropiado
para establecer comparaciones entre regimenesct&ndiebido a que dichas
manipulaciones pueden determinar cambios en el eantiihidrico (déficit de
presion de vapor) y radiativo (Idso et al., 1981ril€ y Andrade, 1994a;
Maddonni, 2012). Parte de esta limitacion puedaasuelta mediante el empleo
de invernaculos pequefios colocados a campo durahteperiodo de
calentamiento. Los trabajos de Cicchino et al. (2012010b) fueron los
primeros en implementar esta metodologia para avatl efecto del golpe de
calor sobre el desarrollo fenolégico y los detemmites fisiologicos (radiacion
interceptada, eficiencia en el uso de la radiaciddice de cosecha) y numéricos
(nimero de granos por planta, peso de granos)edéimiento de un hibrido de
maiz de origen templado. A pesar de la valiosarméxion aportada por dichos
estudios, sus resultados tienen un alcance limitkdim que (i) sélo incluyeron un
genotipo de maiz, (ii) contemplaron las etapasygrestfloracion del periodo critico
para la fijacion de granos, sin considerar etagasepiores donde se define el peso
de grano, y (iii) la intensidad del estrés difindtablemente entre los momentos de
calentamiento. Estas restricciones no permitentifitar la importancia relativa de
cada subperiodo sobre el rendimiento en grano existencia de diferencias
genotipicas en la respuesta al golpe de calorndejalgunos interrogantes como:
¢, Cudl es el efecto de breves episodios de golpealde sobre los determinantes
fisioloégicos y numéricos del rendimiento cuandegiés ocurre en distintas etapas
del cultivo y éstas experimentan las mismas coodés de crecimiento? ¢ Existen
diferencias genotipicas en las respuestas al gi@malor? ¢ Cuales son los atributos
gue explican dichas diferencias?. Para respondestas preguntas se realizaron
dos experimentos a campo donde se evalud la respdestres genotipos de
maiz con fondo genético contrastaftemplado, tropical y templado x tropical)
a un golpe de calor de quince dias de duraciorcagd durante tres momentos
distintos del ciclo de cultivo (M4-R1, Ri-R2, Rx-R,+15d). El golpe de calor fue
generado mediante mini-invernaculos colocados apoadurante el periodo de
estrés y un sistema de calentamiento con controlddotemperaturas (figura
2.1). Adicionalmente, se realizaron distintas fechde siembra para cada
combinacion de momento de calentamiento x hibrida el fin de hacer
coincidir la fecha de inicio de todos los momentles calentamiento (figura
2.1c). Esta metodologia permiti6 homogeneizar tarisidad del estrés entre las
distintas combinaciones de tratamientos de golpecaler (i.e., temperatura
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acumulada de estrés; cuadro 3.2), superando lasiomatlas restricciones
metodoldgicas de los estudios de Cicchino et @l. ¢d).

En esta tesis también se evaluo el patron de retgpdel nUmero de granos a
las tasa de crecimiento de planta y espiga duedngeriodo critico. El andlisis de la
relacion existente entre dichas variables ha sifieaado para comprender las causas
de pérdida de granos debido a la incidencia dtlistestreses abiodticos (Andrade
et al., 2002; D'Andrea et al., 2008; Rossini et2011), incluido el estrés por golpe
de calor (Cicchino et al., 2010b). En conjuntogeVédencia disponible indica que el
efecto de los estreses abioticos sobre el nimegoat®s se asocia principalmente a
caidas en la tasa de crecimiento de la planta tbuediperiodo critico (op. cit.), y que
deficiencias hidricas y nitrogenadas severas tampieden afectar el nimero de
granos a través de reducciones en la particionatedsa a espiga (Uhart y Andrade,
1995b; D'Andrea et al., 2008). Sin embargo, ningimestos estudios contempla las
pérdidas de granos asociada a fallas en eventosdregivos (e.g. polinizacion,
fecundacion y aborto de granos) cuya importancigitha ampliamente demostrada
en condiciones de estrés por golpes de calor (keyrdohnson, 1980; Schoper et
al., 1986; Schoper et al., 1987; Dupuis y Duma80)L9%Esto genera dudas respecto a
cudles son las principales causas de reducciomideero de granos debidas a la
incidencia de temperaturas supradptimas alrededofladacion y cual de estas
causas se asocia a la existencia de diferenciagipieas en la fijacion de granos.
Estos interrogantes no pueden ser respondidos ntedéh andlisis clasico de la
relacion entre el nimero de granos y la tasa denciento de la planta (Tollenaar et
al., 1992; Andrade et al., 1999; Andrade et alQ2)0por lo que en esta tesis se
propuso una aproximacion metodolégica nueva (Clapffuque permitié identificar
las tres fuentes de variacion del nimero de gram&scionadas previamente [i.e.,
aquellas asociadas a (i) cambios en la tasa deanteato de la planta durante el
periodo critico, (i) cambios en la particion derbasa a espiga, y (iii) fallas en
eventos reproductivos (figura 4.1)].

Las fallas en los eventos reproductivos debidolpegode calor alrededor de
floracién han sido atribuidas a problemas de pmdicion asociados a la falta de
polen viable (Lonnquist y Jugenheimer, 1943; Baasadt al., 2008). Esto explicaria
la existencia de un mayor numero de estudios deferal efecto del golpe de calor
sobre las estructuras reproductivas masculinaeces@ las femeninas (Herrero y
Johnson, 1980; Schoper et al., 1986; Schoper,et387; Dupuis y Dumas, 1990).
No obstante, Cicchino et al. (2010b) demostraroe lguincidencia de golpes de
calor alrededor de floracion provoca mermas immbeta del nimero de granos a
pesar de la incorporacion de polen fresco. Dichasmas podrian deberse a efectos
deletéreos del estrés sobre el desarrollo de floestricciones en la profusién de
estigmas por fuera de las chalas, reducciones eackptividad de los estigmas
emergidos, problemas en el desarrollo del tubonfaliy/o fallas en el cuaje de
granos (figura 1.1). El estudio de rasgos asociadatesarrollo y crecimiento de
estructuras reproductivas femeninas ha recibidonuagor atencion en condiciones
potenciales de crecimiento (Otegui y Andrade, 200@stgate et al., 2004), o en
algunas condiciones limitantes como deficienciadritas (Bassetti y Westgate,
1993c) o nitrogenadas (Edmeades et al., 1993), m&moa en situaciones de estrés
por golpe de calor. Por tal motivo, se evalué ecef del golpe de calor sobre
algunos determinantes numeéricos del nimero de gré@apitulo 5), permitiendo
identificar tres fuentes de pérdidas de granosiadas a (i) el numero de flores
desarrolladas (Pérdida 1), (ii) la proporcion aee$ desarrolladas que exponen sus
estigmas por fuera de las chalas (Pérdida 2)j)ye{iiaborto de ovarios fecundados
(Pérdida 3).
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Otro aspecto abordado en esta tesis estuvo retatmocon la respuesta del
peso de grano a la incidencia de golpes de caldiséintas etapas de crecimiento del
cultivo. El peso de grano final esta determinadolp@apacidad de acumulaciéon de
biomasa del grano establecida durante la etapalimle su crecimiento (i.e., fase
Lag) y la deposicion de asimilados en la etapa pastdiie., fase de llenado
efectivo). La dinamica de estos procesos dependie disponibilidad de asimilados
por grano durante dichas etapas. Condiciones deingemto que provoquen
aumentos en la disponibilidad de asimilados pomaralrededor de floracién
provocan incrementos en el tamafio potencial dehagi@apitanio et al., 1983;
Reddy y Daynard, 1983; Jones et al., 1996) y, sn da no presentarse limitaciones
al crecimiento del grano durante el llenado efectiel mismo, esto se correspondera
con un mayor peso de grano a madurez fisiologicami@n et al., 2006). La
respuesta del peso de grano a cambios en la dusjend de asimilados durante el
periodo de llenado ha sido evaluada en una grédidadrde experimentos (Tollenaar
y Daynard, 1978a; Tollenaar y Daynard, 1978b; Jgr@snmons, 1983; Afuakwa et
al., 1984; Uhart y Andrade, 1995a; Andrade y Feosrei996; Cirilo y Andrade,
1996; Borras y Otegui, 2001) y re-analizada porr&oet al. (2004) siguiendo una
metodologia propuesta por Slafer y Savin (1994).dieho re-andlisis los autores
sugieren que los granos de maiz crecen con unandisidad de asimilados cercana
a la requerida para alcanzar el tamafio potenaakyla respuesta del peso de grano
frente a incrementos en la disponibilidad de asidus (aumento pequefio del peso
de grano) contrasta fuertemente con la respuestaciurre frente a reducciones en
la cantidad de asimilados disponibles duranteeelltio (caidas drastica del peso de
grano). Esto pone de manifiesto la elevada seitsdildel peso de grano de maiz a
la incidencia de condiciones adversas que reduxeahsponibilidad de asimilados
por grano durante el llenado de granos.

El efecto de temperaturas supradptimas sobre elnuento del grano de
maiz ha sido estudiado en condiciones de crecimiemtroladas (Badu-Apraku et
al., 1983; Jones et al., 1984; Cheikh y Jones, ;198letary et al., 1994; Commuri
y Jones, 1999; Wilhelm et al., 1999; Commuri y 3n2001), contribuyendo
sustancialmente al entendimiento de los efectogalpk de calor sobre los procesos
metabolicos involucrados en las caidas del pesardeo. Sin embargo, esta
informacion no puede extrapolarse a situacionessttés que ocurren a campo dado
gue no contemplan los efectos del estrés sobréspemibilidad de asimilados por
grano en distintas etapas de crecimiento y lagicglas hidricas del grano. Por tal
motivo, en esta tesis se estudié el impacto dglegde calor sobre el peso de granos
(Capitulo 6), estableciendo relaciones entre la@rdina del contenido de agua del
grano y la disponibilidad de asimilados durantepetiodo critico y el llenado
efectivo de granos.

7.2. Aportes originales al conocimiento cientifico

A patrtir de los resultados descritos en los difesggapitulos que componen el
cuerpo de la tesis, resumidos en la figura 7.1ggm® mejorar el conocimiento de los
determinantes fisiologicos y numéricos del rendimtdeen grano de maiz ante la
incidencia de golpes de calor en distintas etaphutivo. En un estudio previo,
Cicchino et al. (2010b) habian indicado que el golle calor influye sobre la
produccién de biomasa principalmente a través thraiones en los procesos
relacionados con la fijacién de carbono (i.e., aaidn la EUR), y no a través de
reducciones en la captura de radiacién debido anereor expansién foliar. Los
resultados de esta tesis coinciden con la evidepmaia (cuadro 3.3 y 3.4;



93

figuras 3.3 y 7.1), aunque demuestran la posildlida producirse reducciones
en la captura de radiacién a través de acortansento el ciclo del cultivo
(cuadro 3.1 y figura 7.1). A su vez, en este trabsg¢ describieron algunos
atributos asociados a la interrupcién del llenadogdano debida al golpe de
calor (i.e., muerte repentina de plantas), losesidifieren considerablemente de
aquellos usualmente descritos en condiciones deicidetias hidrico-
nutricionales (senescencia progresiva de hojasnteira llenado de granos, bajo
indice de area foliar a madurez fisiologica; Boy#970; Uhart y Andrade,
1995b; Sadras y Milroy, 1996; Lemaire y Gastal, D0E&Esta informacion resulta
valiosa para mejorar la interpretacion de sintomdasdafios provocados por
golpes de calor, especialmente en ambientes danaeurrencia de episodios
breves de temperaturas supradptimas suele asoaiasentos de sequia.

Los resultados de la presente tesis ponen nuevandenmanifiesto que el
periodo de tiempo alrededor de floracion es la atdpl cultivo con mayor
sensibilidad a la ocurrencia de estreses abiéffeissher y Palmer, 1984; Hall et al.,
1984; Kiniry y Ritchie, 1985; Grant et al., 198%o obstante, esta tesis agrega
informacion valiosa acerca de (i) la existencia diierencias genotipicas en la
tolerancia al golpe de calor, y (ii) las mermasatreds de rendimiento debida a
golpes de calor, conocidas desde hace mucho ti@amaootros estreses (op. cit.). El
primer aspecto distingue al hibrido templado corngemotipo més sensible a los
golpes de calor. El segundo aspecto identificasetpnda mitad del periodo critico
para la fijacion de granos como la etapa dondeadujeron las mayores caidas de
rendimiento en grano debidas dicho estrés, lasesuastuvieron principalmente
asociadas a reducciones en el indice de coseemamgnor medida a reducciones en
la produccion de biomasa (figuras 3.4 y 7HStos resultados concordaron con las
predicciones 1 y 2, determinado que las Hipétesisespectivas no fueran
rechazadas.

Figura 7.1. Diagrama conceptual describiendo la conexién edeterminantes
fisiologicos y numéricos del rendimiento en gram® maiz. Las flechas llenas
representan relaciones entre variables y las vaudésan variables o procesos que
regulan dichas relaciones. Los simbolos colorealdtsjo de las cajas indican el
efecto del golpe de calor (variacidon respecto aatmiento control, promediando
experimentos) sobre distintas etapas del ciclewalélo (M1: durante los quince dias
previos a antesis; Mdurante quince dias a partir de iniciogi&ing;, Ms: durante
quince dias a partir del inicio del llenado actde granos) y genotipos de maiz de
fondo genético contrastante (Te: templado; Tr:ic@pTeTr: Te x Tr).
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El desarrollo de la nueva aproximacion metodolégiaga el estudio de las
pérdidas de grano permitio identificar a la caiddagasa de crecimiento de la planta
como la principal fuente de reduccion del nUmerognos ante la incidencia de
golpes de calor alrededor de floracion, seguida pquellas mediadas por
restricciones no asociadas a la asignacion de ladiosi hacia la espiga y por
cambios en la particion de biomasa a espiga (cua@dfigura 7.1). La pérdida de
granos debida a efectos directos del estrés fpeinaipal responsable de la mayor
sensibilidad al golpe de calor del hibrido templagkpecto al hibrido tropicdtsta
evidencia concuerda con la prediccion enunciada aagir de la Hipdtesis 3 y
destaca la importancia de la nueva aproximacion comuna herramienta para
mejorar la eficiencia de seleccion de genotipos efos programas de
mejoramiento genético de maizEl golpe de calor provocé variaciones leves en la
particion de biomasa a espiga durante el periodiicar(figuras 4.2 y 7.1) y
consecuentemente en la pérdida de granos asociditha variable (i.e.ANGP;;
cuadro 4.3). Esta respuesta ya habia sido docud#ataplantas de maiz sometidas
a un golpe de calor alrededor de floracion (Cicochét al., 2010b). Sin embargo,
dicho estudio no brindé una estimacién de las vames en el nUmero de granos
debido a cambios en la particion de biomasa a aqgigadro 4.3) ni identificé un
valor critico de particiébn de biomasa a espiga partar pérdidas de granos (figura
4.4), como si fueron definidos en esta tesis. lantificacion de estos atributos es
muy valiosa para mejorar el entendimiento de lard@hacion del nimero de granos
en condiciones de estrés, especialmente en sitexciate deficiencias hidricas (Hall
et al., 1981; NeSmith y Ritchie, 1992a) y nitrogtama (Uhart y Andrade, 1995b;
D'Andrea et al., 2008) severas donde se produddasanportantes en la particion
de biomasa a espiga.

El estudio de las pérdidas de granos a nivel degagpe., determinantes
numéricos del nimero de grano; Capitulo 5) permémpliar la informacién
obtenida a nivel de planta (indicada previamentppger a prueba la Hipotesis 4.
Los resultados de dicho estudio indicaron que laanéjacion de granos en espigas
calentadas alrededor de floracion se debid pritrogate a un mayor aborto de
granos (figuras 5.2 y 7.1) coincidiendo con evid@nhprevias en sequia (Westgate y
Boyer, 1986a; Otegui et al., 1995a) y estrés némaglo (Jacobs y Pearson, 1991).
No obstante, cabe destacar que los efectos negali®ogolpe de calor sobre la
viabilidad del polen (Herrero y Johnson, 1980; $ehmcet al., 1986; Schoper et al.,
1987) y la sincronia floral (Capitulo 5; Cicchinbat., 2010b) no fueron un factor
limitante para la fijacion de granos debido a lacapion diaria de polen fresco. El
desarrollo de flores y la dinamica de emision dgyess fueron menos afectados por
las temperaturas supradptimas que el cuaje de dfiguwas 5.2 y 7.1), siendo la
magnitud de la respuesta variable entre momentosatitamientos, hibridos y
categorias extremas de plantas dentrcstiid(i.e., plantas cosilking temprano y
tardio). El golpe de calor redujo el nimero deeffodesarrolladas cuando el estrés se
produjo en la etapa piking y sobre los hibridos de origen templado y tempbado
tropical (cuadro 5.3). Por su parte, la dinamicaenhsion de estigmas fue afectada
por calentamientos en ambas subetapas del periddoo c(i.e., prailking y
possilking) independientemente del genotipo analizado, psta respuesta solo fue
evidente en individuos que presentasiiking tardio (figura 5.1). Este hecho, en
forma conjunta con las relaciones establecidasadiglira 5.3, permite suponer la
predominancia de efectos indirectos (i.e., medigaosl suministro de asimilados a
espiga) del golpe de calor sobre la exposicion steyreas, en lugar de efectos
directos (i.e., caidas en la turgencia y desecat@osstigmas) del estrédos estos
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resultados permitieron aceptar parcialmente la Hipéesis 4, debido al
cumplimiento parcial de sus predicciones.

La determinacion del peso de grano en maiz somatidolpes de calor en
condiciones de campo no habia sido estudiada laastalizacion de esta tesis. Los
resultados de este trabajo demuestran que la i#apdel peso de grano a la
incidencia de dicho estrés alrededor de floraciérs@ ajusta al marco conceptual
propuesto por Gambin et al. (2006) (figura 6.2a90lo lo hace parcialmente al
propuesto por Borras et al. (2004) (figura 6.5).eBta tesis, se evidencié que a pesar
del incremento en la disponibilidad de asimiladosgrano en el periodo critico y/o
el llenado de efectivo de granos debido a la imz@dede temperaturas supradptimas
alrededor de floracion (e.g. elevada relacion fer@gstino durante todo el llenado
del grano en las parcelas calentadas esilkireg) se produjeron caidas en el peso de
grano alcanzado respecto a las parcelas contital.r&spuesta atipica seria atribuible
a los efectos directos del golpe de calor sobregsms metabdlicos involucrados en
la determinacion del peso de grano potencial (Jehak, 1985; Denyer et al., 1994;
Singletary et al., 1994; Commuri y Jones, 1999; damEigles et al., 2001),
evidencia nunca antes reportada en condicionesltieoce incluso desestimada para
maiz en funcidn de estudios basados en combindeidratamientos de densidad de
plantas x control de la polinizacion (Borras y Qiieg001).

El estudio de las dinamicas de agua en el grar®rgskrvas de carbohidratos
en el tallo confirmo la existencia de una estraeffi@cion entre dichos procesos y la
acumulacion de biomasa en el grano (Jones y Simni@83; Schnyder y Baum,
1992). En la presente tesis se observo que caldapexuefias del peso de grano
debidas a golpes de calor, que no pudieron sectddtes mediante el analisis del
contenido hidrico del grano alrededor de floracidumyieron su correlato en
variaciones leves del contenido de carbohidratbshks en agua del tallo (figura
6.3). Contrariamente, el efecto severo del golpealler durante la primera mitad del
llenado efectivo determind las mayores caidas dsb e grano, las cuales fueron
acompafadas por un mayor uso de reservas deytallmentos en la tasa de pérdida
de agua del grano (figuras 6.1 y 6.3). Las maya&islas de peso de grano
registradas en el hibrido Te no estuvieron asosiadaina menor capacidad de
sostener el llenado de granos a expensas de reqégaa 6.3), sino a una mayor
sensibilidad de su aparato fotosintético al golpealor (Capitulo 3) que determind
un mayor desbalance entre la oferta y demanda idelaados durante el llenado
efectivo de granos (figura 6.4stos resultados no concuerdan con la prediccion
establecida a partir de la Hipoétesis 5, por lo queesta Ultima es rechazada.
Finalmente, un hallazgo relevante de este trahegdda asociacion establecida entre
la variacion del contenido de carbohidratos sokitda agua del tallo durante el
llenado efectivo y el uso aparente de reservasiréligh.6), la cual demuestra la
utilidad de este ultimo como estimador simple d&l de reservas en el tallo.

7.3. Implicancias para investigaciones futuras

No obstante los avances logrados en el entendimigatla respuesta del
cultivo de maiz a la incidencia de golpes de calomerosos aspectos de interés
no han sido totalmente dilucidados y al mismo tiempurgen nuevos
interrogantes a resolver en investigaciones futukégunos de estos aspectos se
plantean a continuacion.
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7.3.1. Evaluar la respuesta del cultivo de maintée la incidencia de golpes de
calor de distintas intensidad, duracion y tasandeeimento térmico.

Tal como fuera descrito en la secciéon 1.1, lostefedeletéreos del golpe
de calor sobre un determinado proceso fisioloégiepethden de caracteristicas
del estrés (tasa de incremento térmico, intensydddracion del golpe de calor)
y del cultivo (grado de aclimatacion al estrés deba exposiciones previas a
elevadas temperaturas, sensibilidad de los digtiestadios ontogénicos a las
temperaturas supradptimas y nivel de termotoleeadei genotipo). En maiz, la
respuesta a golpes de calor de distintas caratitadsha sido estudiada a nivel
de drganos (Herrero y Johnson, 1980; Jones etl@84; Mitchell y Petolino,
1988; Dupuis y Dumas, 1990; Cheikh y Jones, 1994gl8tary et al., 1994;
Commuri y Jones, 1999; Commuri y Jones, 2001), pldeta individual (Badu-
Apraku et al., 1983; Schoper et al., 1986; Schagieal., 1987; Wilhelm et al.,
1999) creciendo en camaras de crecimiento. Si b&a metodologia otorga
ventajas en la manipulacion del estrés, presentalciones para reproducir las
condiciones de crecimiento de un cultivo. En estetido, el presente trabajo
contribuye sustancialmente a mejorar el entenditoielel efecto de golpes de
calor que ocurren a campo. No obstante, en esia 4680 ha sido evaluada la
sensibilidad al estrés en algunos estadios ontogéndel cultivo y el nivel de
termotolerancia entre distintos genotipos de maksto deja muchos
interrogantes sobre el comportamiento del cultimteadistintas combinaciones
de intensidad, duracion y tasa de incremento t&rmic

7.3.2. Bases genéticas de la tolerancia al golp=abte

En general, la busqueda de tolerancia a un estrédepresultar de gran
complejidad. Para el estrés térmico en particydadria estar asociada a procesos
fisiologicos que permiten a las plantas reducitelmperatura de sus organos y/o
termotolerar el estrés. El primero de estos megargspodria estar asociado a
cualquier atributo del genotipo (i.e., acumulacti osmolitos, profundizacion de
raices) que permita mantener el flujo transpiratarite la incidencia del estrés (Hare
et al., 1998; Ashrafa y Foolad, 2007), especialmenttenemos en cuenta que en
condiciones de campo la ocurrencia de golpes d® sakle estar acompanada de
deficiencias hidricas (Mittler, 2006). Cuando uiitica se encuentra transpirando, la
temperatura del follaje es menor a la del aire peddiente del déficit de presion de
vapor (Idso et al., 1981; Idso, 1982). Caidas eatidponibilidad de agua en el suelo
reducen el flujo transpiratorio, y consecuentemeptevocan aumentos en la
temperatura foliar. La temperatura foliar pueddusa superar a la del aire, siendo
esta diferencia méaxima cuando se produce el cestematico. Por ejemplo, si la
temperatura del aire al mediodia alcanza registeosa. 38 °C, el follaje del cultivo
estresado podria encontrarse a ca. 43 °C (Cartava £¥998).

Entre los mecanismos de termotolerancia mas eshglisen plantas
encontramos a la detoxificacion de radicales okidat(Sairam y Saxena, 2000;
Sairam et al., 2000; Inze y Van Montagu, 2001;gnaZhang, 2001) y la sintesis de
proteinas de golpe de calor (Cooper y Ho, 1983ydrp Gorla, 1993; Feder y
Hofmann, 1999; Maestri et al., 2002). El primeroed#os mecanismos consiste en
neutralizar los efectos deletéreos de radicaledatixbs (i.e., peréxido de hidrégeno,
especies reactivas del oxigeno) producidos prifrograte como consecuencia de la
pérdida de funcionalidad de la cadena transporéaderelectrones de cloroplastos y
mitocondrias (Inze y Van Montagu, 2001; Foyer y td0c2005). En condiciones de
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estrées moderado, los radicales oxidativos puederefsgentemente neutralizados
por el sistema de proteccion antioxidante (formado enzimas antioxidantes y
metabolitos no enzimaticos). Sin embargo, cuandeeleridad del estrés y su
duracién aumentan considerablemente, la produagdradicales oxidativos excede
a la capacidad de detoxificacion del sistema deepctn y se producen dafios
celulares (Mittler, 2002).

Las proteinas de golpe de calor (HSPs; del ingbag bhock proteins) estan
involucradas en la proteccion de estructuras a@slfuncionales y en la reparacion
o desintegracion de estructuras dafiadas (LinddL886). Estas proteinas suelen ser
clasificadas en familias seguiin su masa moleculaarilg y Xu, 2008), la cual puede
variar entre 10 a 200 KDa. Algunas HSPs son caristis, otras se ven rapidamente
alteradas cuando la temperatura asciende, mienigastras se comportan de manera
ambivalente (Nieto-Sotelo et al., 2002). Su sistess dependiente del érgano y
estado de desarrollo del mismo, otorgando distsetasibilidad al golpe de calor
(Cooper et al.,, 1984; Dupuis y Dumas, 1990; Hopflet 1992). En maiz, por
ejemplo, el contenido de HSP101 es mas abundantejidos en desarrollo de
panoja, espiga, endosperma y embrién, menos abigndamegiones meristematicas
vegetativas y reproductivas, y soOlo esta presanteveles bajos en el polen maduro,
anteras y panojas en antesis, raices y hojas (Yeiuag 2001).

La diferencia genotipica en la respuesta al gopealor observada en esta
tesis podria estar asociada a alguno de los metamisde termotolerancia
mencionados anteriormente. La existencia de védidalligenotipica en la expresion
de estos rasgos ha sido ampliamente documentadwien(Ottaviano et al., 1991;
Jorgensen et al., 1992; Frova y Gorla, 1993; Maynat al., 1996).
Desafortunadamente, toda esta informacién provi#mesnsayos en condiciones
controladas de crecimiento, situacion que impatb#@valuar en forma certera la
compleja respuesta de plantas sometidas a golp&laleen condiciones de cultivo.

7.3.3. El rol de los carbohidratos de reserva etollerancia al golpe de calor:
Compromiso entre estabilidad y potencialidad delirarento.

Los resultados mostrados en esta tesis permitemafique las reservas de
asimilados en tallos contribuyen sustancialmentell@hado de granos en
condiciones de golpe de calor, pudiendo ser coresibeun atributo constitutivo
de tolerancia al estrés. En trigo, las diferen@asotipicas observadas en la
tolerancia a golpes de calor han sido asociadasrarhovilizacion de reservas
durante el llenado (Blum et al., 1994; Yang et 2002; Tahir y Nakata, 2005).
Estas evidencias no pudieron ser confirmadas ea &sis dado que los
genotipos analizados no mostraron diferencias esbeienido de carbohidratos
solubles en agua acumulados en el tallo (Capit)loN® obstante, algunos
estudios en maiz demuestran la existencia de vbdiadh genética para esta
variable (Daynard et al., 1969; Widstrom et al.84P En este sentido, resultaria
interesante evaluar la respuesta al golpe de dail@nte el llenado de granos en
genotipos de maiz con diferente capacidad de raseate carbohidratos solubles
en agua acumulados del tallo. Seria esperable motigos con mayor
capacidad de reservas toleren mejor las caidaa disponibilidad de asimilados
durante el llenado debidas a golpes de calor, g@mentemente, presenten una
mayor estabilidad de rendimiento (figura 7.2). Nmstante, cabe destacar que
una mayor deposicion de asimilados en tallo suedeekresultado de una menor
particibn de biomasa a espiga (Slewinski, 2012)cual determina un menor
rendimiento en grano (Cirilo y Andrade, 1994a; Vegaal., 2001). Esto denota
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la existencia de un compromiso entre la estabilided rendimiento y la
potencialidad del mismo. Los programas de mejoratniegenético podrian
desarrollar genotipos con distintas combinaciones edtos atributos, y asi
permitir a los productores seleccionar genotiposfuartion de la severidad y
probabilidad de ocurrencia de los eventos de gotfeesalor en su ambiente
productivo.

Figura 7.2. Rendimiento en grano (lineas llenas) y reservadimilados en tallo
(lineas segmentadas) esperados para dos genodimoaid con baja (lineas negras) y
alta (lineas grises) capacidad de reservas deladomien el tallo a lo largo de un
gradiente de condiciones de golpe de calor duentenado de granos.

Rendimiento en grano
Reserva de asimilados en tallo

Intensidad del golpe de calor

7.3.4. Re-analizar las bases fisiologicas de leerdahacion del namero de
granos por planta que explican el incremento dolerancia a estreses abiéticos
introducidos por el mejoramiento genético.

A nivel mundial, el aumento de rendimiento de ladticos ha sido
atribuido al mejoramiento genético, a cambios enpla@cticas agronémicas, y a
las interacciones entre estos factores (EvansheFid4999). En maiz, gran parte
del aumento se debié a una mejor captura de reziipsmcipalmente radiacion)
producto de una mayor tolerancia a incrementosaedensidad poblacional y
persistencia del area foliar durante el llenadolategranos (Tollenaar y Lee,
2002). Este proceso ocurrio gradualmente dado gualdnta de maiz es muy
sensible a aumentos en la competencia por luz @keret al., 2000). En
condiciones de estrés luminico se establecen jei@qde plantas con distinto
grado de habilidad competitiva para dicho recuBayfpard y Muldoon, 1983).
Plantas con elevada habilidad competitiva (i.eanfds dominantes) presentan
los mayores valores de tasa de crecimiento de @kdelstanddurante el periodo
critico y consecuentemente mayor fijacion de graffigsira 7.3). Por su parte,
plantas con escasa habilidad competitiva (i.e ntpkadominadas) presentan los
menores valores de tasa de crecimiento y en cadgien®s (i.e., planas con tasa
de crecimiento por debajo del umbral minimo parfijé&ion de granos) resultan
estériles (Maddonni y Otegui, 2004). Los mejoradoobtuvieron ganancias de
rendimiento significativas al seleccionar en cordmla esterilidad de plantas
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(Troyer, 1996), lo que indirectamente condujo aupmibnes en la variabilidad
entre plantas destand (i.e., menor jerarquizacion de plantas; figura).713a
variabilidad entre plantas esta intimamente asacaaoh el rendimiento en grano
(Tollenaar y Wu, 1999) y la mayor capacidad derlosvos hibridos para tolerar
condiciones de estrés (Tollenaar, 1989). La megmaética en la tolerancia a
deficiencias hidricas y nitrogenadas también ha sisbciada a reducciones del
numero de plantas estériles y aumentos del numeragrdnos cosechables
(Bolafios y Edmeades, 1993a; Bolafios y Edmeade8bl3%fitte y Edmeades,
1994a).

Trabajos posteriores ampliaron el marco conceptaatrito estudiando las
bases fisiologicas de la tolerancia a la alta dktsientre hibridos antiguos y
modernos (Echarte et al., 2000; Echarte et al.42Q0que et al., 2006). Estos
estudios, basados en el analisis de los parametr@slescriben la relacion entre
el nUmero de granos y la tasa de crecimiento deldata durante el periodo
critico, determinaron que la mejora genética estpruocipalmente asociada a
una mayor fijacion de granos por unidad de tasardeimiento por planta como
consecuencia de aumentos en (i) el nivel de respwkd nimero de granos a
bajas tasas de crecimiento por planta, (ii) el mormeaximo de granos capaz de
ser establecidos a altas tasas de crecimiento, fieeluccion de limitantes
morfogénicas impuestas por espigas de tamafio pejjugiiiii) la particion de
asimilados hacia la espiga (figura 7.3). En cambimgexistio consenso respecto
al umbral minimo de tasa de crecimiento por planta permite la fijacién de
granos (Echarte et al., 2004; Luque et al., 20@tudios similares fueron
realizados para comprender las bases de la tolarandéficits hidrico (Echarte
y Tollenaar, 2006) y nitrogenado (D'Andrea et 2008).

En el Capitulo 4 se puso en evidencia algunas ideliés que presenta esta
aproximacion para la detecciéon de diferencias dpmats. Primero, porque
ignora aquellas diferencias de tolerancia asociadadallas en eventos
reproductivos (i.e.ANGP;). Segundo, porque presenta errores en la valaracio
de la capacidad potencial de los genotipos paex fijranos [i.e., parametro
apotencial de 1a ecuacion (4.2)] dado que la relacion NGPHG#3 parametrizada
teniendo en cuenta el centro de la distribucionddos en lugar de su limite
superior (figura 7.4). Esto indica la necesidad rdeanalizar la informacién
existente sobre las bases fisiolégicas de la toteaa a distintos estreses
atendiendo a las debilidades impuestas por la apeomién clasica. La
identificacion a esta escala de rasgos y procesosialdos a mejoras en la
tolerancia a estreses abidticos es esencial pasatar a genetistas y biélogos
moleculares en la busqueda de las bases genétieasogtrolan la expresion de
los rasgos de interés para su posible utilizacidnek mejoramiento. Dichos
conocimientos permitirian mejorar la eficiencia dgeleccion de genotipos y
avanzar en la mejora del rendimiento potencialcdélivo.
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Figura 7.3. Representacion esquematica de los cambios inticmkicpor el
mejoramiento genético (flechas punteadas) en [auessa del nimero de granos por
planta a variaciones de la tasa de crecimient@ g#anta durante el periodo critico
(lineas llenas).
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Figura 7.4. Relaciéon entre el nimero de granos por planstgda de crecimiento de
la planta durante el periodo critico de dos hilsride maiz de distinta época de
liberacion al mercado. La respuesta del nimerordeog por planta a cambios en
tasa de crecimiento de la planta difiere entre geo® cuando el modelo es ajustado
al centro de la distribucion de datos (lineas B@npero no lo hace cuando se ajusta
al limite superior (lineas punteadas). Adaptad&daearte et al. (2004).
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