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RESUMEN
Determinacion de ventanas de sensibilidad a la temperatura durante el llenado de los

granos, para la definicion de la calidad maltera en cebada cervecera

Los requerimientos de cebada cervecera por parte de la industria son altamente
especificos en lo que a parametros de calidad respecta. Algunas de las caracteristicas del
grano asociadas a la calidad estan claramente identificadas en la literatura. Sin embargo,
la variabilidad observada en la calidad maltera de lotes de grano aparentemente similares,
pero prevenientes de ambientes distintos, sugiere que existen otros atributos del grano
asociados a la calidad, y, a su vez, que los mismos son de alguna forma modulados por el
ambiente explorado por el cultivo, presumiblemente durante el periodo de formacion de
los granos. Las ventanas de sensibilidad, definidas como intervalos acotados de tiempo
térmico durante los cuales la temperatura tiene un efecto especifico sobre algun atributo
de interés, representan una oportunidad de entender de qué manera la calidad maltera se
construye bajo condiciones de campo. Cuatro cultivares comerciales de cebada cervecera
fueron sembrados en distintas fechas a lo largo de cuatro campaifias, y bajo
disponibilidades de nitrégeno contrastantes. Un modelo de tiempo térmico que permite
describir con precisidn el desarrollo de los granos fue ajustado y validado especificamente
para cada cultivar evaluado. Tres de los cuatro cultivares presentaron una ventana de
sensibilidad para la definicidn de la susceptibilidad a brotado precosecha, una adversidad
asociada a la pérdida de viabilidad de los granos. El contenido de proteina, el tamafio de
grano, la temperatura de pastificacion y la proporcidon de hordeinas D y y (proteinas de
reserva) mostraron un efecto significativo sobre el extracto de malta, principal indicador
de la calidad maltera. A su vez, se encontraron ventanas de sensibilidad para la definicion
de la temperatura de pastificacion y el tamafio de grano, para los cuatro cultivares. Los

modelos cuantitativos presentados (i.e. el modelo de tiempo térmico para el llenado de
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granos, el modelo para predecir la susceptibilidad a brotado precosecha, y el modelo que
describe la determinacidn del extracto de malta) representan una oportunidad de mejora

de la calidad maltera mediante practicas de manejo del cultivo.

Palabras clave: Cebada cervecera, calidad maltera, temperatura, llenado de granos,

hordeinas, temperatura de pastificacidn, calibre, contenido de proteina.
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ABSTRACT
Identification of sensitivity windows to temperature within grain filling, for the

formation of malting quality in barley

Malting barley quality requirements by the industry are highly specific. A few grain
attributes related to malting quality are clearly identified in the literature. However, the
observed variation in malting quality between batches of grain that appear to be similar,
but come from contrasting environments, indicates that there are other, unidentified,
attributes related to malting quality, and that such attributes are being somehow
modulated by the environment explored by the crop, presumably during the grain
formation period. Sensitivity windows, defined as thermal time intervals during which
temperature has a specific effect over a relevant attribute, represent an opportunity to
understand how malting quality is formed on the field. Four commercial malting barley
cultivars were sown on different dates across four growing seasons, and under contrasting
nitrogen availabilities. A thermal time model that allows to describe with precision the
development of the grains, was fitted and validated specifically for each cultivar. Three
of the four cultivars showed a sensitivity window for the definition of preharvest
sprouting susceptibility, an adversity related to the immediate loss of grain viability.
Moreover, protein content, grain size, pasting temperature and proportion of D- and y-
hordeins (storage proteins) showed a significant effect on malt extract, the most important
indicator of malting quality. Sensitivity windows for pasting temperature and grain size
determination were found consistently for the four cultivars. The models reported in this
thesis (i.e. the thermal time model for grain filling, the model for the prediction of
preharvest sprouting susceptibility, and the model describing the formation of malt
extract) offer an opportunity for the improvement of the malting quality through

agronomic practices.
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Capitulo 1: Introduccion general






1.1 Marco Teoérico
1.1.1 El cultivo de cebada

Dentro de los cultivos de grano, la cebada ocupa el quinto lugar en volumen
producido en el mundo, con una produccion anual promedio de aproximadamente 140
millones de toneladas considerando el periodo 1997-2017 (FAOSTAT, 2018). El
principal destino de la produccion estd asociado a la alimentacién animal (75%),
siguiendo la elaboracion de malta para la industria cervecera (20%) y, en menor grado, el
consumo humano directo y otros usos industriales (5%) (Cattaneo, 2011). En Sudamérica,
Argentina se posiciona como el principal productor de cebada y el exportador mas grande
de la region, teniendo como principal destinatario de la produccidén al resto de
Latinoamérica (FAOSTAT, 2018; MAGyP, 2019). En Argentina, a diferencia de lo que
ocurre en el resto del mundo, la produccion de cebada tiene como principal destino la
elaboracion de malta para la industria cervecera (MAGyP, 2019). El aumento de la
demanda mundial de este cereal, junto con la ampliacion de la capacidad maltera del pais,
asi como las ventajas agronodmicas que ofrece la incorporacidén de este cultivo a las
rotaciones agricolas, determinaron que la cebada aparezca como una alternativa cada vez
més atractiva para los productores argentinos (Alvarez Prado ef al., 2013; Cattaneo,
2011). Esto se evidencia en el aumento sostenido de la produccion de cebada desde fines
de la década de 1980 hasta la actualidad. Dicho aumento se vio particularmente
intensificado en los ultimos afios, alcanzdndose en la campafia 2012/2013 una produccion

récord de mas de 5 millones de toneladas (MAGyP, 2019).

1.1.2 Procesamiento industrial
El procesamiento industrial de la cebada cervecera puede dividirse en dos etapas:
la elaboracion de malta y la produccion de cerveza (Figura 1.1). Brevemente, la primera

etapa consiste en desencadenar la germinacion de los granos en condiciones sumamente



controladas de temperatura y humedad. Para ello, la elaboraciéon de malta comienza con
una etapa de remojo, en la que se busca elevar de manera uniforme el contenido hidrico
de los granos hasta valores de humedad cercanos al 45% (Brookes ef al., 1976). En el
grano maduro de cebada, el embrion y el endosperma estdn rodeados por la testa, el
pericarpio y las glumelas. El embridn, a su vez, estd conformado por el eje embrionario,
a partir del cual se desarrolla la plantula luego de la germinacion, y un Unico cotiledén,
denominado escutelo. Por su parte, el endosperma consta de células muertas que
contienen depositos de granulos de almidon asociados a una matriz proteica,
encontrandose todo este conjunto rodeado por una capa de dos o tres células de espesor,
denominada aleurona (Briggs, 1998). La imbibicién de los granos durante el remojo
reactiva el metabolismo del embrioén, promoviendo la generacion de giberelinas en el
escutelo y su posterior difusion hacia la aleurona (Briggs, 1972; Radley, 1967). Ante la
presencia de giberelinas se activa en estos tejidos la sintesis y liberacion de enzimas
hidroliticas (Gibbons, 1981; Jones, 2005), que difunden hacia el endosperma y degradan
las paredes celulares y la matriz proteica, dejando expuestos los granulos de almidén
(proceso al que se denomina “modificacion del endosperma’”). Una vez que se degradan
estas estructuras, la germinacion se detiene mediante el secado de los granos, evitando el
consumo de reservas por parte de la plantula, y dando como resultado la malta. La
produccion de cerveza utiliza como sustrato dicha malta, que inicialmente se muele y se
macera en agua a temperaturas controladas. Durante el macerado las enzimas presentes
en la malta degradan el almidon y las proteinas en aziicares fermentables y aminoacidos
solubles, respectivamente (Bamforth, 2009). La solucién obtenida como producto de la
maceracion, denominada mosto cervecero, es filtrada y hervida junto con lupulo, para

luego agregarsele levaduras. Dichas levaduras realizan una fermentacion alcoholica a



partir de los azucares simples y aminoacidos, dando como resultado la cerveza, que

finalmente es filtrada y envasada.
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Figura 1.1. Principales etapas del procesamiento industrial de la cebada cervecera.

1.1.3 Calidad industrial

La calidad industrial, o lo que es igual, la calidad maltera, es un atributo complejo
que se aborda a través de distintos indicadores. El extracto, definido como el porcentaje
de sustancias solubles en el mosto, es la determinacion mas importante a la hora de
caracterizar la calidad maltera de un lote de granos de cebada (Briggs, 1998). Valores
elevados de extracto de malta son la consecuencia de: (i) Una correcta degradacion de las
paredes celulares y la matriz proteica, (i1) una adecuada provision de enzimas amiloliticas,
y (iii) un consumo de reservas minimo por parte del embrion. El cumplimiento
satisfactorio de estos procesos depende fundamentalmente de las condiciones del
malteado y las caracteristicas del grano, lo cual determina que la demanda de este cereal
sea altamente especifica en lo que a parametros de calidad respecta. Calidad en el cultivo

cebada cervecera se refiere, en definitiva, al conjunto de caracteristicas quimicas,



estructurales e incluso fisiologicas (i.e. capacidad y energia germinativa) del grano que
permitirdn, junto con un proceso industrial adecuado, la obtencion de malta con
determinaciones analiticas de calidad Optimas para la elaboracion de cerveza.

El contenido proteico, el calibre y la capacidad germinativa son las principales
caracteristicas tenidas en cuenta a la hora de definir la calidad maltera de un lote de granos
de cebada cervecera. Es por ello que estos atributos estan contemplados en las bases de
comercializacion del cultivo (SENASA, 2013).

La proteina afecta negativamente la calidad maltera tanto por exceso como por
defecto, motivo por el cual el requerimiento se fija comercialmente en un rango
comprendido entre 9.5% y 13%. Valores bajos de proteina se asocian a caidas en la
capacidad amilolitica (Arends ef al., 1995; Hayter y Riggs, 1973; Zhang ef al., 20006),
limitaciones en la provision de aminoacidos para la nutricidn de las levaduras durante la
fermentacidn (O’Connor-Cox y Ingledew, 1989), y fallas en la formacion y retencion de
espuma en la cerveza (Bamforth, 1985). Asimismo, niveles elevados de proteina resultan
en caidas en el extracto (Bishop, 1930a) y aumentos en la turbidez de la cerveza
(Bamforth, 1999).

El calibre se define como la proporcion de granos que quedan retenidos por
zarandas con orificios de un tamafio determinado. La base de comercializacion establece
una tolerancia de recibo de al menos 80% de material retenido sobre una zaranda de
2.5mm, y hasta 4% por debajo de una zaranda de 2.2mm. Por un lado, los granos de mayor
tamafio suelen asociarse a mayores valores de extracto por contener mayor proporcion de
almidon (Burger y LaBerge, 1985; Li et al., 2008). Sumado a esto, el calibre es también
un indicador de homogeneidad, caracteristica deseable para lograr una humectacion y

modificacién del endosperma uniforme durante el malteado.



A diferencia de otros tratamientos industriales que requieren medios fisicos o
quimicos, la elaboracién de malta se centra en un proceso netamente bioldgico: la
germinacion. Consecuentemente, la norma establece un minimo de 98% de capacidad
germinativa, con una tolerancia de recibo de hasta 95%. Aquellos lotes que presenten una
alta proporcion de granos que hayan perdido su capacidad germinativa resultaran en
maltas pobremente modificadas, con baja capacidad amilolitica y exceso de proteinas e
hidratos de carbono insolubles, no siendo las mismas aptas para la produccién de cerveza.

Los lotes de cebada que no cumplen estos requisitos minimos de calidad se
comercializan como grano forrajero destinado a la alimentacién animal a un precio menor
reduciendo los margenes brutos y en muchos casos dificultando cubrir los costos de
produccion (MAGyP, 2019). De aqui surge la necesidad de contar con herramientas
agrondémicas que le permitan al productor lograr una calidad comercial adecuada
mediante practicas comunes de manejo.

Los atributos del grano contemplados en la base de comercializacion de cebada
cervecera permiten explicar parte de la variabilidad observada en la calidad maltera. Sin
embargo, hoy se sabe que existen otras caracteristicas intrinsecas del grano que presentan
una correlacion directa con su posterior comportamiento en malteria, y por lo tanto son
de gran interés para la industria maltera y cervecera. Dichas caracteristicas explican la
variabilidad que se observa en la calidad maltera de lotes de granos con el mismo tenor
proteico, calibre y capacidad germinativa, pero provenientes de distintas zonas de
produccién y/o campaiias distintas (Aguinaga, 2004; Eagles ef al., 1995; Howard ef al.,
1996; Molina-Cano ef al., 2000; Molina-Cano ef al., 1995).

Muchos trabajos han presentado evidencia que sugiere que la cantidad, proporcion
y/o distribucién de los distintos grupos de hordeinas (proteinas de reserva de la cebada)

se asocian en alguna medida a la calidad maltera (Baxter y Wainwright, 1979; Ferrari et



al., 2010; Howard et al., 1996; Molina-Cano ef al., 2002, 2000a; Molina-Cano ef al.,
1995; Peltonen et al., 1994; Qi et al., 2005; Simié et al., 2007). Las hordeinas son las
proteinas mas abundantes en el endosperma del grano de cebada, y son responsables de
la correlacidn negativa entre la proteina total y el extracto. El aumento en el contenido de
nitrogeno del grano, y por ende en la cantidad de hordeinas, determina la caida del
extracto debido a: (i) una menor proporcion de almidén en el grano, con la consecuente
disminucion del sustrato degradable en azicares fermentables, y (ii) una menor
exposicion de los granulos de almidon a la accion enzimatica como consecuencia de un
aumento en la matriz proteica, que no llega a degradarse totalmente durante el malteado
(i.e. modificacion insuficiente del endosperma) (Molina-Cano ef al., 2001). Sin embargo,
la bibliografia es poco concluyente respecto al grupo de hordeinas (o relacion entre
distintos grupos) que podria reemplazar o complementar el porcentaje de proteina total
como determinante de la calidad maltera (Savin, 2004; Shewry y Darlington, 2002).
Siendo el almidon el mayor componente del grano de cebada (ca. 70%) y la
principal fuente de azlcares fermentables durante el macerado, sus caracteristicas y
propiedades fisico-quimicas afectan directa o indirectamente la calidad industrial de la
cebada (Cozzolino ef al., 2014). De manera similar a lo que ocurre en otros cereales, la
cebada presenta dos tipos de granulos de almidon, A y B, que se diferencian en su tamafio,
forma, composicion y propiedades fisico-quimicas (Bathgate y Palmer, 1972; Mékela ef
al., 1982; Palmer, 1972). Los granulos tipo B presentan mayor temperatura de
gelatinizacion (i.e. temperatura a la cual se solubilizan en agua) respecto a los granulos
tipo A (Kang ef al., 1985), lo cual resulta en una menor accidén enzimatica durante la
maceracion en cerveceria (Palmer, 1972). Sumado a la proporcion relativa de cada tipo
de granulo, el almidon presenta otras caracteristicas que pueden asociarse a la

performance industrial de los granos. Muchos autores sugieren que las variaciones en la



viscosidad que se dan al elevar la temperatura de una mezcla de almidon y agua, pueden
ser indicadores indirectos de determinadas caracteristicas del grano asociadas a la calidad
maltera (Balet ef al., 2019; Cozzolino et al., 2016).

Como se menciono, la capacidad germinativa del grano es otro de los aspectos
que conforman la calidad, ya que el proceso industrial de malteado involucra la
germinacion. Sin embargo, cuando esta capacidad germinativa se adquiere demasiado
temprano durante el llenado de los granos, predispone al cultivo a sufrir dafio por brotado
o pre-germinado, inutilizando (inmediatamente o en el corto plazo) al grano desde el

punto de vista industrial por pérdida de viabilidad (Gualano ef al., 2014).

1.1.4 Regulacion ambiental de la calidad

Si bien algunos atributos de la calidad presentan menor influencia ambiental y por
lo tanto mayor estabilidad, hay otros que dependen fuertemente de las condiciones
ambientales exploradas por el cultivo. Es por ello que esos atributos son susceptibles de
ser modificados directa o indirectamente mediante practicas comunes de manejo. Dos de
los factores ambientales que pueden alterar la calidad industrial de la cebada de modo
mas notorio son la temperatura y la disponibilidad de nitrogeno, particularmente durante
la etapa de llenado de los granos (Savin y Aguinaga, 2011). De aqui surge la necesidad
de estudiar las relaciones existentes entre dichos factores ambientales durante este periodo
y las caracteristicas del grano que modelan la calidad comercial e industrial.

Wallwork e al. (1998) evaluaron los efectos de la temperatura sobre la estructura
del grano en desarrollo y malteado. Encontraron que la exposicion a altas temperaturas
resulto en granos con mayor crecimiento del embrion y estructura del endosperma mas
friable, lo que provoca una sobre-modificacidn durante el malteado caracterizada por una
degradacion considerable de los granulos de almidon tipo A. Savin ef al. (1996) y

Passarella ef al. (2002) encontraron que las altas temperaturas durante el llenado de
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granos generan un aumento en el porcentaje de nitrogeno (y en algunos casos en el
contenido de B-glucanos) en demérito del peso y del calibre del grano, con la consecuente
caida en el extracto. La caida en el peso del grano como consecuencia de una reduccion
en la acumulacion de almidon (y consecuentemente el aumento en el porcentaje de
proteina) es mayor cuando el estrés térmico se combina con situaciones de baja
disponibilidad hidrica (Savin y Nicolas, 1996) o nitrogenada (Passarella ef al., 2008).

Qi et al. (2006) y Wei ef al. (2009) realizaron experimentos in vitro para evaluar
el efecto de la disponibilidad de nitrogeno y las altas temperaturas sobre la actividad de
B-amilasa, una enzima que participa en la hidrolisis del almidon durante el macerado.
Encontraron que tanto el incremento en el nivel de nitrégeno como el aumento de la
temperatura durante el llenado resultaron en un mayor porcentaje de proteina y un
incremento en la actividad de B-amilasa respecto al control. Adicionalmente, los granos
expuestos a temperaturas elevadas durante su formacion presentaron cambios en la
morfologia de los granulos de almidon tipo A, y una reduccion en el nimero de granulos
tipo B. Estos resultados se condicen con los hallados por Tester et al. (1991), que
observaron variaciones en la composicion y propiedades del almidon de granos de cebada
expuestos a distintas temperaturas durante su formacion.

Respecto a la composicion proteica, se sabe que la proporcion de los distintos
grupos de hordeinas depende tanto del genotipo como del ambiente (Griffiths, 1987,
Molina-Cano ef al., 2001). Parte de la variabilidad en este atributo puede explicarse por
cambios en el contenido de nitrogeno de los granos, y por ende por la disponibilidad de
nitrégeno durante su desarrollo (Griffiths, 1987, Savin ef al., 2006). Sin embargo, aun
considerando granos de un mismo genotipo y con porcentajes de nitrogeno similares, la

proporcién de los distintos grupos de hordeinas puede variar, sugiriendo que existen otros
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factores ambientales que afectan los contenidos relativos de este tipo de proteinas
(Passarella et al., 2008; Qi et al., 2005).

Si bien existen varios trabajos publicados que describen el comportamiento de
ciertos componentes del grano determinantes de la calidad maltera frente a variaciones
en elementos puntuales del ambiente, aun se desconoce parcialmente de qué manera el
ambiente afecta otras caracteristicas relevantes para la determinacion de la calidad. Mas
aun, no hay casos en los que el estudio esté orientado a determinar con suficiente precision
en qué momento del llenado tienen lugar las interacciones entre dichos factores del
ambiente y aquellos procesos fisiologicos determinantes de los distintos aspectos que
hacen a la calidad. En otras palabras, no es conocido en qué momento del llenado existe
sensibilidad al efecto de los factores ambientales que son relevantes en la determinacion
de los diferentes atributos que hacen a la calidad final obtenida.

Rodriguez et al. (2001) y Gualano y Benech-Arnold (2009a) identificaron
“ventanas” de sensibilidad a la temperatura durante el llenado de los granos para la
determinacion de la tasa de adquisicion de la capacidad germinativa después de madurez
fisiologica y por lo tanto del riesgo al que estd expuesto el cultivo de sufrir dafio por
brotado. Siguiendo una metodologia similar a la propuesta por estos autores, seria posible
generar modelos cuantitativos analogos que permitan dilucidar con precision en qué
momento del llenado se definen otras caracteristicas de importancia que determinan la
calidad maltera de los granos al momento de cosecha. Para ello es necesario en primer
lugar generar un modelo de tiempo térmico que describa de manera precisa el desarrollo
del llenado de granos, y que sea aplicable al amplio rango de condiciones ambientales a
las que se ve expuesto el cultivo durante este periodo. A partir de este modelo fenologico
se podrian definir, considerando diferentes factores ambientales, ventanas de sensibilidad

para la determinacion de los distintos atributos que hacen a la calidad del grano.
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Conociendo estas ventanas de sensibilidad y las condiciones ambientales a las que se
expone el cultivo en dichos intervalos de tiempo, seria posible tomar decisiones de
manejo (e.g. fecha de siembra, manejo de la fertilizacidn nitrogenada, etc.) con el objetivo
de regular su impacto sobre la calidad final de manera favorable. Adicionalmente, este
analisis permitiria caracterizar de manera completa las relaciones que existen entre los
atributos que no estan contemplados en las bases de comercializacion y las variaciones
de calidad observadas en lotes de cebada que cuentan con similar tenor proteico, calibre

o capacidad germinativa.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Estudiar y caracterizar las relaciones existentes entre las diferentes condiciones
ambientales a las que se ve expuesto el cultivo de cebada cervecera durante la etapa de
llenado de granos, y la calidad maltera obtenida, con el fin de generar herramientas que
permitan optar por decisiones de manejo que resulten en un producto final con una calidad

superior.

1.2.2 Objetivos especificos

1) Generar un modelo basado en tiempo térmico que permita describir con precision el
desarrollo del llenado de granos de distintos cultivares de cebada creciendo en
ambientes térmicos variables.

2) Estudiar algunos de los atributos del grano que se corresponden con variaciones en el
extracto de malta en distintos cultivares de cebada cervecera.

3) Dilucidar en qué momento del llenado de granos, de acuerdo al modelo de tiempo
térmico generado, ocurren periodos de sensibilidad a la temperatura en procesos
fisiologicos determinantes de aquellos aspectos que hacen a la calidad (i.e. ventanas

de sensibilidad) en distintos cultivares de cebada cervecera.
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4) Sobre la base de esta dilucidacion, desarrollar modelos cuantitativos que permitan
mejorar la calidad maltera de los granos a partir de practicas comunes de manejo en

distintos cultivares de cebada cervecera.

1.3 Hipotesis
“El efecto de la temperatura sobre las caracteristicas determinantes de la calidad
maltera de los granos no es continuo a lo largo del llenado de los granos, sino que ocurre

en periodos acotados durante dicha etapa (i.e. ventanas de sensibilidad)”
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CAPITULO 2
Desarrollo de un modelo de tiempo térmico preciso para el llenado de los granos
Resumen

El modelado preciso del llenado de granos es esencial para comprender como el
ambiente explorado por los cultivos de cebada en el campo afecta la calidad maltera. La
duraciéon de esta etapa estd fuertemente controlada por la temperatura, por lo que los
modelos de tiempo térmico son ampliamente usados para describir el desarrollo del grano.
Aunque la determinacion correcta de una temperatura base es crucial para la precision de
los modelos de tiempo térmico, las estimaciones de este parametro para el llenado de
granos de cebada son escasas en la literatura; sumado a esto, el calculo de la suma térmica
rara vez establece claramente si el llenado de granos se trata como un fenémeno de
desarrollo o de crecimiento. Peor aun, la temperatura base durante el llenado de granos
generalmente se establece arbitrariamente en cero. En este capitulo se evaluaron cinco
métodos diferentes para estimar el tiempo térmico requerido para completar el llenado de
granos en cuatro cultivares comerciales de cebada, y la temperatura base por encima de
la cual se debe acumular la temperatura para su calculo. Los cultivos se sembraron en un
amplio rango de fechas durante tres afios consecutivos, y crecieron bajo dos
disponibilidades contrastantes de nitrégeno. La temperatura base para el desarrollo fue
cercana a 8 °C para todos los cultivares, aunque se observaron diferencias genotipicas. Se
estimo una temperatura 6ptima del llenado de granos de alrededor de 25 °C para tres de
los cuatro cultivares; sin embargo, incluir este parametro en los modelos solo mejoro las
predicciones en uno de los cultivares. El efecto de la disponibilidad de nitrégeno sobre la
dinamica del llenado de granos fue insignificante e inconsistente entre cultivares y
ambientes, lo que indica que los modelos desarrollados pueden aplicarse en condiciones

contrastantes de nutricion nitrogenada similares a las evaluadas en el presente trabajo. Se
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propone un modelo de aplicacion amplia, con una temperatura base para el llenado de
granos de 8.4 °C y un requisito de tiempo térmico para completar el llenado de granos de
352 °Cd. Todos los modelos fueron validados contra datos independientes. Estos modelos
pueden ser utilizados por investigadores con el objetivo de descifrar los efectos del
ambiente explorado por la planta madre sobre la calidad maltera del grano. Otras
aplicaciones incluyen predecir el momento de la madurez fisioldgica, y por lo tanto

estimar el momento de la cosecha.
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2.1 Introduccion

El llenado de granos se define como la fase que tiene lugar entre antesis y madurez
fisiologica (i.e. cuando se alcanza el peso seco maximo del grano; Shaw y Loomis, 1950).
En los cultivos de cebada destinados a la produccion de malta para la elaboracion de
cerveza, este periodo es critico, ya que se estan definiendo los atributos quimicos,
estructurales y fisiologicos del grano que afectan la calidad maltera (Savin y Aguinaga,
2011; Savin y Molina-Cano, 2002). Cada uno de estos atributos se establece durante un
periodo especifico del llenado de granos (Savin y Molina-Cano, 2002). Por lo tanto, la
forma en que el ambiente explorado por la planta madre afecta la calidad final del grano
depende de la etapa del desarrollo del grano considerada. Savin y Nicolas (1999)
encontraron que el impacto de las altas temperaturas durante el llenado de granos en la
composicion del almidon del grano y, en consecuencia, en la calidad de la malta, depende
de su momento de ocurrencia. Passarella et al. (2002) concluyeron que el efecto de un
breve periodo de aumento de la temperatura durante el llenado de granos sobre el peso
del grano y el contenido de proteina depende en gran medida de cuando sucede dicho
estrés térmico y del cultivar considerado. El periodo de sensibilidad a los factores
ambientales esta delimitado con precisidn para algunos rasgos del grano relacionados con
la calidad. Por ejemplo, la tasa de salida de la dormicion del grano (y, concomitantemente,
la susceptibilidad al brotado pre-cosecha y el momento en que se puede iniciar el proceso
de malteado después de la cosecha) depende para varios cultivares de cebada, de la
temperatura media del aire explorada por la planta madre inmediatamente antes de la
madurez fisiologica y dentro de una “ventana” de tiempo térmico precisa y acotada. De
esta manera, la identificacion de periodos durante los cuales los factores ambientales
tienen efectos especificos sobre los rasgos del grano que afectan la calidad maltera

proporcionaria una mejor comprensioén de como se forma la calidad en el campo. Para
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hacerlo, es esencial una descripcion precisa del desarrollo de granos a través de modelos
fenologicos adecuados.

Sobre la base de que en el cultivo de cebada el fotoperiodo y la vernalizacion dejan
de influir en la fenologia del cultivo desde la espigazon, es ampliamente aceptado que, en
ausencia de un estrés terminal, la duracion del llenado de granos para un cultivar de
cebada determinado esta controlada casi exclusivamente por la temperatura (Miralles y
Slafer, 1999). Si bien algunos estudios encontraron que el tiempo a floracion se ve
afectado por la disponibilidad de nitrogeno (Arisnabarreta y Miralles, 2004), el efecto del
nitrogeno en la fenologia es agrondmicamente insignificante cuando se consideran las
fases previas a la espigazon (Hall ez al., 2014). Por otro lado, su efecto sobre la duracion
de las fases posteriores a espigazén ha sido mucho menos estudiado, aunque hay algunas
evidencias de que la disponibilidad de nitrégeno podria afectar la duracion del llenado de
granos en cebada (Manderscheid ez al., 2009). Sin embargo, debido a la relevancia de la
temperatura en el control de la duracion del llenado de granos, el enfoque del tiempo
térmico se usa ampliamente para describir el desarrollo del grano (Slafer y Rawson,
1994). Los modelos mas comunes consideran que la tasa de desarrollo (i.e., la inversa de
la duracidn de la fase) aumenta con la temperatura media del aire cuando esta ultima esta
por encima de un valor umbral (generalmente conocido como temperatura base), por
debajo del cual la tasa de desarrollo es nula (Monteith, 1984). Por lo tanto, la tasa de
desarrollo se incrementa desde la temperatura base hasta la 6ptima, temperatura en la cual
la tasa de desarrollo es méxima y por ende la duracion de la fase en dias es minima. Por
encima de la temperatura Optima, la tasa de desarrollo disminuye hasta que se alcanza la
temperatura critica, més alla de lo cual cesa el desarrollo (Garcia-Huidobro ef al., 1982).
Si la relacion entre la tasa de desarrollo y la temperatura es lineal, como sucede con el

periodo de llenado de granos de cebada entre la temperatura base y la éptima (Gallagher
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et al., 1983), las unidades de tiempo térmico acumulado (grados-dia, °Cd) para la fase
puede calcularse como la suma diaria de la temperatura media del aire por encima de la
temperatura base (Bonhomme, 2000).

El uso de una temperatura base apropiada es crucial para los modelos de tiempo
térmico (Del Pozo et al., 1987, Morrison ef al., 1989). Se sabe que la temperatura base
puede variar entre especies (Brown, 1960; Morrison et al., 1989; Ruml et al., 2010,
Zapata et al., 2015), cultivares (Gualano y Benech-Arnold, 2009a; Porter y Gawith, 1999;
Slafer y Rawson, 1995a) e incluso a lo largo de las fases fenologicas (Angus ef al., 1981;
Del Pozo et al., 1987, Slafer y Rawson, 1995a; Slafer y Savin, 1991). Sin embargo, el
valor estimado también depende del método utilizado para su determinacion (Snyder et
al., 1999). Los métodos de estimacion de la temperatura base tienen un fundamento
estadistico mas que fisiologico; por lo tanto, algunos autores lo consideran un parametro
matematico sin interpretacion fisiologica (Bonhomme, 2000; Yang ef al., 1995). Los
métodos mas comunes empleados para la estimacién de la temperatura base en la
literatura son:

- Menor variabilidad (medida como desvio estandar o coeficiente de variacion) de
la duracion de la fase (Molitor et al., 2014; Ruml et al., 2010).

- Intercepcion del eje X de una regresion lineal entre la tasa de desarrollo y la
temperatura media del aire de la fase (Del Pozo ef al., 1987; Gallagher et al., 1983;
Garcia-Huidobro ef al., 1982; Hunt et al., 1991; Slafer y Savin, 1991; Vos, 1981).

- Independencia entre la duracion de la fase (medida en tiempo térmico) y la
temperatura media del aire (es decir, la pendiente de una regresién lineal entre las dos

variables es cero;, (Hoover, 1955; Zapata et al., 2015).



22

- Méximo ajuste (medido como el coeficiente de determinacion, 7?) de una
regresion lineal-plateau describiendo la acumulacion de materia seca del grano en funcion
del tiempo térmico (Gualano y Benech-Arnold, 2009a; Rodriguez et al., 2001).

A pesar de la importancia de seleccionar una temperatura base adecuada cuando
se utiliza el tiempo térmico, muchos modelos fenolégicos de cebada (Alzueta ez al., 2014,
Holzworth et al., 2014; Jones et al., 2003) y estudios (Dofing, 1997; Frank y Bauer, 1995,
Kennedy et al., 2017; Lyu et al., 2018; Swanston et al., 1997, Voltas ef al., 1999) asumen
que la temperatura base del llenado de granos es cero o utilizan estimaciones realizadas
en el cultivo de trigo. Esto podria conducir a un modelado sesgado de la fenologia, con
consecuencias en nuestros intentos de comprender como el ambiente en el campo
construye y modula la calidad maltera en cebada. Las estimaciones de temperatura base
para cebada en la literatura son pocas en comparaciéon con otros cultivos (Sadras y
Dreccer, 2015), y ain menos cuando se considera la fase de llenado de granos. Vos (1981)
calcul6 una temperatura base de 2.25 °C para el desarrollo del grano de cebada mediante
el método de intercepcidn del eje x, pero la regresion se realizé con pocos datos (n=3) y
no se informo el error de la estimacion. Gallagher ef al. (1983) incorporaron datos de
otros dos estudios a este andlisis y encontraron una temperatura base de 3.4 °C (error
estandar 1.7 °C) para el mismo periodo. Goyne et al. (1996) encontraron que 7.1 °C era
la temperatura base que maximizaba la bondad del ajuste de una regresion lineal entre el
indice de cosecha y el tiempo térmico desde antesis en un cultivar de cebada. De manera
similar, Gualano y Benech-Amold (2009a) y Rodriguez ef al. (2001) estimaron la
temperatura base del llenado de granos para varios cultivares de cebada utilizando el
método lineal-plateau mencionado anteriormente, y encontraron valores que la misma

varia entre 5.5 y 7 °C, dependiendo del cultivar considerado.
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Los métodos de estimacion utilizados por Goyne et al. (1996), Gualano y Benech-
Amold (2009a) y Rodriguez ef al. (2001), a diferencia de los otros descritos
anteriormente, tienen en cuenta el crecimiento del grano para la estimacion de la
temperatura base. Es importante resaltar que cuando se utilizan modelos de tiempo
térmico es aconsejable establecer si el llenado de granos se considera un fenémeno de
desarrollo o de crecimiento, ya que estos dos procesos estan controlados por diferentes
factores ambientales e involucran diferentes mecanismos fisiologicos (Alvarez Prado et
al., 2017; Bonhomme, 2000; Ritchie y NeSmith, 1991). La tasa de desarrollo describe el
momento de las etapas ontogénicas, mientras que la tasa de crecimiento describe los
cambios en la materia seca o el tamafio de una planta o sus 6rganos a lo largo del tiempo.
El llenado de granos esta estrechamente relacionado tanto con la acumulacion de materia
seca como con cambios cualitativos en la estructura de la planta. Por lo tanto, discriminar
desarrollo de crecimiento podria ser particularmente arbitrario al considerar esta fase. Sin
embargo, identificar los periodos dentro del llenado de granos durante los cuales se
determinan los atributos que afectan la calidad maltera, implica modelar el tiempo y la
duracién de tales procesos y, por lo tanto, el desarrollo parece mas adecuado y debe
tenerse en cuenta por sobre los fenomenos de crecimiento para la formulacion de dicho
modelo. Sin embargo, determinar si la misma temperatura base se aplica tanto al
crecimiento como al desarrollo del grano durante el periodo de llenado de granos podria
darnos una idea mas clara de la naturaleza del proceso.

Hasta donde sabemos, no hay estudios publicados que comparen las temperaturas
base de desarrollo y crecimiento para el llenado de granos estimadas a través de diferentes
métodos y para diferentes cultivares de cebada cervecera. Por lo tanto, el objetivo de este
capitulo es estimar la temperatura base y formular modelos de tiempo térmico precisos

para el desarrollo del grano de cebada mediante la comparacion de diferentes métodos de
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estimacion y, alternativamente, evaluar dichos parametros considerando el llenado de

granos Como un proceso crecimiento.

2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Materiales y métodos comunes a todas los capitulos
2.2.1.1 Generalidades

Para alcanzar todos los objetivos planteados en la presente tesis se realizd un unico
experimento a campo con cuatro cultivares de cebada cervecera (Hordeum vulgare L),
once fechas de siembra (de optimas a subdptimas) distribuidas entre 2015 y 2018, y
distintas disponibilidades de nitrégeno. La combinacion de fechas de siembra y campafias
se utilizo como método para generar variabilidad térmica durante el periodo de llenado
de granos. La mayoria de las siembras y tratamientos de nitrogeno fueron utilizados para
alcanzar mas de uno de los objetivos planteados, aunque hay excepciones que se indican
claramente en los materiales y métodos propios de cada capitulo, asi como en el Cuadro
2.1. Todas las siembras se llevaron a cabo en el campo experimental del Departamento
de Produccién Vegetal, Universidad de Buenos Aires, Argentina (34° 35" S, 58°29” O).
2.2.1.2 Material vegetal

En todos las siembras y para todos los capitulos, los cultivares empleados fueron
Andreia, Scrabble, Quilmes Carisma y ABI Balster. Estos cultivares comerciales, de dos
hileras, fueron seleccionados por su relevancia en la industria cervecera argentina y/o por
su respuesta contrastante en términos de calidad maltera a las condiciones ambientales

exploradas por la planta madre (comunicacion personal Antonio Aguinaga).
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Cuadro 2.1. Fechas de siembra y tratamientos de nitrogeno utilizados en cada capitulo de la
presente tesis, para cada cultivar. Se indica con una “X” las fechas de siembra y tratamientos de
nitrégeno utilizados en cada caso. FS: Fecha de siembra; C: Cultivar, N: Tratamiento de
nitrogeno; N1: 85 kg N ha'; N2: 170 kg N ha'; N3: 200 kg N ha'.

Capitulo Capitulo
FS C N 2 3 4 FS C N 2 3 4
02/06/2015 ABI Balster N1 X X 24/06/2016 ABIBalster N1 X X X
N2 X X N2 X X X
Andreia Nl X X Andreia Nl X X X
N2 X X N2 X X X
Q.Carisma NI X X X Q.Carisma NI X X X
N2 X X X N2 X X X
Scrabble Nl X X Scrabble NI X X X
N2 X X N2 X X X
24/06/2015 ABI Balster N1 X X 16/08/2016 ABIBalster N1 X X X
N2 X X N2 X X X
Andreia Nl X X X Andreia Nl X X X
N2 X X X N2 X X X
Q.Carisma NI X X X Q.Carisma NI X X X
N2 X X X N2 X X X
Scrabble NI X X X Scrabble NI X X X
N2 X X X N2 X X X
17/07/2015 ABI Balster N1 X X 22/09/2016 ABI Balster N1 X X
N2 X X X N2 X X
Andreia Nl X X X Andreia N1 X X
N2 X X X N2 X X
Q.Carisma NI X X X Q. Carisma NI X X
N2 X X X N2 X X
Scrabble NI X X X Scrabble N1 X X
N2 X X X N2 X X
02/09/2015 ABI Balster N1 X X X 04/07/2017 ABIBalster N1 X X X
N2 X X X N2 X X X
Andreia Nl X X X Andreia Nl X X X
N2 X X X N2 X X X
Q.Carisma NI X X X Q.Carisma NI X X X
N2 X X X N2 X X X
Scrabble NI X X X Scrabble NI X X X
N2 X X X N2 X X X
16/09/2015 ABI Balster N1 18/08/2017 ABIBalster N1 X X X
N2 X N2 X X X
Andreia N1 X Andreia Nl X X
N2 N2 X X X
Q. Carisma NI X Q.Carisma NI X X X
N2 X N2 X X X
Scrabble N1 X Scrabble NI X X X
N2 X N2 X X X
12/09/2018 ABI Balster N3 X
Andreia N3 X
Q. Carisma N3 X
Scrabble N3 X
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2.2.1.3 Diseiio experimental y manejo del cultivo

El experimento se realizo siguiendo un disefio de parcelas divididas, con la fecha
de siembra asignada a las parcelas principales y las combinaciones de genotipo y
nitrégeno a las subparcelas. Todas las parcelas principales se organizaron en tres bloques
aleatorios. Cada subparcela consto de 7 surcos a 0.175 m de distancia y 3.6 m de largo.
La densidad de siembra fue de ca. 275 semillas m. Para evitar el déficit hidrico, la lluvia
natural se complement6 con riego durante todo el ciclo del cultivo. Cuando fue necesario,
se aplicaron los tratamientos quimicos recomendados para evitar plagas y enfermedades.
Se tomaron muestras de suelo correspondientes a la capa de suelo de 0.4 m de profundidad
en cada parcela principal en el dia de la siembra para determinar la disponibilidad inicial
de nitrogeno y foésforo. Se aplico urea en macollaje para alcanzar la disponibilidad de
nitrégeno objetivo, dependiendo del tratamiento asignado a cada subparcela. En todos los
casos, la disponibilidad objetivo fue resultante de la suma de N-NO;3 en la capa de suelo
de 0.4 m de profundidad a la siembra mas el nitrégeno agregado como fertilizante. La
disponibilidad inicial de fésforo siempre fue de al menos 70 mg kg™ (Bray y Kurtz, 1945)
en cada parcela principal, por lo que no fue necesaria la fertilizacion fosforada.
2.2.1.4 Ambiente térmico y mediciones de fenologia

Las temperaturas minimas y maximas diarias se obtuvieron de una estacidn
meteoroldgica ubicada a 350 m del sitio experimental. La temperatura media diaria se
calculd como la media aritmética de la méxima y minima diarias. La temperatura media
para un periodo dado se calculd como la suma de la temperatura media diaria dividida
por la duracién del periodo en dias. Promediando todos los cultivares y disponibilidades
de nitrogeno, y considerando todas las siembras, la temperatura media para la fase de
llenado de granos vari6 entre 16.8 y 24.2 °C, mientras que las temperaturas minimas y

maximas diarias alcanzaron los 10.5 y 28.7 °C, respectivamente (Cuadro 2.2). La
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fenologia del cultivo se evalud periodicamente (al menos dos veces por semana). Para

determinar la fecha de polinizacion, las flores de la parte central de aproximadamente 10

espigas se inspeccionaron manualmente después de la aparicién de la hoja de la bandera.

La fecha de polinizacion se registrd cuando el 50% de las espigas presentaron flores

tértiles (Waddington ez al., 1983), coincidiendo generalmente con aristas visibles sobre

la vaina de la hoja de la bandera.

Cuadro 2.2. Temperatura media, media minima y media maxima para la fase de llenado de
grano de cada siembra, promediando los cultivares y los tratamientos de nitrégeno. FS: Fecha de
siembra; Tm: Temperatura media; Tmin: Temperatura media minima; Tmax: Temperatura media

diaria maxima.

Afio FS Tm Tmin Tmax
[°C] [°C] [°C]

2015 02-jun 16.8 10.5 229
24-jun 18.9 12.4 252

17-jul 19.7 14.4 252

02-sep 214 154 269

16-sep 227 16.6 28.7

2016 24-jun 19.1 12.3 26.7
16-ago 21.6 14.7 26.6

22-sep 242 18.8 283

2017 04-jul 20.1 13.0 26.0
18-ago 20.6 13.9 26.0

2018 12-sep 21.2 15.4 28.0

2.2.2 Materiales y métodos especificos para el Capitulo 2.

2.2.2.1 Tratamientos

Las fechas de siembra utilizadas para el Capitulo 2 fueron 2 de junio, 24 de junio,

17 de julio y 2 de septiembre en 2015, 24 de junio y 16 de agosto en 2016, y 4 de julioy

18 de agosto en 2017 (Cuadro 2.1). Para evaluar el rango de aplicacion del modelo y

probar posibles efectos de nitrégeno en el crecimiento y desarrollo de los granos, se

utilizaron dos disponibilidades de nitrégeno contrastantes: 85 (N1)y 170 (N2) kg N ha™!

(Cuadro 2.1).
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2.2.2.2 Muestreos y mediciones

Desde el momento de polinizacion y hasta la cosecha, se tomaron muestras de 7-
8 espigas por subparcela cada 2-4 dias. Los granos del tercio central de las espigas se
trillaron a mano y se secaron a 80 °C durante 72 h, después de lo cual se determind el
peso seco por grano con una balanza de precision. Para estimar la tasa de crecimiento de
grano y la duracién del llenado, se ajustdé un modelo bilineal descrito por dos ecuaciones
con un limite, para cada subparcela (Miralles ef al., 1996):

_f(a+bx six<c
PS_{a+bc six>c¢ Ec. 21

Donde PS es el peso seco del grano, a es la ordenada al origen, b es la pendiente,
x es el tiempo desde la polinizacion medido en dias y ¢ es el punto de quiebre de la
regresion (i.e. la duracidén del llenado de granos en dias). Se excluyeron los datos
correspondientes a la fase /Jag, considerados como valores de peso seco del grano
inferiores al 10% del peso seco maximo medio (PS cuando x> c¢; Loss ef al., 1989). La
tasa de crecimiento se considero igual a b, mientras que la tasa de desarrollo se calculo

como ¢,

2.2.2.3 Calculo de grados-dia

A menos que se indique lo contrario, los grados-dia se calcularon diariamente, y
los grados-dia acumulados para cada subparcela se obtuvieron sumando los valores
diarios, comenzando un dia después de la fecha de polinizacién y hasta alcanzar la

madurez fisiologica (c en Ec. 2.1):

0 Slthtb

t — tp ity >t Ee.22

GD:{

GDA = Y{_, GD; Ec.23
Donde GD son los grados-dia diarios, t,, es la temperatura media diaria, t; es la

temperatura base y GDA son los grados-dia acumulados para el llenado de granos.
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2.2.2.4 Estimacion de la temperatura base para el desarrollo

La temperatura base para el desarrollo se estim¢é para cada cultivar por separado.
Asimismo, se desarrollé un modelo de aplicacion amplia con datos agrupados de todos
los cultivares. La formulacion de un modelo preciso para el desarrollo de granos es el
objetivo central del presente estudio. Por lo tanto, la estimacion se realizo6 empleando
cinco de los métodos mas utilizados en la literatura. Para los métodos de estimacion que
requieren iteracion, se consideraron temperaturas base candidatas de 0 a 12 °C, con

incrementos de 0.1 °C.

2.2.2.4.1 Método lineal-plateau

Una regresion bilineal con un plateau que describe la materia seca del grano en
funcioén del tiempo térmico acumulado desde polinizacidn se ajustd con datos de todas las
fechas de siembra. Como el peso final del grano puede variar entre fechas de siembra, los
datos de peso de grano de cada subparcela se expresaron como una proporcion de su valor
maximo. La regresion se repitido cambiando la temperatura base empleada en el calculo
de los grados-dia. Se seleccioné la temperatura base que maximizo la bondad del ajuste
(medida como el coeficiente de determinacion, r?). Para este método, el tiempo térmico
entre la polinizacion y madurez fisioldgica se estimé como el punto de quiebre de la

regresion bilineal.

2.2.2.4.2 Método de la pendiente cero

Este método asume independencia entre el tiempo térmico y la temperatura media.
El tiempo térmico acumulado entre polinizacion y madurez fisiologica se calculd para
cada parcela (ver Ec. 2.2 y 2.3) iterando sobre las temperaturas base candidatas. Se evalu6
la pendiente de la regresion entre cada set de sumas térmicas y la temperatura media de
la fase. La temperatura base seleccionada fue aquella que resultd en una pendiente de

CEero.
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2.2.2.4.3 Método de menor variabilidad

Se sabe que minimizar el desvio estandar (medido en dias) y minimizar el
coeficiente de variacién de la duracion de la fase produce resultados casi idénticos al
estimar la temperatura base (Ruml ez al., 2010; Yang et al., 1995). Por lo tanto, en el
presente trabajo solo se considerd el coeficiente de variacion. El coeficiente de variacion

se definidé como:

\/Zlivzl(GDAi—GDAm)z
N—1
cV = x 100 Ec. 4
GDAp,

Donde GDA; son los grados-dia acumulados para la i-ésima parcela, GDA,, es el

promedio de grados-dia acumulados de todas las parcelas, y N es el nimero de parcelas.

2.2.2.4.4 Método de menor variabilidad considerando una temperatura optima
Siendo que las fechas de siembra tardias generalmente ubican el llenado de granos
en periodos durante los cuales las temperaturas medias diarias pueden ser relativamente
altas, se agrego alternativamente una temperatura Optima al calculo de grados-dia (Ec.
25,26y 2.7). Se consideraron temperaturas Optimas candidatas de 20 a 30 °C, con

incrementos de 0.1 °C.

0 si tm < tb
GDop = {tm —t, Sity <ty >t Ec. 2.5
t, —t, Sity, = t,
GDAop = Ni-1 GD&p Ec. 2.6
\/Zlivzl(GDAép—GDAg;,)z
N—1
CV;,p = GoAT, x 100 Ec. 2.7

Donde t, es la temperatura optima, por encima de la cual los aumentos en la
temperatura media no dan como resultado reducciones adicionales de la duracién de la
fase. De acuerdo con este método se seleccionaron aquellas temperaturas base y optima

que minimizaron el coeficiente de variacion.
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2.2.2.4.5 Método de intercepcion del eje x

Este método consiste en realizar una regresion lineal entre la tasa de desarrollo y
temperatura media de la fase. La temperatura base corresponde a la interseccion del eje x
(i.e. la temperatura media cuando la tasa de desarrollo es cero) y, para este método en
particular, el tiempo térmico entre polinizacion y madurez fisioldgica se calcula como la

inversa de la pendiente.

2.2.2.5 Estimacion de la temperatura base tratando el llenado de granos como un
proceso de crecimiento

La temperatura base para el crecimiento del grano se evalué mediante el método
de interseccion del eje x, descrito anteriormente (ver seccion 2.2.2.4.5), solo que la tasa
de crecimiento (mg dia™!) (b en Ec. 2.1), en lugar de la tasa de desarrollo (dia™), se modelo
en funcion de la temperatura media de la fase. Este fue el inico método de estimacién
utilizado en el presente estudio para evaluar la temperatura base y el tiempo térmico
considerando el llenado de granos como un proceso de crecimiento. La temperatura base
corresponde a la interseccion del eje x (i.e. la temperatura media cuando la tasa de
crecimiento es cero), mientras que el requerimiento de tiempo térmico para acumular un
miligramo de materia seca por grano se calculdo como la inversa de la pendiente de la

regresion.

2.2.2.6 Evaluacion y validacion de los modelos.

Para evaluar y comparar los métodos de estimacidén de la temperatura base de
desarrollo se calcularon dos medidas del desempefio del modelo: la raiz del error
cuadratico medio (Ec. 2.8) y el indice de concordancia de Willmott (Ec. 2.9, Willmott et

al., 2012).

YL, (Pi=0))?
N

RMSE = Ec. 2.8
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_ TPl e . _
_ 23" ,10;—0| siYiz1lP — 0yl < 2%32410; — 0| Ee. 2.9
R 5 1 siXiLalP— 0;] > 23,10, - 0| -
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Donde P; y O; son la duracion de fase predicha y observada en dias para la i-ésima
parcela, respectivamente.

El peso seco relativo del grano se graficé en funcion del tiempo desde polinizacion
en dias y en tiempo térmico para hacer comparaciones.

Los modelos cultivar-especificos para el desarrollo de los granos fueron validados
para Andreia y Scrabble utilizando datos independientes de otros experimentos a campo
llevados a cabo en dos estaciones de crecimiento diferentes (

Cuadro 2.3). El modelo de aplicacion amplia para el desarrollo de granos fue
validado contra datos independientes de esos dos cultivares, mas un tercero (Explorer)
que no se incluy6 en las estimaciones anteriores. El modelo de crecimiento de grano
también se valido con los datos de esos tres cultivares, considerando la acumulacion de
materia seca durante la fase de crecimiento lineal del llenado de grano (i.e. entre el final
de la fase lag y la madurez fisioldgica). Todos los datos utilizados para la validacion
fueron obtenidos de ensayos en condiciones de campo levados a cabo en el marco de una
tesis de grado (Otero, 2015).

Cuadro 2.3. Fecha de siembra, temperatura media, media minima y media maxima para la fase
de llenado de granos promediando los cultivares y los tratamientos de nitrégeno, correspondiente
a los datos utilizados para validar los modelos cuantitativos. FS: Fecha de siembra; Tm:
Temperatura media; Tmin: Temperatura media minima; Tmax: Temperatura media diaria
maxima.

Afio FS Tm Tmin Tmax
[°C] [°C] [°C]
2013 26-jun 19.7 13.0 247
26-jul 19.8 13.0 265
11-oct 259 18.1 31.9

2014 18-ago 22.1 16.6 26.7
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2.2.2.7 Analisis estadistico

Todos los calculos y regresiones se realizaron con el lenguaje de programacion R
(R Core Team, 2018).

Los valores de subparcelas con el mismo tratamiento se promediaron para realizar
las regresiones para los métodos de interseccion del eje x y de pendiente cero, asi como
para calcular el coeficiente de variacion en los métodos de menor variabilidad. El método
lineal-plateau se realizd6 de acuerdo con Gualano y Benech-Arnold (2009a). Las
diferencias entre los tratamientos de nitrogeno y los cultivares fueron evaluadas por
ANOVA para cada fecha de siembra, y mediante la regresion del método de intercepcion
del eje x.

En el método de intercepcion del eje x se evaluo el efecto del nitrogeno sobre la
tasa de desarrollo y de crecimiento mediante pruebas de verosimilitud comparando
regresiones con y sin disponibilidad de nitrogeno como variable explicativa, y
considerando un valor p de 0.05. A su vez, en dicho método se calculo el intervalo de
confianza de Wald para la estimacion de temperatura base usando el paquete de R investr

(Greenwell y Schubert Kabban, 2014).

2.3 Resultados
2.3.1 Efecto de la fecha de siembra, el cultivar y la disponibilidad de nitrogeno sobre
la tasa de crecimiento de los granos y la duracion del llenado de granos

Se observaron diferencias significativas entre las siembras tanto en la duracion del
llenado de grano como en la tasa de crecimiento (Cuadro 2.4). Dentro de cada afio, las
siembras tempranas siempre se asociaron con llenados de granos mas largos y tasas de
crecimiento mas bajas, en comparacion con las siembras tardias (Cuadro 2.4).
Considerando todas las combinaciones de fechas de siembra y disponibilidad de

nitrégeno, la duraciéon promedio del llenado de granos vari6 en un rango de 14, 18 y 19
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dias para Q. Carisma, Andreia y ABI Balster y Scrabble, respectivamente. La tasa de
crecimiento del grano, por otro lado, varié en un rango de 0.67, 0.61, 0.75 y 0.79 mg
grano™! dia! para cada uno de esos cultivares, respectivamente.

Cuadro 2.4. Tasa de crecimiento del grano y la duracién de la fase de llenado de granos para
cada fecha siembra, promediando los cultivares y tratamientos de nitrégeno. Letras diferentes
indican diferencias significativas a través de la prueba de Tukey (p<0.05). FS: Fecha de siembra;
TCG: Tasa de crecimiento del grano; DG: duracion de llenado de granos.

Aifio FS TCG DG
[mg grano™! dia™] [dias]

2015 02-jun 1.60¢ 40°
24-jun 1.76¢ 34°

17-jul 1.92° 30°

02-sep 2.09° 254

2016 24-jun 1.574 34°
16-ago nd 27¢

2017 04-jul 1.75¢ 33°
18-ago 2.00® 29¢

nd: no disponible

Andreia, Scrabble y ABI Balster alcanzaron la polinizacion en una fecha similar
en cada siembra, mientras que Q. Carisma tendi6 a llegar a la polinizacion mas tarde (ca.
4 dias) en las siembras de junio y antes (ca. 6 dias) en las siembras de agosto y septiembre,
en comparacion a los otros cultivares (Cuadro 2.5). El tratamiento con nitrogeno afecto
significativamente el momento de la polinizacidén en 4 de las 8 siembras (Cuadro 2.5).
Sin embargo, el efecto fue relativamente pequefio (2.5 dias o menos), lo cual es irrelevante
en términos agrondmicos, y la direccion de dicho efecto fue inconsistente entre siembras
y genotipos (Cuadro 2.5). Dicha ambigliedad en el efecto del nitrogeno se observo al
considerar la tasa de crecimiento del grano y la duracion del llenado de granos, ya que se
encontraron diferencias significativas para estas caracteristicas solo en 3 siembras
(Cuadro 2.5). Ademas, en solo una de esas siembras la diferencia fue superior al 8%
(Cuadro 2.5). Por lo tanto, el efecto del nitrégeno, aunque significativo en algunos casos,
fue agrondmicamente insignificante en términos de tasa de crecimiento de grano y

duraciéon de llenado de granos.
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Cuadro 2.5. Tiempo desde la siembra hasta la polinizacion (S-P), tasa de crecimiento del grano (TCG) y duracion de llenado de granos (DG) para cada fecha
de siembra (FS) y cultivar (C) bajo dos tratamientos de disponibilidad de nitrogeno (N). La significancia estadistica de cada factor se indica al final de cada
columna. Las letras comparan combinaciones de genotipos por nitrogeno dentro de cada fecha de siembra usando la prueba de Tukey.

FS
c N 2-jun-2015 24-jun-2015 17-jul-2015 2-sep-2015
S-P TCG DG S-P TCG DG S-P TCG DG S-P TCG DG
[dias] [mgg! d'] [dias] [dias] [mgg!d'] [dias] [dias] [mgg! d'] [dias] [dias] [mg g!d'] [dias]
Andreia N1 1232 1.55% 39,92 1172 1.762 31.72 1022 1.91 27.92 73be 1.982 25.22
N2 1202b 1.52eb 42.7° 1162 1.592 36.0%° 1022 1.752 30.0° T4¢ 2.002 26.6*
ABI Balster N1 120b¢ 1477 42.0° 1182 1.832 32.7% 1022 1.91 28.82 T4¢ 2.022 242
N2 119 1477 43.1° 1142 1.872 36.5% 1022 2.22? 2942 76° 2.022 25.17
Q. Carisma N1 1284 1.79Pe 36.8%F 1178 1.72° 30.8% 1002 1.97° 28.6° 67 2.15° 23.0°
N2 127¢ 1.60% 35.3¢2 1152 1.86 3472 1002 2.18° 29.6° 66° 2.16% 25.1°7
Scrabble N1 1232 1.59% 41.1P° 1152 1.80? 33.3% 102¢ 1.74° 31.7% 74°¢ 2417 22.9°
N2 123¢ 1.80° 40.3b 116* 1.63° 38.1° 1002 1.70° 33.32 76° 1.92¢2 2577
G skskok sksk skokesk ns ns ns sk sk sk skskok ns ns
N * ns ns ns ns *Ak ns ns ns ns ns *
G*N ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
24-jun-2016 16-ag0-2016 4-jul-2017 18-ago-2017
Andreia N1 1082 1.65 34.02 802 - 25.07 1042 1.852 33.32 76.0° 2.130 28.32
N2 1082 1.542 35.52 8220 - 28.17 1042 1.742 32.92 77.3b 1.91% 302
ABI Balster N1 1062 1477 35.52 81 - 26.52 1042 1.852 31.6* 77.0° 1.95% 28.6%
N2 108 1.55° 34,72 82b - 25.6° 1052 1.62° 33.7% 78.7° 2.01%b 27.9°
Q. Carisma N1 110b° 1.57° 32.0° 79° - 2547 1042 1.74° 32.5% 71.0° 2.05 28.4°
N2 110b° 1.51° 33.3¢2 79% - 25.6° 1042 1.64° 33.32 72.0° 1.83¢2 30.8°
Scrabble N1 108 1.62° 33.8° 81 - 28.0°7 1052 1.78 35.1% 76.0P 2.11b 29.8°2
N2 111° 1.66° 338 820 - 29.6° 1052 1.74° 35.0* 77.0 2.00% 30.7¢
C skskok ns sk skk ns ns ns sk skskok ns sk
N *ok ns ns * ns ns *k ns *ok *ok
C*N * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

* p<0.05; #*p<0.01; ***p<0.005; ns: no significativo
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2.3.2 Estimaciones de temperatura base

Considerando todos los métodos y cultivares, la temperatura base de desarrollo
vari6 entre 5.9 y 9.6 °C (Cuadro 2.6). Promediando los métodos de estimacidn, la
temperatura base fue de 7.0 °C para Q. Carisma, 7.1 °C para Scrabble, 8.0 °C para Andreia
y 9.2 °C para ABI Balster, mientras que el tiempo térmico entre polinizacion y madurez
fisiologica fue de 377, 409, 363 y 319 °Cd, respectivamente. ABI Balster, seguido de
Andreia, presentd la temperatura base mas alta independientemente del método utilizado
para su estimacion (Cuadro 2.6). La discrepancia mas alta entre métodos con respecto a
las estimaciones de temperatura base fue de 1.8 °C para Q. Carisma, y menores a 1.5 °C
para el resto de los cultivares (Cuadro 2.6). Cuando la temperatura base se fijo
arbitrariamente en cero, Q. Carisma tuvo el tiempo térmico mas bajo requerido para
completar el llenado de granos (i.e. el llenado de grano mas corto), seguido por ABI
Balster, Andreiay Scrabble, respectivamente. Cuando se agruparon los datos de los cuatro
cultivares, las estimaciones de temperatura base oscilaron entre 7.6 y 8.8 °C y fueron
similares a la media de las estimaciones de los cultivares para cada método (la diferencia
siempre fue inferior a 0.55 °C; Cuadro 2.6).

Cuadro 2.6. Estimaciones de temperatura base obtenidas a través de diferentes métodos para los
cuatro cultivares de cebada, individualmente y agrupados. Entre paréntesis se muestra el
requerimiento de tiempo térmico para el llenado de granos. PO: Pendiente cero; MCV: Menor
coeficiente de variacion; MCV,,: Menor coeficiente de variacidn considerando una temperatura
optima; X-intg: Intercepcion del eje x de la tasa de desarrollo.

. Cultivar
Método - -
Andreia Scrabble ABI Balster Q. Carisma Todos
Cero 0.0 (617) 0.0 (642) 0.0 (612) 0.0 (592) 0.0 (616)
Lineal-plateau 7.1 (389) 6.9 (410) 8.3 (338) 5.9 (404) 7.6 (365)
PO 8.3 (356) 7.4 (400) 9.6 (310) 7.7 (360) 8.4 (352)
MCV 8.2 (359) 7.0 (413) 9.3 (320) 7.3 (372) 8.1 (361)
MCV,, 8.5 (347) 7.0 (413) 9.6 (308) 7.3 (372) 8.4 (350)

X-intg - - - - 8.8 (335)
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Figura 2.1. Cocficiente de determinacion del ajuste bilineal entre el peso seco relativo del grano
y el tiempo térmico (A), pendiente de la relacion entre la duracion del llenado del grano en grados-
dia y la temperatura media (B), y coeficiente de variacion de la duracion del llenado del grano en
grados-dia (C) en funcidn de la temperatura base empleada en ¢l calculo de los grados-dia, para
cada cultivar individualmente y todos ellos agrupados. Las flechas indican en ¢l e¢je
correspondiente la mejor temperatura base de acuerdo con cada método.

La variacion en el r* de la regresion lineal-plateau que describe la acumulacion de
peso seco del grano en funcion del tiempo térmico desde antesis, fue relativamente
pequeiia (ca. 0.03) para un amplio rango de temperaturas base candidatas para todos los
cultivares (Figura 2.1A). Sin embargo, el ajuste fue méximo cuando se selecciond una
temperatura base especifica, tanto al considerar los cultivares separados como al
agruparlos (Figura 2.1A, Cuadro 2.6). El valor de r* fue superior a 0.92 para todos los
cultivares y temperaturas base. Las temperaturas base supra-optimas disminuyeron el
a una tasa mayor que las sub-6ptimas (Figura 2.1A). Este método proporciond las

estimaciones de temperatura base mas bajas para todos los cultivares (Cuadro 2.6).
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La pendiente de la relacion lineal entre tiempo térmico y temperatura media se
grafico en funcién de la temperatura base para cada cultivar (Figura 2.1B). La
independencia entre tiempo térmico y temperatura media (i.e. la pendiente es cero) se
logro seleccionando una temperatura base especifica para cada cultivar. Por otro lado, las
temperaturas base mas altas y bajas produjeron pendientes positivas y negativas,
respectivamente (Figura 2.1B).

El método de menor variabilidad también dio como resultado un unico valor de
temperatura base que minimizoé el coeficiente de variacion de la duracion del llenado de
grano para cada cultivar (Figura 2.1C). Las temperaturas base supra-Optimas aumentaron
la variabilidad a una tasa mas alta que las sub-optimas (Figura 2.1C). ABI Balster y
Andreia mostraron menos variabilidad que los otros cultivares (Figura 2.1C).

Cuando se consider6 una temperatura Optima para el calculo de grados por dia, las
estimaciones de temperatura base fueron ligeramente mas altas, mientras que el
coeficiente de variacion disminuyd para todos los cultivares, excepto Scrabble, que
permanecio sin cambios (Figura 2.2, Cuadro 2.6). Temperaturas Optimas de 24.8, 258,
247 y 28.8 °C minimizaron el coeficiente de variacidén para Andreia, ABI Balster, Q.
Carisma y Scrabble, respectivamente. Cuando se consideraron temperaturas Optimas mas
altas, el coeficiente de variacion no cambio para el cultivar Scrabble, mientras que
aumento para Andreia, ABI Balster y Q. Carisma. Cuando todos los cultivares se
agruparon, la temperatura Optima seleccionada fue de 248 °C (Figura 2.2).
Combinaciones de bajas temperaturas base y Optima dieron como resultado la mayor
variabilidad observada en todos los casos (Figura 2.2).

Se requiri6 extrapolacion para obtener la interseccion del eje x de la regresion
lineal entre la tasa de desarrollo y la temperatura (Figura 2.3A). La temperatura media

tuvo una asociacion lineal positiva con la variable dependiente (p<0.001). No se encontro
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un efecto significativo del cultivar. Por otro lado, la disponibilidad de nitrogeno afecto
significativamente la ordenada al origen (-0.026 dia! para N1y -0.027 dia™ para N2;
p<0.05, Figura 2.3A). Sin embargo, el gran error introducido como consecuencia de la
extrapolacion resulto en diferencias no significativas entre los tratamientos de nitrégeno
con respecto a la interseccion del eje x; por lo tanto, ambas estimaciones se promediaron
para obtener una unica temperatura base, comun a todos los cultivares y condiciones
nutricionales (Figura 2.3A, Cuadro 2.6). El intervalo de confianza (p<0.05) de ambas
estimaciones de temperatura base fue de ca. + 4 °C, y ambas fueron estadisticamente

diferentes de cero (p<0.001).

30 30
Andreia Scrabble
251 254
20 T T 20 T
0 2 4 0 2 4 6 8 10

30 30
= ABI Balster Q. Carisma =
4 25 25 E
CV 1 1 ?7—1
g 108
'S 20 — . 20 . 3
§ 0 2 4 10 12 0 2 4 6 8 10 12 W
s g5
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Figura 2.2. Coeficiente de variacion de la duracion del llenado de granos en tiempo térmico en
funcién de la temperatura base (0 a 12 °C) y la temperatura optima (20 a 30 °C) empleadas para
¢l calculo de los grados-dia, para cada cultivar individualmente, y su promedio.
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La interseccion del eje x de la regresion lineal entre la tasa de crecimiento y la
temperatura media fue el unico método utilizado en el presente estudio para estimar la
temperatura base y el requerimiento de tiempo térmico para el crecimiento del grano de
cebada (Figura 2.3B). La temperatura media tuvo una asociacion lineal positiva con la
tasa de crecimiento (p<<0.001). No se encontraron efectos significativos del nitrégeno ni

del cultivar (Figura 2.3B). La tasa de crecimiento en grados-dia fue de 0.107 mg °Cd™,
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Figura 2.3. A: Regresion lineal entre la tasa de desarrollo y la temperatura media de la fase de
llenado de granos. Las lineas de regresion punteadas y solidas corresponden a los tratamientos de
disponibilidad de nitrogeno baja (N1) y alta (N2), respectivamente. Las barras de color gris claro
y gris oscuro muestran los intervalos de confianza (95%) de las estimaciones de temperatura base
correspondientes a los tratamientos con baja y alta disponibilidad de nitréogeno, respectivamente.
B: Regresion lineal entre la tasa de crecimiento y la temperatura media de la fase de llenado del
grano. La barra gris muestra el intervalo de confianza (95%) de la estimacion de la temperatura
base.
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equivalente a un requerimiento térmico de 9.35 °Cd mg™! acumulado por encima de una
temperatura base de 2.5 °C.

La interseccion con el eje x presento un intervalo de confianza de ca. = 6 °C (p<0.05)
y, en consecuencia, no fue estadisticamente diferente de cero (Figura 2.3B). La tasa de
desarrollo y la tasa de crecimiento presentaron un grado de correlacion alto (r>0.8,

p<0.001).

2.3.3 Desempeiio de los modelos y validacion

Todos los métodos describieron con é€xito la variabilidad observada en la tasa de
desarrollo entre siembras, presentando pequefias diferencias en ambos indicadores de
desempefio (dr y RECM, Cuadro 2.7). El RECM siempre fue menor a 3.5 dias, con
valores similares para los cuatro cultivares, mientras que el d: vari entre 0.65y 0.81, con
ABI Balster y Q. Carisma teniendo el mejor y el peor ajuste para todos los métodos de
estimacion, respectivamente (Cuadro 2.7).

Al considerar cada cultivar individualmente, el indice de concordancia de
Willmott (dr) vari6 muy poco, motivo por el cual se utilizd6 el RECM para hacer
comparaciones entre los métodos. Seleccionar cero arbitrariamente como temperatura
base produjo las predicciones menos precisas de la duracidn del llenado de granos para
todos los cultivares, excepto Scrabble, para el cual solo el método de interseccion del eje
x fue peor (Cuadro 2.7). El método de mejor ajuste vario segun el cultivar considerado.
Con la excepcion del método de intercepcion del eje x, en los cultivares Andreia y Q.
Carisma todos los métodos presentaron un ajuste casi idéntico (Cuadro 2.7). Por otro
lado, los métodos que mostraron la mejor concordancia con las observaciones para los
cultivares Scrabble y ABI Balster fueron el de pendiente ceroy el de minima variabilidad
considerando una temperatura Optima, respectivamente (Cuadro 2.7). Incluir una

temperatura Optima en el calculo de los grados-dia mejoro el ajuste del modelo solo para
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ABI Balster, mientras que para Andreia y Q. Carisma permanecid practicamente
inalterado, y disminuy6 ligeramente para Scrabble (Cuadro 2.7). Considerando todos los
cultivares agrupados, el método de pendiente cero permiti6 estimar la temperatura base y
el tiempo térmico que resultaron en las predicciones mas precisas, con el menor RECM
y un dr mas alto (Cuadro 2.7).

Cuadro 2.7. Raiz del error cuadratico medio (RECM) ¢ indice de concordancia de Willmott (d;)
paramodelos de tiempo térmico de desarrollo ajustados a través de diferentes métodos, para todos
los cultivares, individualmente y agrupados. PO: Pendiente cero, MCV: Menor coeficiente de
variacion, MCV,,: Menor coeficiente de variacion considerando una temperatura éptima, X-intq:
Intercepcion del eje x de la tasa de desarrollo.

Cultivar
Método Andreia Scrabble ABI Balster Q. Carisma Todos
RECM d; RECM d: RECM d: RECM d: RECM d:
Cero 271 072 270 0.73 316 0.71 2.88 0.65 301 0.69
lineal-plateau 230 077 248 0.74 2.69 0.78 256  0.69 281 0.71
PO 226 0.77 244 074 232 0381 2.57 0.69 248 0.75
MCV 226 0.77 247 074 233  0.81 2.57 0.69 249 075
MCVq, 227 077 247 074 229 0381 2.57 0.69 253  0.75
X-inty 248 0.75 320 0.65 244 0.80 2.66 0.68 271 0.73

La estimacion de temperatura base y requerimiento de tiempo térmico obtenida a
través del método con mejor ajuste para cada cultivar se emple6 para describir el peso
seco relativo del grano en funcidén del tiempo térmico, reduciendo con éxito la
variabilidad entre siembras tanto en el desarrollo como en el crecimiento del grano
(Figura 2.4).

La temperatura base y el requerimiento térmico estimado a través del método de
mejor ajuste para el grupo de cultivares (pendiente cero) fueron validados contra datos
independientes de distintas fechas de siembra y campafias (Figura 2.5A). Los datos
incluyeron dos de los cultivares empleados para ajustar el modelo (Andreia y Scrabble) y
un tercero (Explorer) no evaluado en el presente trabajo. Este modelo mostro predicciones
precisas para todos los cultivares, con un RECM de 1.9 dias y un dr de 0.83 (Figura

2.5A). Los datos de Andreia y Scrabble también se utilizaron para validar los modelos



43

cultivar-especificos que presentaron el mejor. RECM fue de 2 dias para Andreiay 2.6
dias para Scrabble, mientras que el d; fue de 0.81 y 0.83, respectivamente. (Figura 2.5B,
C). El modelo de aplicacion amplia presentd el 97% de las predicciones dentro de una
desviacion de 3 dias de los valores observados correspondientes (Figura 2.5A), mientras
que los modelos para Andreia y Scrabble mostraron 90% y 70% de las predicciones
dentro del mismo rango, respectivamente (Figura 2.5).

El modelo de tiempo térmico para el crecimiento del grano se valido con los datos
de los mismos experimentos independientes utilizados para la validacion del modelo de
desarrollo. El modelo predijo con éxito el crecimiento de grano con un RECM de 4.8 mg
grano!, un dr de 0.80 y menos del 5% de las predicciones mas alla de una desviacion de
10 mg grano™. El modelo tiende a subestimar, aunque solo en seis datos, el crecimiento

de grano para pesos de grano superiores a 30 mg (Figura 2.6).
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Figura 2.4. Peso seco relativo del grano en funcién del tiempo (izquierda) y del tiempo térmico
(derecha) desde la polinizacién para cada uno de los cuatro cultivares empleados en el presente
estudio. La linea horizontal discontinua indica ¢l peso relativo maximo. Las lineas continuas
muestran ajustes bilineales para cada una de las fechas de siembra. La temperatura base se estimo
mediante el método del pendiente cero para Andreia, Scrabble y Q. Carisma, y mediante el
método de menor variabilidad considerando una temperatura 6ptima para ABI Balster.
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de aplicacion amplia de cebada (A) v los modelos especificos para los cultivares Andreia (B) y
Scrabble (C). La linea continua muestra la relacion 1:1 y las lineas discontinuas indican un desvio
de 3 dias.
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Figura 2.6 Relacion entre ¢l peso de grano predicho y observado. La linea continua muestra la
relacion 1:1 vy las lineas discontinuas indican un desvio de 10 mg grano™'.

2.4 Discusion

Comprender como los atributos del grano que afectan la calidad maltera son
moldeados por el ambiente explorado por la planta madre durante el periodo de formacion
de los granos, requiere de un modelo de tiempo térmico preciso, capaz de describir el
desarrollo del grano en una amplia gama de condiciones ambientales. A pesar de la
importancia de seleccionar una temperatura base adecuada en la aplicacién de dichos
modelos, las estimaciones de este parametro para la fase de llenado de granos en cebada

son escasas en la literatura (Sadras y Dreccer, 2015). El presente estudio se realizo con el
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objetivo de estimar la temperatura base y el requerimiento de tiempo térmico entre
polinizacion y madurez fisiologica para el desarrollo del grano en cebada, con el fin de
formular modelos fenoldgicos robustos. Ademas, dado que los fendémenos de desarrollo
y crecimiento generalmente se confunden al evaluar el llenado de grano en la cebada, se
estimo la temperatura base para el crecimiento del grano. Este ultimo aspecto, i.e.
temperatura base para el crecimiento del grano, es inédito ya que no se ha publicado con
anterioridad en la literatura.

Para abarcar una amplia gama de ambientes térmicos durante la fase de llenado de
granos, se sembraron cuatro cultivares comerciales de cebada cervecera en diferentes
fechas entre 2015 y 2017. Las condiciones meteorologicas contrastantes entre las distintas
fechas de siembra y afios dieron como resultado una amplia gama de temperaturas
exploradas por los cultivos durante el llenado de granos (Cuadro 2.2). La variabilidad
lograda en la duracion del llenado de granos y la tasa de crecimiento del grano coincidio
con los valores reportados en estudios previos (Cuadros 2.4 y 2.5; Garcia Del Moral et
al., 1991; Ho y Jui, 1989; Metzger ef al., 1984; Rasmusson ef al., 1979; Riggs y Gothard,
1976; Scott et al., 1983).

La temperatura base para el desarrollo del grano se estimé a través de distintos
métodos, tal como fue descripto en la seccion de 2.3.2 del presente capitulo. Los cuatro
cultivares presentaron temperaturas base relativamente similares, independientemente del
método considerado (Cuadro 2.6). Las pocas estimaciones de temperatura base de
desarrollo durante el llenado de granos reportadas para cebada (Gallagher ef al., 1983,
Goyne et al., 1996; Gualano y Benech-Arnold, 2009a; Rodriguez ef al., 2001) informaron
valores de entre 3.4y 7.1 °C, mientras que las temperaturas base calculadas en la presente
tesis oscilaron entre 5.9 y 9.6 °C, dependiendo del cultivar y el método de estimacion

utilizado (Cuadro 2.6). A pesar del hecho de que no se encontro un efecto significativo



47

del cultivar cuando la estimacion se realizod con el método de intercepcion del eje x, se
pudieron observar algunas diferencias entre los genotipos. Los cultivares ABI Balster y
Andreia presentaron la temperatura base mas alta sin importar el método de estimacion
utilizado, mientras que Scrabble y Q. Carisma mostraron valores comparativamente mas
bajos (Cuadro 2.6). Diferencias entre cultivares con respecto a la temperatura base para
el desarrollo del grano se han informado previamente para cebada (Gualano y Benech-
Armold, 2009a) y trigo (Porter y Gawith, 1999; Slafer y Rawson, 1995a). Por lo tanto, los
modelos especificos de cultivar deben usarse siempre que estén disponibles.

El final del llenado de granos (i.e. la madurez fisiologica) es mas dificil de
cuantificar que los eventos de desarrollo visual como la aparicion de las hojas o la
espigazon (Ritchie y NeSmith, 1991). A pesar de esto, los bajos RECM y elevados d;
sugieren que todos los métodos considerados en el presente estudio funcionan
relativamente bien (Cuadro 2.7). De todas formas, cada método presenta ventajas y
limitaciones distintas, y permite obtener diferentes conclusiones.

El método lineal-plateau proporciono las estimaciones de temperatura base mas
bajas para todos los cultivares, ya sea individualmente o agrupados (Cuadro 2.6),
posiblemente debido al hecho de que en este método se subestima la temperatura base.
Dicho sesgo podria ser consecuencia de incluir directamente la acumulacion de materia
seca (i.e. un proceso de crecimiento) en la estimacion. Los valores estimados para los
cultivares Q. Carisma, Andreia y Scrabble fueron similares a las reportadas en otros
estudios que utilizaron este mismo método (Cuadro 2.6; Gualano et al., 2014; Rodriguez
etal. 2001).

Segun el método de menor variabilidad y el método lineal-plateau, emplear una
temperatura base superior a la real es peor que subestimarla (Figura 2.1). No se puede

llegar a la misma conclusion al considerar el método de pendiente cero, ya que el error en
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el requerimiento de tiempo térmico de la fase cambia de manera constante dentro del
rango de temperaturas base estudiadas (Figura 2.1). Sin embargo, subestimar la
temperatura base puede aumentar el error en la prediccion de la duracion del llenado de
granos si se combina con bajas temperaturas Optimas (ca. 20 °C; Figura 2.2).

Es ampliamente aceptado que la duracion del llenado de granos para cultivos
templados que crecen libres de estrés terminales, como sequia o golpes de calor, depende
principalmente de la temperatura, y que esta respuesta es en gran medida independiente
de la relacion fuente-destino (Sofield ef al., 1977, Wardlaw et al., 1980). Sin embargo,
cuando se empled el método de la interseccion del eje x, una alta disponibilidad de
nitrégeno resultd en una disminucidn significativa en la tasa de desarrollo (i.e. mayor
duracién del llenado del granos; Figura 2.3A). Tal efecto no fue impulsado por un cambio
en la fecha de polinizacidn, ya que el tiempo a floracion se vio solo ligeramente afectado
por la disponibilidad de nitrégeno, en linea con lo que ha sido previamente publicado en
la literatura (Hall ef al., 2014; Cuadro 2.5). Sin embargo, bajo condiciones de produccion
de alto rendimiento, como las logradas con los experimentos llevados a cabo en esta tesis
con riego suplementario, la disponibilidad de nitrégeno podria estar afectando la
acumulaciéon de materia seca y, de manera indirecta, la duracién del llenado de granos
(Manderscheid et al., 2009). Este puede ser el caso de aquellas siembras en las cuales se
detectd un leve efecto de nitrogeno sobre la duracion del llenado de granos (Cuadro 2.5).
Aun asi, el efecto del nitrogeno en la tasa de desarrollo no resultd en diferencias
significativas con respecto a la temperatura base ni al requerimiento de tiempo térmico
para el desarrollo o crecimiento del grano (Figura 2.3). Por lo tanto, los efectos del
nitrégeno en la duracién del llenado y el crecimiento del grano, aunque significativos en
algunos casos, pueden considerarse insignificantes en el rango de condiciones

agrondmicas explorado en la presente tesis.
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Una de las principales limitaciones del presente trabajo, asociada con el método
de interseccion del eje x, estd relacionada con la falta de datos en el rango de temperatura
cercano a la base, lo que aumenta sustancialmente el error en la estimacion (Figura 2.3).
Este problema ha sido sefialado previamente por diferentes autores trabajando con otros
cultivos (Sharratt, 1999; Sharratt et al., 1989; Yang et al., 1995, Zapata ef al., 2015), y
generalmente esta asociado a experimentos a campo, ya que en estas condiciones la
mayoria de los cultivos suele explorar temperaturas muy por encima de la base,
independientemente de la fase ontogénica considerada. Por otro lado, las estimaciones
realizadas con datos obtenidos de experimentos realizados en condiciones controladas
(i.e. camaras de crecimiento) permiten trabajar con temperaturas mas cercanas a la base,
con lo cual serian un complemento adecuado en este tipo de ensayos, y permitirian validar
las estimaciones realizadas en la presente tesis.

Para todos los cultivares y métodos, la temperatura base de desarrollo fue mayor
a cero (Cuadro 2.6). Sin embargo, varios estudios que utilizan modelos de tiempo
térmico para modelar el desarrollo del grano asumen que la temperatura base es cero
(Dofing, 1997; Frank y Bauer, 1995; Kennedy et al., 2017; Paynter y Young, 2000; Voltas
et al., 1999). Esta suposicion se basa principalmente en el hecho de que otros procesos
fisiologicos, como la aparicion de hojas y/o la duracion de las fases anteriores a
espigazon, pueden predecirse bien con un modelo de tiempo térmico utilizando una
temperatura base de cero (Cao y Moss, 1989; Gallagher, 1979). Sin embargo, se sabe que
la temperatura base del desarrollo se incrementa a medida que la fenologia de trigo avanza
desde la emergencia hasta la madurez fisioldgica (Angus ef al., 1981; Del Pozo et al.,
1987, Shewry y Darlington, 2002; Slafer y Savin, 1991). Asimismo, la hipdtesis de que

diferentes procesos de desarrollo tienen temperaturas cardinales comunes fue refutada
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para otros cultivos (Ellis ef al., 1993; Slafer y Rawson, 1995b). Por lo tanto, asumir
arbitrariamente que existe una unica temperatura base para cebada puede ser erroneo.

Tres de los cuatro cultivares evaluados en este trabajo de investigacion
presentaron una temperatura optima cercana a los 25 °C, mientras que para el cuarto
(Scrabble) no se encontré una temperatura Optima en el rango de 20 a 30 °C,
probablemente debido a la falta de exposicion a temperaturas cercanas al limite superior
de dicho rango (Figura 2.2). Una variacion genotipica similar en la temperatura 6ptima
de desarrollo para las fases previas a la espigazon fue encontrada en cebada (Ellis ef al.,
1988) y para el llenado de granos en trigo (Slafer y Rawson, 1995a). Las temperaturas
Optimas encontradas en este trabajo de investigacion son similares a las reportadas para
el llenado de granos en trigo (Porter y Gawith, 1999; Slafer y Rawson, 1995a), ya que
son cercanas al valor de 28 °C encontrados para cebada en las fases previas a la espigazon
(Ellis et al., 1988). Si bien la inclusion de la temperatura optima en el calculo del tiempo
térmico redujo el coeficiente de variacion de la duracion del llenado de granos para tres
cultivares, solo mejoré el ajuste del modelo (medido como RECM y d;) para uno de ellos
(ABI Balster; Figura 2.2, Cuadro 2.7). La temperatura Optima podria ser mas relevante
para el modelo de tiempo térmico si se consideran los cultivos que crecen en regiones
mas calidas.

El método de pendiente cero fue el mejor enfoque para estimar la temperatura base
y el requerimiento de tiempo térmico entre polinizacion y madurez fisioldgica cuando
todos los cultivares se evaluaron juntos (Cuadro 2.7); De esta forma, un requerimiento
de tiempo térmico de 352 °Cd acumulado por encima de una temperatura base de 8.4 °C
podria usarse para describir el desarrollo del grano en cebada en aquellos casos en que
estos parametros no estén disponibles para un cultivar especifico. El método de menor

variabilidad, independientemente de si se consider6 una temperatura Optima para el
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calculo de los grados-dia, también funciono bien en las condiciones exploradas en estos
experimentos (Cuadro 2.7).

La estimacion de la interseccion con el eje x de una regresion lineal entre la tasa
de crecimiento y la temperatura media fue el inico método empleado en el presente
estudio para evaluar la temperatura base para el crecimiento del grano. Hasta donde
sabemos, no hay intentos de estimacion de la tasa de crecimiento del grano en tiempo
térmico para cebada a través de este método en la literatura cientifica, de hecho,
normalmente se usa la pendiente de la relacion entre materia seca del grano y el tiempo
térmico desde antesis (Le Gouis, 1993; Passarella e al., 2002; Paynter y Young, 2000).
La temperatura base para el crecimiento del grano no fue significativamente diferente de
cero (Figura 2.3). El r? de la regresion (0.44) y la falta de un efecto significativo del
cultivar y de la disponibilidad el nitrogeno, sugieren que otros factores ademas de los
considerados en el presente estudio pueden estar afectando la tasa de crecimiento del
grano. El uso de fechas de siembra contrastantes para generar variabilidad térmica durante
el llenado de granos, si bien ampliamente utilizado en la bibliografia, es un método que
resulta indefectiblemente en variaciones en otros factores ambientales, mas alla de la
temperatura. Dichos factores podrian explicar parcialmente de los resultados observados.
Sofield et al. (1977) demostraron que la temperatura y la radiacion tienen un efecto
significativo en la tasa de crecimiento del grano en trigo, mientras que la duracion del
llenado depende solo de la temperatura. Similares resultados fueron encontrados en
cebada (Gallagher ez al., 1983; Kennedy et al., 2018) y en otros cultivos (Fenner, 1992).
Esto, junto con el error debido a la extrapolacion, podria explicar las diferencias
observadas entre las temperaturas base para el crecimiento y el desarrollo del grano. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que procesos simultdneos de crecimiento y desarrollo

pueden presentar diferentes temperaturas cardinales, como lo reportaron Slafer y Rawson



52

(1995b) al comparar la tasa de elongacion de tallo con la tasa de aparicion de hojas. Por
otro lado, es importante destacar que muchos trabajos publicados en la literatura en
condiciones de campo (i.e. con estructura de canopeo) demuestran que tanto trigo como
cebada no presentan limitaciones de fuente durante el llenado de los granos (Alvarez
Prado et al., 2017; Borras et al., 2004). A pesar del error en la estimacion, el modelo
predijo con éxito el crecimiento del grano cuando se valido contra datos independientes
de los cultivares Andreia y Scrabble, mas un tercero (Explorer) no utilizado en el ajuste
del modelo (Figura 2.6). La fuerte correlacion negativa entre la tasa de crecimiento de
grano y la duracion del llenado de granos encontrada aqui ha sido previamente reportada
para cebada (Ho y Jui, 1989; Le Gouis, 1993).
2.5 Conclusion

Se desarrollaron cuatro modelos para describir el desarrollo del grano de cebada
para cultivares especificos, y un modelo de aplicacion amplia. Dos de los modelos
especificos y el modelo general fueron validados con datos independientes. Estos
modelos son simples, precisos y de facil aplicacion por parte de investigadores e
industriales para evaluar el efecto del ambiente explorado por la planta madre en la
calidad maltera del grano. Se pueden encontrar aplicaciones adicionales para estos
modelos de fenologia, como predecir el momento de madurez fisiologica y, de esta

manera, el tiempo a cosecha.
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CAPiTULO 3
Determinacion de ventanas de sensibilidad a la temperatura durante el llenado de
los granos, para la definicion de la susceptibilidad a brotado precosecha en cebada
cervecera
Resumen

Tanto el brotado precosecha como el pregerminado traen aparejada una serie de
consecuencias negativas en la calidad del grano de cebada cervecera, que dificultan el
cumplimiento de los requisitos minimos indispensables para su adecuado procesamiento
industrial. El nivel de dormicion que presentan los granos previo a la cosecha esta
inversamente relacionado con la susceptibilidad del cultivo a sufrir dichas adversidades.
Con el objetivo de determinar de qué manera los factores ambientales durante el llenado
de granos afectan la tasa de salida de la dormicidn, cuatro cultivares comerciales se
sembraron en nueve fechas escalonadas a lo largo de cuatro campafias, y bajo dos
disponibilidades de nitrogeno contrastantes. El llenado de granos fue dividido en
intervalos arbitrarios de tiempo térmico, para luego realizarse analisis de correlacion entre
la temperatura media explorada durante dichos intervalos y el indice de germinacion
cercano a cosecha (estimador de la susceptibilidad a brotado precosecha). Tres de los
cuatro cultivares presentaron un intervalo con una correlacion significativa (i.e. una
ventana de sensibilidad). Para uno de los cultivares la ventana de sensibilidad estuvo
ubicada justo antes de la madurez fisiologica, en forma consistente con otros reportes en
la literatura. Los otros dos cultivares, en cambio, presentaron una ventana de sensibilidad
en algin momento en la primera mitad del llenado de granos, sugiriendo que un proceso
fisioldgico distinto al que estaria detras del control de la dormicion en el resto de los
cultivares evaluados esta involucrado en la determinacién de la dindmica de salida de la

dormicion luego de la madurez fisioldgica. El aumento en la disponibilidad de nitrégeno,
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si bien no afecto la ubicacion relativa de las ventanas de sensibilidad, aumento el nivel de
dormicién luego de la madurez fisioldgica, disminuyendo la susceptibilidad al brotado
precosecha. Las implicancias del efecto del genotipo sobre estas variables son discutidas.
Los modelos cuantitativos aqui presentados abren la puerta a nuevos interrogantes, a la
vez que representan una oportunidad de mejora de la calidad comercial mediante practicas
comunes a campo, como lo son el manejo de la fertilizacion nitrogenada, o el secado y la

cosecha anticipada del cultivo en caso de riesgo de brotado.
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3.1 Introduccion

El malteado es un proceso biologico en el cual la germinacion de los granos ocupa
un rol central. La dormicidén es un atributo interno de la semilla que impide su
germinacion en condiciones hidricas, térmicas y gaseosas que de otro modo serian
permisivas (Benech-Arnold ef al, 2000). En cebada, la dormicion se impone
tempranamente luego de la polinizacion, y raramente se pierde antes de la madurez
fisiologica. En efecto, el embrion adquiere la capacidad de germinar tempranamente (ca.
15 dias después de la polinizacion) si se lo aisla del resto de las estructuras del grano y se
lo incuba en agua.

En el caso de la cebada, un bajo nivel de dormicion a cosecha es deseable para
poder maltear los granos rapidamente luego de la cosecha (Benech-Arnold, 2001). De
esta manera, se evita la necesidad de tener que remover la dormicion artificialmente
mediante la aplicacion de hormonas, o de almacenar los granos hasta que los mismos
pierdan la dormicion naturalmente, exponiéndolos a deterioro fisiologico o por
exposicion a agente biologicos como insectos y hongos, y aumentando significativamente
los costos de almacenamiento (Benech-Arnold, 2001). Por este motivo, el desarrollo de
cultivares que presenten un bajo nivel de dormicidn a cosecha ha sido historicamente un
objetivo central en los programas de mejoramiento de cebada cervecera. Sin embargo,
dicho proceso de seleccion trajo aparejada la obtencion de materiales que presentan un
bajo nivel de dormicidn previo a la cosecha, cuando los granos ain se encuentran en la
planta madre. Cuando esta baja dormicion se combina con precipitaciones en momentos
previos a la cosecha, se puede desencadenar la germinacién de los granos. La misma
puede detenerse rapidamente por falta de agua (pre-germinado) o avanzar mas alla del
“punto de no retorno”, momento a partir del cual los granos pierden la tolerancia a la

desecacion (brotado; Schopfer ef al., 1979). Tanto el pre-germinado como el brotado traen
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aparejadas consecuencias negativas en el rendimiento, en la calidad comercial y en la
calidad maltera (Brookes, 1980, Sole, 1994). Como resultado del brotado precosecha, se
pierde irremediablemente la viabilidad del grano y, en consecuencia, su capacidad
germinativa, quedando inutilizable desde el punto de vista industrial. Respecto a este tema
se establecen descuentos en la comercializacion de lotes de grano de cebada con una
capacidad germinativa por debajo de 98%, existiendo una tolerancia de recibo de 95%
(SENASA, 2013). Si bien el pre-germinado no determina la pérdida instantanea de la
viabilidad, si afecta negativamente la longevidad potencial de los granos, lo que reduce
significativamente el tiempo durante el cual los mismos pueden almacenarse luego de la
cosecha, y hasta que la capacidad instalada de la industria maltera pueda procesarlos
(Gualano er al., 2014; Sole, 1994). Mas aun, al desencadenarse el proceso germinativo y
darse la reactivacion metabolica, se inicia la hidrolisis de compuestos de reserva y su
consumo por parte del embrion (Bewley y Black, 1994), disminuyendo el material
fermentable obtenible durante el malteado.

Actualmente, existen cultivares de cebada cervecera que pierden la dormicioén
rapidamente luego de madurez fisiologica, y que por lo tanto son susceptibles al brotado
precosecha, independientemente de la condicion de cultivo (Benech-Arnold, 2001).
Asimismo, otros cultivares comerciales presentan una velocidad de salida de 1a dormicion
intermedia a partir de madurez fisioldgica (Benech-Arnold, 2001). Dichos cultivares de
comportamiento intermedio, en algunas localidades o afios (i.e. en algunos ambientes) se
comportan como resistentes a brotado precosecha (i.e. presentan alto nivel de dormicion
a cosecha), mientras que en otros se comportan como susceptibles (i.e. presentan un bajo
nivel de dormicidén a cosecha). Rodriguez ef al. (2001) y Gualano y Benech-Arnold
(2009a) determinaron que, para un nimero de cultivares de comportamiento intermedio,

la velocidad de salida de la dormicion estd directamente relacionada con la temperatura
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media explorada por el cultivo durante un periodo acotado de tiempo térmico previo al
momento de madurez fisiologica. A este periodo de sensibilidad a la temperatura para la
determinacion de un atributo directamente relacionado con la calidad maltera del cultivo
se lo denomind “ventana de sensibilidad” (Rodriguez ef al., 2001). De esta forma,
conociendo la ubicacion de estas ventanas de sensibilidad y contando con un modelo
cuantitativo que relacione la temperatura media explorada durante dicho periodo con la
tasa de salida de la dormicion, puede estimarse la susceptibilidad del cultivo a sufrir dafios
por brotado precosecha. Si se combina esta informacidn con un prondstico meteorologico,
puede predecirse el riesgo del cultivo de cebada a sufrir brotado precosecha y actuar en
consecuencia.

Existen reportes en la bibliografia que indican que otros factores ambientales
explorados por el cultivo, ademas de la temperatura, permiten explicar parte de la
variabilidad observada en la velocidad de salida de la dormicidn, y, por ende, en la
susceptibilidad a sufrir brotado precosecha. Gualano y Benech-Amold (2009b)
encontraron que la restriccion hidrica durante el llenado de granos aceleraba la salida de
la dormicién después de madurez fisioldgica. La disponibilidad de nitrogeno y el
fotoperiodo durante el llenado de granos, por otro lado, no mostraron un efecto
significativo sobre la salida de la dormicién (Gualano, 2011; Gualano y Benech-Arnold,
2009b).

La aparicion de nuevos cultivares comerciales trae aparejada la necesidad de
actualizar y ampliar los modelos existentes para caracterizar la susceptibilidad al brotado
que presentan dichos materiales. Mas aun, algunos de los genotipos difundidos hoy en
dia presentan en su misma linea de mejoramiento materiales que histéricamente han
presentado una marcada susceptibilidad al brotado precosecha (Antonio Aguinaga,

comunicacion personal).
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El presente capitulo tiene el objetivo de extender el conocimiento existente sobre
el efecto del ambiente durante el llenado de los granos, sobre la velocidad de salida de la
dormicién y, consecuentemente, sobre la susceptibilidad al brotado, en cultivares

comerciales actuales de cebada cervecera.

3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Generalidades y tratamientos

Con el objetivo de generar variabilidad ambiental durante el llenado de granos,
cuatro cultivares comerciales de cebada cervecera se sembraron en nueve fechas de
siembra (desde Optima a subOptimas) a lo largo de tres campafias y bajo disponibilidades
de nitrogeno contrastantes. Las siembras utilizadas fueron las mismas que las del capitulo
2 con una adicional el 22 de septiembre de 2016 (Cuadro 2.1). Sin embargo, debido a
abundantes precipitaciones durante el periodo de llenado de granos, los datos de la
siembra correspondiente al 2 de junio de 2015 para el cultivar Scrabble fueron separados
al hacer los analisis y determinaciones (Cuadro 2.1). Al igual que en el capitulo 2, las
disponibilidades de nitrogeno utilizadas fueron 85 (N1)y 175 (N2) kg N ha'l.

Los cultivares utilizados, el disefio experimental, el manejo del cultivo, las
mediciones correspondientes al ambiente térmico explorado y a las determinaciones de

fenologia, se detallan en el capitulo 2 (ver seccion 2.2.1).

3.2.2 Muestreos y mediciones
3.2.2.1 Fenologia y modelo de tiempo térmico

Siendo que la disponibilidad de nitrégeno no afecté de manera relevante en
términos agronomicos la fenologia del cultivo (ver capitulo 2), la fecha de polinizacion
se promedio para cada fecha de siembra y cultivar, independientemente del tratamiento
de nitrogeno. La dindmica de llenado de granos se abord6 mediante un modelo de tiempo

térmico ajustado especificamente para cada cultivar (ver capitulo 2). El tiempo térmico
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requerido para completar el llenado de granos, junto con la temperatura base por encima
de la cual se debe acumular temperatura para su calculo y la temperatura dptima por
encima de la cual la temperatura ya no se acumula, se presentan en la Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Tiempo térmico requerido para completar el llenado de granos, junto con la
temperatura base y optima para su calculo, y ¢l método utilizado para su estimacion, para cada
uno de los cultivares empleados en ¢l presente trabajo. DG: duracion de llenado de granos; Tb:
temperatura base; To: Temperatura 6ptima; PO: Pendiente cero; MCV,p: Menor coeficiente de
variacion considerando una temperatura optima (ver capitulo 2).

Cultivar DG Ts T, Método
[°Cd] [°C] [°C]
Andreia 356 8.3 - PO
Scrabble 400 74 - PO
ABI Balster 308 9.6 247 MCV,,
Q. Carisma 360 7.7 - PO

3.2.2.2 Dinamica de salida de la dormicion y estimacion de la susceptibilidad al
brotado precosecha

Se realizaron pruebas de germinacion y determinaciones de contenido de humedad
del grano periddicamente a partir de ca. 10 dias antes de madurez fisiologica.
Brevemente, se tomaron muestras de 7-8 espigas por subparcela cada 2-4 dias. Los granos
del tercio central de las espigas de cada subparcela se trillaron a mano y se
homogeneizaron. Para la determinacion del contenido de humedad, 50 granos se secaron
a 80 °C durante 72 h, después de lo cual se determiné el peso seco por grano con una
balanza de precision, y se calcul6 el contenido relativo de humedad sobre el peso fresco
del grano. Para llevar a cabo las pruebas de germinacion, 30 granos se colocaron en placas
de Petri de 9 cm de diametro con dos discos de papel de filtro humedecidos con 6 ml de
agua destilada, para luego incubarse en oscuridad a 20 °C durante 12 dias. El numero de
granos germinados se determindé diariamente. Se consideraron como germinados aquellos
granos que presentaron la radicula elongada 1mm por afuera de las glumelas. Las placas
de Petri se envolvieron con una pelicula pléastica para minimizar las pérdidas de agua por

evaporacion. El nivel de dormicion se evalué mediante un Indice de Germinacion (IG)
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ampliamente utilizado en la literatura para estimar el nivel de dormicion de una poblacion
de semillas (Benech-Arnold ef al., 1999; Gualano y Benech-Arnold, 2009a, 2009b;
Rodriguez ef al., 2001; Steinbach ef al., 1997, 1995). El mismo considera tanto la
proporcion de granos germinados luego de un periodo determinado, como la tasa a la cual
dichos granos germinaron, otorgandole mayor ponderacion a aquellos granos que
germinan tempranamente, respecto de aquellos que lo hacen tardiamente. El 1G se calculo
como:

12 _(i_ B
¢ = Zi=alt? ;‘ Dlxn; Ec.3.1

Donde »; es el numero de granos germinados el dia de incubacion 7 (no acumulado),
para los 12 dias de incubacion. El indice presenta valores que van de O (ningin grano
germina al cabo de los 12 dias de incubacion) a 120 (los 30 granos germinan el primer
dia de incubacion).

La determinacion del IG cuando el cultivo se encuentra proximo a la madurez
comercial (ca. 12% de contenido de humedad del grano) es un buen indicador de la
susceptibilidad del cultivo a sufrir brotado precosecha (Gualano y Benech-Arnold, 2009a;
Rodriguez et al., 2001). Gualano y Benech-Arnold (2009a) utilizaron dicho indice
medido cuando los granos presentan entre 20 y 10% de humedad, ya que observaron que
el mismo tendia a estabilizarse en ese rango de contenidos hidricos. En el presente trabajo
dicha tendencia no se observé en algunas de las fechas de siembra, por lo que se considero
un rango mas amplio de entre ca. 30 y 12% de contenido de humedad. Cuando se conto
con mas de una medicion de IG entre dichos contenidos de humedad, las mismas se
promediaron para obtener un valor representativo del rango. Al valor de IG que
caracterizo al cultivo entre 30 y 12% humedad, ya sea que corresponda a una unica

medicion o a un promedio, se lo denominé IG cercano a madurez comercial (IGeme).
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3.2.2.3 Determinacion de ventanas de sensibilidad a la temperatura y efecto del
nitréogeno

Para evaluar el efecto de la temperatura explorada por los cultivos durante el
llenado de granos sobre la velocidad de salida de la dormicidn, y por ende, sobre la
susceptibilidad a sufrir brotado precosecha, se realizd un analisis de correlacion siguiendo
la metodologia utilizada por Rodriguez ef al. (2001) y Gualano y Benech-Arnold (2009a).
Brevemente, para cada cultivar, fecha de siembra, y tratamiento de nitrégeno, el tiempo
térmico desde la polinizacion y hasta la madurez fisiolégica se dividi6 arbitrariamente en
intervalos de 50, 75, 100 y 150 °Cd. Se realizaron andlisis de correlacion entre la
temperatura media de cada intervalo y el IG cercano a madurez comercial. Un intervalo
con sensibilidad a la temperatura para la determinacion de la susceptibilidad al brotado
precosecha (i.e. una ventana de sensibilidad) seria el que muestra una correlacidn
significativa entre la temperatura y el 1G cercano a madurez comercial. Para determinar
si la disponibilidad de nitrogeno tiene un efecto significativo sobre la ubicacion relativa
de las ventanas de sensibilidad, el analisis se llevo a cabo considerando los tratamientos
de nitrogeno tanto por separado como combinados. En concordancia con Rodriguez et al.
(2001), y considerando las multiples comparaciones realizadas a lo largo del analisis, se
utilizdé un alfa de 0.0001 para evitar cometer un error de Tipo 1. Para evaluar la
conveniencia de considerar intervalos acotados de tiempo térmico, también se realizo el
analisis de correlacion empleando la temperatura media para todo el periodo de llenado
de granos. Cabe aclarar que, al realizar un analisis exploratorio de los datos, se observo
que las fechas de siembra de septiembre de 2015 y 2016 mostraron un comportamiento
consistente con el resto (en lo que respecta a las ventanas de sensibilidad) cuando la suma

de tiempo térmico se realizo a partir de 5 dias previos a la fecha de polinizacion. Por lo
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tanto, para dichas fechas de siembra se ajustd el modelo de tiempo térmico de acuerdo
con lo comentado.

Para determinar si la disponibilidad de nitrogeno tuvo algun efecto sobre la
susceptibilidad al brotado precosecha en alguno de los cultivares, se realizo un anélisis
de regresion multiple considerando el 1G cercano a madurez comercial como variable
respuesta, y el cultivar, la temperatura durante la ventana de sensibilidad correspondiente
a cada cultivar, y el tratamiento de nitrégeno como variables explicativas.

Todos los calculos, analisis y graficos se realizaron utilizando el lenguaje de
programacién Ry el entorno RStudio (R Core Team, 2018). Salvo indicacién contraria,
se consideraron significativas aquellas relaciones que presentaron un valor p menor a

0.05.

3.3 Resultados
3.3.1 Analisis exploratorio de la dinamica de salida de la dormicion

En términos generales, ABI Balster, Scrabble y Q. Carisma presentaron valores
de IG que fueron cercanos a cero cuando el contenido de humedad de los granos fue
menor al que corresponde a la madurez fisiologica (ca. 46%), independientemente de la
fecha de siembra y la disponibilidad de nitrégeno (Figura 3.1). Sin embargo, dicho
comportamiento no se observo en Andreia en algunas fechas de siembra, ya que este
cultivar presento valores de IG de entre ca. 20 y 40 cuando los granos aun presentaban
contenidos de humedad superiores al 50% (Figura 3.1). Luego de 1a madurez fisiologica,
la dindmica de salida de la dormicion presentd diferencias entre genotipos (p<0.001,
Figura 3.1). Promediando entre fechas de siembra y disponibilidades de nitrégeno,
Andreia, Scrabble y Q. Carisma presentaron valores de 1G cercanos a madurez comercial
de 27.3, 29.7 y 37.8, respectivamente. A su vez, dichos cultivares mostraron un rango de

IG cercano a madurez comercial de entre ca. 4 y 70, dependiendo la fecha de siembra, la
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disponibilidad de nitrégeno y el contenido de humedad del grano (Figura 3.1). Por otro
lado, ABI Balster mostré una salida de la dormicién més abrupta en comparacion con los
otros cultivares, con un IG cercano a madurez comercial de 94.6 en promedio. La
variabilidad observada para este cultivar en lo que respecta a la dinamica de salida de la
dormicion, fue mas acotada respecto a los otros cultivares, con valores de IG cercano a
madurez comercial de entre 69 y 112, dependiendo la fecha de siembra, la disponibilidad
de nitrogeno y el contenido de humedad (Figura 3.1).

La velocidad de salida de la dormicion vari6 significativamente dependiendo de
la fecha de siembra (p<0.001). En términos generales, aunque con algunas excepciones,
las fechas de siembra mas tardias (i.e. agosto y septiembre) presentaron valores de IG
cercano a madurez comercial mayores que los registrados para las fechas mas tempranas
(i.e. junio y julio; Figura 3.1). Por otro lado, la disponibilidad de nitrogeno también tuvo
un efecto significativo sobre el IG cercano a madurez comercial (p<0.05), con valores
promedio 7.5 puntos menores para el tratamiento de mayor disponibilidad (N2), respecto
al de menor disponibilidad (N1). Dicho efecto fue independiente del cultivary de la fecha

de siembra.
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Fecha de siembra
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v 2016-09-22
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Disponibilidad
de nitrégeno

NI
= N2

Figura 3.1. indice de germinacién en funcion del contenido de humedad de los granos segiin
la fecha de siembra y la disponibilidad de nitrégeno, para los cuatro cultivares evaluados en el
presente estudio. Cada punto es el promedio de tres repeticiones. La linea vertical intermitente
indica la tolerancia de contenido de humedad de recibo luego de la cosecha (12.5%).

3.3.2 Ubicacion de ventanas de sensibilidad a la temperatura

Al evaluar la asociacion entre el indice de germinacion y la temperatura media

explorada por el cultivo durante intervalos acotados de tiempo térmico dentro del llenado

de granos, se encontré una correlacion significativa para los cultivares Andreia, Q.



67

Carisma y Scrabble (Figura 3.2, Cuadro 3.2). En el caso de Andreia, dicha asociacion
correspondié a un intervalo breve de ca. 30 °Cd, ubicado justo antes de madurez
fisioldgica (Figura 3.2, Cuadro 3.2). En el caso de Scrabble y Q. Carisma, el intervalo
se ubico cerca del primer tercio del llenado de granos, y fue, en términos relativos, mas
amplio que el encontrado para Andreia (Figura 3.2, Cuadro 3.2). Para dichos cultivares,
el coeficiente de correlacion para la ventana de sensibilidad encontrada siempre fue
superior a 0.8. En el caso de ABI Balster, no se encontr6 una correlacién significativa
entre ningn intervalo de tiempo térmico durante el llenado y el indice de germinacion
cercano a madurez comercial. Al considerar los tratamientos de disponibilidad de
nitrogeno por separado, si bien no se encontraron correlaciones significativas, el perfil de
asociaciones a lo largo del llenado de granos fue muy similar entre ambos tratamientos,
y con relacién al resultado que se obtuvo en el analisis combinado (Figura 3.2). De hecho,
los intervalos de mayor ajuste practicamente no variaron al considerar las distintas
disponibilidades de nitrégeno (Figura 3.2, Cuadro 3.2). No se observé una correlacion
significativa entre la temperatura media del llenado completo y el indice de germinacion
para ninguno de los genotipos analizados, ya sea evaluando los tratamientos de
disponibilidad de nitrégeno por separado o combinandolos (Figura 3.2, Cuadro 3.2). De
esta forma, dicha asociacion en ningun caso presentd un coeficiente de correlacion mayor,
en términos absolutos, que el que se encontro para el intervalo acotado de tiempo térmico
de mejor ajuste durante el llenado de los granos, para cada cultivar (Figura 3.2, Cuadro
3.2). En lo que respecta a ABI Balster, si bien se observo una leve tendencia a presentar
mayores coeficientes de correlacion hacia el final del llenado, entre la temperatura media
y el indice de germinacién cercano a madurez comercial, en ningiin caso los mismos se

acercan a la significancia estadistica.
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Cuadro 3.2. Intervalo de tiempo térmico que presentd la mayor correlacion entre el indice de
germinacion cercano a madurez comercial y la temperatura media para cada disponibilidad de
nitrégeno por separado o agrupadas, junto con la ubicacién relativa dentro del llenado de granos
y el coeficiente de correlacion correspondiente a dicho periodo, ademas del calculado
considerando la temperatura media del periodo completo de llenado de granos.

Cocficiente de correlacion (r)

Disponibilidad  Intervalode ~ oricacion — Considerando  Considerando

Cultivar de Nitrogeno  tiempo térmico rdativa del el in’Fervalo todo el
intervalo de tiempo llenado de
térmico granos
[°Cd] [%0]

ABI Balster N1 175-250 57-81 -0.29 -0.11
N2 250-300 81-97 0.59 0.02

NI1+N2 275-308 89-100 027 -0.03

Andreia N1 325-356 91-100 0.87 0.55
N2 325-356 91-100 0.79 0.42

NI1+N2 325-356 91-100 0.82* 0.49

Q. Carisma N1 0-100 0-28 0.78 0.68
N2 0-150 0-42 091 0.87

NI1+N2 0-100 0-28 0.82* 0.76

Scrabble N1 75-150 19-38 0.86 0.54
N2 75-150 19-38 0.89 0.75

NI1+N2 75-150 19-38 0.84* 0.61

*p<0.0001
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Figura 3.2. Coeficiente de correlacion de Pearson para la asociacion entre el indice de
germinacion cercano a madurez comercial y la temperatura media de todo el llenado de granos
(izquierda) o de distintos periodos dentro del llenado de granos (derecha), para los cuatro
cultivares utilizados en el presente estudio, v los dos tratamientos de disponibilidad de nitrégeno
por separado y combinados. Un 0% de estado de avance corresponde a la polinizacién, mientras
que un 100% de estado de avance corresponde a madurez fisiologica. La linea entrecortada verde
y amarilla indica ¢l coeficiente minimo necesario para alcanzar la significancia estadistica
(p<0.0001) para los tratamientos de nitrogeno por separado. La linea entrecortada negra indica el
coeficiente minimo necesario para alcanzar la significancia estadistica (p<0.0001) para los
tratamientos de nitrogeno combinados.
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3.3.3 Relacion entre la temperatura media en la ventana de sensibilidad, la
disponibilidad de nitréogeno y la susceptibilidad al brotado precosecha

Con el objetivo de dilucidar los factores involucrados en la determinacién del IG
cercano a madurez comercial (indicador de la susceptibilidad del cultivo a sufrir brotado
precosecha), se ajustd una regresién multiple considerando como variables explicativas
al cultivar, al contenido de nitrégeno y a la temperatura media durante la ventana de
sensibilidad correspondiente. En el caso de ABI Balster, cultivar para el cual no se detectd
ninguna ventana de sensibilidad para la determinacion de la susceptibilidad al brotado
precosecha, se utilizo el intervalo de tiempo térmico que presentd la mayor correlacion
(i.e. 275-308 °Cd). El modelo explico el 90% de la variabilidad observada en el IG
cercano a madurez comercial del cultivo. El efecto de la temperatura media durante la
ventana de sensibilidad (o el intervalo de mayor correlacién) varié dependiendo del
cultivar (p<0.05; Figura 3.3). Para Andreia, Q. Carismay Scrabble se encontrd un efecto
significativo de esta variable, con pendientes similares para los tres cultivares (ca. 7.5
puntos de IG °C!; Figura 3.3). En el caso de ABI Balster, no se detect6 efecto alguno de
dicha variable sobre el IG cercano a madurez comercial (Figura 3.3). En lo que respecta
a la disponibilidad de nitrégeno, se observo un efecto significativo sobre el IG cercano a
madurez comercial (p<0.01). Aquellas unidades experimentales a las que se les asigno el
tratamiento de mayor disponibilidad de nitrégeno (170 kg N hal), presentaron en
promedio un IG cercano a madurez comercial 7.5 puntos menor que el registrado para el
tratamiento de menor disponibilidad (85 kg N ha!). Dicho efecto fue independiente del
cultivar considerado, y no vari6é con la temperatura durante la ventana de sensibilidad.
Por otro lado, el cultivar tuvo un efecto significativo sobre el 1G cercano a madurez

comercial (p<0.01), con ABI Balster presentando los mayores valores.
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Figura 3.3. Regresion multiple para ¢l indice de germinacion cercano a madurez comercial en
funcién de la temperatura media de la ventana de tiempo térmico durante el llenado de granos con
mayor correlacion, de la disponibilidad de nitrégeno, v del cultivar. Las lineas sélidas indican un
efecto significativo (p<0.05) de la temperatura media durante ¢l intervalo de tiempo térmico
correspondiente. La funcién que describe la relacidon entre las variables para cada cultivar se
presenta en ¢l area del grafico correspondiente.

3.4 Discusion

Tanto el brotado precosecha como el pregerminado traen aparejada una serie de
consecuencias negativas en la calidad del grano de cebada cervecera, que dificultan el
cumplimiento de los requisitos minimos indispensables para su adecuado procesamiento
industrial. El nivel de dormicion que presentan los granos previo a la cosecha, esta
inversamente relacionado con la susceptibilidad del cultivo a sufrir dichas adversidades.
En la literatura pueden encontrarse distintos estudios llevados a cabo con el objetivo de
determinar cuéles son los factores ambientales que modulan la dindmica de salida de la
dormicion en cebada cervecera (Benech-Arnold, 2001; Gualano y Benech-Arnold, 2009a,

2009b; Rodriguez et al., 2001) y otros cereales (Rodriguez ef al., 2015). Algunos de
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dichos factores ejercen su influencia durante periodos acotados dentro del llenado de
granos (comunmente denominados “ventanas de sensibilidad”; Benech-Arold, 2001,
Gualano y Benech-Arnold, 2009a, 2009b; Rodriguez et al., 2001). Por otro lado, el
genotipo también demostrd tener un rol fundamental en la determinacion del nivel de
dormicion previo a la cosecha (Benech-Arnold, 2001). De esta forma, surge la necesidad
de evaluar en qué medida las asociaciones reportadas en la literatura pueden extrapolarse
a los nuevos cultivares comerciales que han sido difundidos en los ultimos afios.

En el presente trabajo, cuatro variedades comerciales de cebada cervecera se
cultivaron en nueve fechas de siembra a lo largo de tres campafias, y bajo dos
disponibilidades de nitrogeno contrastantes. Las distintas fechas de siembra permitieron
explorar un amplio rango de condiciones térmicas durante el llenado de granos (Cuadro
2.2). Las altas temperaturas durante el periodo de formacion de las semillas disminuyen
la dormicion en muchas especies vegetales (Benech-Arnold ef al., 2022; Sexsmith, 1969;
Sharif-Zadeh y Murdoch, 2000; Steadman et al., 2004; Wurzburger y Koller, 1976).
Particularmente para cebada cervecera se ha encontrado que, para muchos genotipos,
existe una ventana de sensibilidad a la temperatura para la determinacion del nivel de
dormicidn a cosecha (Gualano y Benech-Arnold, 2009a; Rodriguez ef al., 2001). Para los
genotipos reportados, dicha ventana se ubica justo antes de la madurez fisiologica del
cultivo (Gualano y Benech-Arnold, 2009a; Rodriguez ez al., 2001). En el presente trabajo,
los resultados obtenidos variaron dependiendo del cultivar considerado (Figura 3.2,
Cuadro 3.2). Para el cultivar Andreia se encontrd una ventana de sensibilidad de duracion
y ubicacion relativa similar a las reportadas por Rodriguez ef al. (2001) y por Gualano y
Benech-Amold (2009a). En el caso de ABI Balster, no se detectd ninguna ventana de
sensibilidad a la temperatura para la determinacion a la susceptibilidad al brotado

precosecha (Cuadro 3.2). Dicho cultivar presentd en todos los casos un bajo nivel de
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dormicion previo a la cosecha, independientemente de la temperatura explorada durante
el llenado de granos (Figura 3.1). Gualano y Benech-Arnold (2009a) reportaron un
comportamiento muy similar para el cultivar B1215. ABI Balster y B1215 son cultivares
que pertenecen a la misma linea de mejoramiento (Antonio Aguinaga, comunicacion
personal). Estos resultados destacan la relevancia y las implicancias del efecto del
genotipo sobre la determinacion de la susceptibilidad a brotado precosecha en cebada
cervecera, previamente indicado en la literatura (Benech-Arnold, 2001; Gualano y
Benech-Arnold, 2009a; Rodriguez ef al., 2015). Por altimo, para los cultivares Q.
Carisma y Scrabble se encontraron ventanas de sensibilidad a la temperatura para la
determinacion de la susceptibilidad a brotado, pero a diferencia de Andreia, dicha ventana
estuvo ubicada, para ambos cultivares, en algin momento de la primera mitad del llenado
de granos (Figura 3.2, Cuadro 3.2). Al igual que para el cultivar Andreia, la correlacion
fue positiva (i.e. a mayor temperatura durante la ventana de sensibilidad, mayor IG
cercano a madurez comercial). No se encontraron reportes en la literatura que hagan
referencia a esta asociacion positiva entre la temperatura explorada en este momento del
llenado de granos, y la tasa de salida de la dormicion en cebada. Sin embargo,
recientemente Chen ef al. (2021) encontraron que temperaturas bajas durante etapas
tempranas del desarrollo de las semillas de Brassica oleracea resultaron en una menor
tasa de germinacion luego de la madurez. Dicho efecto de la temperatura se explicd por
una inhibicion del catabolismo del acido abscisico, que resultd6 en mayores
concentraciones de esta hormona promotora de la dormicion en las semillas maduras
(Chen et al., 2021).

La distancia temporal que hay entre las ventanas de sensibilidad encontradas para
Q. Carisma y Scrabble, y la hallada para Andreia y los cultivares estudiados por

Rodriguez et al. (2001) y Gualano y Benech-Arnold (2009a) sugiere que la temperatura
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estaria afectando procesos fisiologicos distintos. Existe también la posibilidad de que en
ambos momentos estén ocurriendo procesos fisiologicos asociados a la determinacion de
la velocidad de salida de la dormicidn, y que por distintos motivos en estos tres cultivares
se haya detectado solo uno de ellos (i.e. el que ocurre a inicio del llenado en Scrabble y
Q. Carisma, y el que ocurre al final del llenado en Andreia). Esto explicaria por qué los
tres cultivares presentan un mismo patrén de correlaciones a lo largo del llenado (Figura
3.2). Esto puede deberse a (1) que el peso relativo de dichos procesos depende del cultivar
considerado, y el ensayo no tuvo la potencia suficiente para detectar el efecto de menor
tamafio en cada caso, o a (ii) que existe una o mas variables no consideradas en el presente
trabajo que aumentan el error experimental y no permiten detectar dichas relaciones. En
cualquier caso, determinar los procesos fisiologicos involucrados en ambas ventanas de
sensibilidad es necesario para comprender cabalmente los mecanismos que regulan la
susceptibilidad a brotado precosecha en cebada cervecera.

El aumento en la disponibilidad de nitrogeno generalmente se asocia a menores
niveles de dormicion en las semillas de distintas especies (Benech-Arnold ef al., 2022,
Detje, 1992; Fawcett y Slife, 1978; He er al., 2016, Matakiadis et al., 2009).
Curiosamente, los resultados de la presente tesis mostraron que un aumento en la
disponibilidad de nitrogeno resulté en un menor IG cercano a madurez comercial y, por
lo tanto, en una menor susceptibilidad del cultivo a sufrir brotado precosecha (Figura
3.3). Dicho efecto se observd independientemente del cultivar considerado. Gualano y
Benech-Arnold (2009b) no encontraron ningun efecto de la disponibilidad de nitrégeno
sobre la velocidad de salida de la dormicion trabajando con cinco cultivares de cebada
cervecera. Mdés aun, los tratamientos de nitrogeno aplicados en dicho estudio (40 y 180
kg N ha'!) fueron mas contrastantes respecto a los utilizados en el presente trabajo (85 y

170 kg N ha'!). Si bien existen pocos estudios del efecto de la disponibilidad de nitrogeno
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en cebada sobre la susceptibilidad al brotado precosecha, la evidencia en otros cereales
indica una interaccion de este factor con el genotipo. Diversos estudios encontraron que
una mayor disponibilidad de nitrégeno se asocia a mayores niveles de brotado en trigo,
aunque la respuesta fue altamente dependiente del cultivar considerado (Bhatt ef al.,
1981; Detje, 1992; Morris y Paulsen, 1985). Kindred ef al. (2005) encontraron que una
mayor disponibilidad de nitrogeno aument6 el nivel de dormicion solo en algunos
genotipos de trigo. Los autores hipotetizaron que dicha respuesta pudo deberse a un efecto
indirecto del nitrégeno sobre la tasa de desarrollo del cultivo. En el caso de la presente
tesis, no se detecto un efecto claro y agronémicamente relevante del nitrogeno sobre la
duraciéon del llenado de granos (ver capitulo 2). Asimismo, dicho efecto deberia
“corregirse” al determinar el IG cercano a madurez comercial en base al contenido
relativo de humedad del grano. Al presente no hay reportes en la literatura que indiquen
un aumento en el nivel de dormicidn primaria en cebada como respuesta a un aumento en
la disponibilidad de nitrogeno. El efecto del nitrogeno sobre la dinamica de salida de la
dormicion involucra mecanismos genéticos y metabdlicos parcialmente superpuestos (He
et al., 2016). Determinar los mecanismos detrds de esta asociacion es de suma
importancia para entender en qué medida se puede minimizar la susceptibilidad del
cultivo a sufrir brotado precosecha mediante una practica tan usual como lo es el manejo
de la fertilizacion nitrogenada. Por otro lado, siendo que la disponibilidad de nitrogeno
puede afectar la dinamica de algunos procesos fisioldgicos relevantes para la
determinacion de la calidad en cebada cervecera (e.g. deposicion de hordeinas, Peton,
2017), resultaba de interés comparar el perfil de correlaciones entre el IG cercano a
madurez comercial y la temperatura media de una serie de intervalos arbitrarios a lo largo
del llenado de granos. Hasta donde sabemos, no hay reportes en la literatura que aborden

esta interrogante. Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que no existe



76

un efecto de la disponibilidad de nitrogeno sobre la ubicacion relativa de la ventana de
sensibilidad a la temperatura para la definicion de la susceptibilidad al brotado
precosecha.

La pendiente de la relacion entre la temperatura media de la ventana de
sensibilidad y el IG cercano a madurez comercial fue similar a las reportadas previamente
para otros cultivares (Gualano y Benech-Arnold, 2009a). Estos resultados sugieren que
la relevancia del genotipo en lo que respecta a las ventanas de sensibilidad para la
determinacion de la susceptibilidad al brotado precosecha radica principalmente en la
presencia o ausencia (e.g. Andreia versus ABI Balster), o en la ubicacién relativa (e.g.
Andreia versus Q. Carisma o Scrabble) de la ventana de sensibilidad, mas que en la
pendiente de la relacién entre la temperatura explorada durante dicha ventana de
sensibilidad y el nivel de dormicion cercano a cosecha. Esto explica por qué al ajustar un
modelo general para varios cultivares de cebada, Gualano y Benech-Arnold (2009a)
obtuvieron un mejor ajuste al utilizar la temperatura media explorada durante la ventana
de sensibilidad correspondiente a cada genotipo, en vez de asumiendo una unica ventana
de sensibilidad para todos los cultivares.

El uso de fechas de siembra como método para generar variabilidad en la
temperatura de llenado de los granos, si bien es ampliamente utilizado en experimentos a
campo, resulta también en la variacién de otros factores ambientales que pueden o no
tener un efecto sobre la velocidad de salida de la dormicion. Como se mencioné en la
introduccion del presente capitulo, puede afirmarse que en cebada no existe un efecto del
fotoperiodo sobre la velocidad de salida de la dormicion (Gualano, 2011; Gualano y
Benech-Arnold, 2009b). Asimismo, al cambiar la fecha de siembra es esperable que se
exponga el llenado de granos a cantidades variables de radiacion. Reducciones en la

cantidad de luz recibida por la planta madre durante la formacion de las semillas resulto
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en menores niveles de dormicidn en Datura ferox L. (Sanchez ef al., 1981). Hasta donde
sabemos, a la fecha no existen reportes en cebada que indiquen un efecto de la cantidad
de radiacion explorada durante el periodo de formacion de los granos sobre la velocidad
de salida de la dormicion. Si bien otros factores explorados durante la formacién de los
granos, e incluso luego de madurez fisiologica, pueden tener un efecto sobre la velocidad
de salida de la dormicion, la evidencia disponible en la bibliografia indica que
indudablemente la temperatura explica, al menos en determinados genotipos, gran parte
de la variabilidad observada en dicha variable de interés (Benech-Arnold, 2001; Benech-
Arnold efal., 2021; Patwa y Penning, 2020). Esto se condice con los resultados obtenidos
en la presente tesis.

El hecho de que la sumatoria de grados dia del modelo de tiempo térmico
especifico para cada cultivar tuvo que iniciarse cinco dias previos a la polinizacion en las
dos fechas de siembra mas tardias (i.e. 2 de septiembre de 2015 y 22 de septiembre de
2016) para que el analisis sea consistente con el resto de las siembras, indica la necesidad
de que los modelos de desarrollo utilizados sean especificos para cada proceso
considerado. Como se menciond previamente, los distintos procesos fisioldgicos no
necesariamente son regulados por los mismos factores ambientales, ni de la misma
manera en todos los casos (ver capitulo 2).

Los modelos reportados en el presente capitulo permiten al productor llevar a cabo
una sumatoria de tiempo térmico, ubicar la ventana de sensibilidad correspondiente y, a
partir de la temperatura media explorada durante dicho intervalo, predecir la
susceptibilidad al brotado precosecha que presentard el cultivo. Combinando esta
prediccion con un prondstico meteoroldgico, frente a un escenario de riesgo de brotado,

el productor puede optar por minimizar las pérdidas de calidad mediante la aplicacion de
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un desecante luego de madurez fisiologica, con la consiguiente cosecha anticipada del

cultivo.

3.5 Conclusion

En tres de los cuatro cultivares comerciales estudiados se encontr6 una ventana de
sensibilidad a la temperatura para la definicion de la susceptibilidad al brotado
precosecha. En todos los casos, la temperatura media durante dicha ventana de
sensibilidad explico la variabilidad observada en la susceptibilidad al brotado precosecha
mejor que la temperatura media correspondiente todo el periodo de llenado de granos. La
ubicacion relativa de las ventanas de sensibilidad vari6 con el genotipo, pero no con la
disponibilidad de nitrégeno. Asimismo, se encontr6 un efecto positivo de la
disponibilidad de nitrégeno sobre la susceptibilidad al brotado precosecha, reportado por
primera vez para cebada cervecera. Queda en evidencia la importancia del genotipo para
la determinacién de las ventanas de sensibilidad a la temperatura que definen la
susceptibilidad al brotado precosecha. Asi, los modelos cuantitativos aqui presentados
pueden utilizarse para caracterizar la susceptibilidad al brotado precosecha en distintos
cultivares y escenarios de manejo. Combinar esta informacion con datos de pronostico
climatico permite calcular el riesgo al brotado precosecha, y tomar las medidas de manejo

necesarias para asegurar una calidad comercial adecuada.
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CAPITULO 4
Determinacion de ventanas de sensibilidad a la temperatura durante el llenado de
los granos, para la definicion del extracto de malta en cebada cervecera
Resumen

El extracto de malta es el parametro mas relevante que describe la calidad maltera
en cebada. Las diferencias observadas en el extracto de malta de cultivos de cebada que
se desarrollaron en diferentes ambientes son complejas de explicar, y su interpretacion
podria representar una oportunidad para mejorar la calidad maltera resultante. Aunque el
efecto de algunos atributos del grano sobre el extracto de malta es generalmente
reconocido en la bibliografia (e.g. contenido de proteina y tamafio de grano), otros son
menos comprendidos y son dificiles de replicar experimentalmente, con poca evidencia
de como son controlados por el ambiente durante el llenado del grano (e.g. contenido y
tipo de hordeinas y propiedades de pastificacion). Cuatro cultivares comerciales de
cebada maltera fueron sembrados en once fechas de siembra a lo largo de cuatro afios
para explorar un amplio rango de condiciones térmicas durante el llenado de granos.
Disponibilidades contrastantes de nitrogeno fueron incluidas para promover la
variabilidad en el contenido de proteina. El calibre, el contenido de proteina, la
temperatura de pastificacion y la cantidad de hordeinas D y y, mostraron un efecto
significativo sobre el extracto de malta. El contenido de proteina mostré un efecto
negativo sobre el extracto de malta solo cuando estuvo por encima de un valor umbral de
aprox. 10%, aunque dicho umbral varié entre cultivares. La temperatura de pastificacion
presentd una interaccion significativa con el contenido de proteinas. La hordeina D
mostro un efecto negativo sobre el extracto de malta solo cuando el contenido de proteina
estuvo por debajo del umbral, lo que explica algunos de los resultados contradictorios

reportados en la literatura. También se encontro evidencia de un efecto negativo de las
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hordeinas v en el extracto de malta. Debido a altos niveles de correlacion entre grupos de
hordeinas, las fracciones B, C y la relacién D/B, no pudieron ser evaluadas. El periodo
entre la polinizacion y la madurez fisiologica se dividio arbitrariamente en intervalos de
tiempo térmico, y se realizaron andlisis de correlacion entre la temperatura media durante
cada uno de dichos periodos y los atributos del grano que afectaron el extracto de malta.
Para todos los cultivares, se encontré que solo dos atributos fueron modulados por el
ambiente térmico explorado por el cultivo durante el llenado de granos: la temperatura de
pastificacion se correlaciond positivamente con la temperatura media explorada por el
cultivo durante la mitad del llenado del grano, mientras que el calibre se correlaciond
negativamente con la temperatura media durante la segunda mitad del llenado de granos.
Los modelos cuantitativos reportados en el presente estudio, ademas de ofrecer una
explicacion de como se configura la calidad maltera en el campo, constituyen una
herramienta util para la zonificacion agroclimatica para la idoneidad de la produccién de

cebada cervecera de alta calidad.
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4.1 Introduccion

El extracto de malta, una medida general de la proporcidon de materiales solubles
obtenidos de la maceracion de la malta en el mosto (Emebiri ef al., 2004) es el parametro
mas relevante para evaluar la calidad maltera en cebada (Briggs, 1998). Este parametro
se ve afectado por muchas caracteristicas del grano, de las cuales el contenido de proteina
y el tamafio del grano son probablemente las mas estudiadas. En los granos de cebada,
los granulos de almidon se encuentran incrustados en una matriz proteica que, cuando
esta presente en grandes cantidades, se convierte en una barrera fisica que evita que las
enzimas amiloliticas de la malta hidrolicen el almidon en carbohidratos solubles durante
la maceracion (Bathgate y Palmer, 1973; Brennan et al., 1996, Palmer, 1991; Slack ef al.,
1979). Asimismo, debido a la correlacion negativa entre contenido de proteina y almidon
(Bishop, 1930b), el contenido de proteina del grano generalmente se correlaciona
negativamente con el extracto de malta (Bishop, 1930a; Eagles ef al., 1995; Edney, 1996;
Molina-Cano ef al., 2000). El tamafio del grano, un parametro importante en cebada
cervecera hace referencia a las caracteristicas morfologicas del grano -mas precisamente
a su ancho- y se evalua pasando una muestra de grano por una serie de tamices con
diferentes tamafios de ranura, y registrando la proporcidn en peso que retiene cada tamiz.
(Briggs, 1978). El calibre, a menudo definido como el porcentaje de grano por peso que
queda retenido por encima de un tamiz de 2.5 mm (Cozzolino ef al., 2014), es un indicador
de la homogeneidad del tamafio del grano. La alta variabilidad en el tamafio del grano
determina una absorcion de agua diferencial durante el malteado y, por lo tanto,
desuniformidad en el proceso de germinacién. Esto a su vez provoca una modificacion
desigual del endosperma y, en consecuencia, una disminucidon del extracto de malta
(Edney, 1996). Ademas, el tamafio de grano pequefio generalmente se asocia a un bajo

contenido de almidon y un alto contenido de proteina (Arends ef al., 1995; Burger y



84

LaBerge, 1985; Yu et al., 2017), aunque los granos pequefios no necesariamente
contienen mas proteina que los granos mas grandes (Magliano ef al., 2014).

A pesar de que estos atributos explican parte de la variabilidad observada en la
calidad de la malta, a menudo se encuentran diferencias en el extracto de malta entre lotes
de granos obtenidos de cultivos que se desarrollaron en diferentes campafias o
ubicaciones (i.e. en diferentes ambientes), pero con contenido de proteina y tamafio de
grano similares (Eagles ef al., 1995; Howard ef al., 1996, Molina-Cano ef al., 2004). Esto
sugiere que (1) otros atributos ademas del contenido de proteina y el tamafio del grano
estan afectando el desempefio del malteado medido como extracto de malta, y (ii) que
estos otros atributos estan influenciados por el ambiente explorado por los cultivos en el
campo, muy probablemente durante el periodo de formacion de los granos.

Las hordeinas, principales proteinas de almacenamiento de los granos de cebada,
son parte de la matriz que rodea los granulos de almidon en el endosperma. Por este
motivo, se cree que estan directamente involucrados en la relacion negativa que existe
entre el contenido de proteina y el extracto de malta (Slack ez al., 1979). Estas proteinas
solubles en etanol se clasifican en hordeinas B, C, D y vy, segin su movilidad
electroforética en SDS-PAGE (Finnie y Svensson, 2014). A pesar de que se han realizado
muchos estudios para comprender como se relacionan tanto el contenido como la
composicién de hordeinas con la calidad maltera, aun existen incertidumbres y
contradicciones respecto a este tema (Savin, 2004; Shewry y Darlington, 2002). Si bien
en la literatura puede encontrarse evidencia de la influencia negativa de las hordeina B
(Baxter y Wainwright, 1979; Molina-Cano ef al., 2000a), C (Ferrari ef al., 2010; Janes y
Skerritt, 1993; Peltonen ef al., 1994) y D (Howard et al., 1996) sobre el extracto de malta,
otros estudios ponen en duda dichas asociaciones (Brennan ez al., 1998; Prystupa et al.,

2019; Riggs y Gothard, 1976). Por ejemplo, Howard ef al. (1996) recomendaron usar la
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proporcidon de hordeina D, en lugar del contenido de proteina, para predecir la calidad
maltera, luego de que encontraron que la relacion negativa entre esta fraccidon de hordeina
y el extracto de malta era consistente entre cultivares, campafias y disponibilidades de
nitrogeno. Sin embargo, Brennan ef al. (1998) no encontraron ninguna asociacion entre
el contenido de hordeina D y el extracto de malta cuando evaluaron lineas casi-isogénicas
(NIL) que diferian solo en la presencia o ausencia de hordeina D.

Los azucares fermentables obtenidos de la degradacion del almidon contribuyen
a la produccién de extracto de malta. Por lo tanto, el rendimiento del malteado se ve
afectado directamente por las propiedades del almidén (Evans ef al., 2009). En los granos
maduros, el almidon representa hasta el 60-70% del peso del grano (Briggs, 1978; Harris,
1962) y se presenta en forma granular con una distribucién de tamafio bimodal: (i) los
granulos tipo A son grandes y en forma de disco, y (i1) los granulos tipo B son pequefios
y esféricos (Trafford y Fincher, 2014). Las propiedades de pastificacion del almidon, que
se pueden medir observando cambios en la viscosidad segun principios reologicos, se
emplean a menudo para evaluar indirectamente la calidad maltera (Balet ef al., 2019). La
proporcién de los diferentes tipos de granulos, su composicion (i.e. la proporcion de
amilosa y amilopectina), su estructura y la asociacion con otros compuestos, como lipidos
y proteinas, son algunas de las caracteristicas que afectan el comportamiento de
pastificacion del almidon de cebada (Ao y Jane, 2007; Juhész y Salgo, 2008; Tester y
Morrison, 1990; Yal¢in, 2010; Yanagisawa et al., 2006).

A pesar de la relevancia de la composicion de hordeinas y las propiedades de
pastificacién del almidon en la determinacion de la calidad maltera, hasta donde sabemos,
no existen estudios en la literatura que evalten el efecto combinado de estos atributos,
junto con el contenido de proteina y el tamafio de grano, sobre la calidad maltera. La

consideracion de todos estos factores en un mismo estudio permitiria evaluar posibles
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interacciones en su efecto sobre la calidad maltera, explicando asi resultados
contradictorios entre reportes anteriores.

Tanto la composicion de hordeinas (Molina-Cano e al., 2001) como las
caracteristicas del almidon (Jaiswal ef al., 2014; Oliveira ef al., 1994) varian entre
genotipos y se ven fuertemente afectadas por el ambiente (Griffiths, 1987; Thitisaksakul
et al., 2012). Se demostré6 que la proporcion de hordeinas B/C se correlaciona
negativamente con la disponibilidad de nitrégeno (Griffiths, 1987; Kirkman ef al., 1982;
Qi et al., 2006, Savin et al., 2006). Wei ef al. (2009) encontraron que la temperatura
posterior a antesis afectd significativamente la composicion proteica y el nimero y
morfologia de los granulos de almidon. Ademas, Passarella ef al. (2008) encontraron que
el nitrégeno interactiia con la temperatura explorada por el cultivo durante el llenado de
granos, afectando la composicidn proteica del grano. La temperatura afecta la calidad
maltera principalmente durante el periodo de formacién del grano (Holm e al., 2018;
Mahalingam y Bregitzer, 2019). Sobre la base de que las diferentes fracciones de
hordeinas (Rahman ef al., 1982) y componentes del almidon (Karlsson ef al., 1983;
McDonald ef al., 1991) se forman en diferentes etapas de llenado de granos, la forma en
que la temperatura explorada por el cultivo en el campo afecta cada uno de estos atributos
relacionados con la calidad, dependeria de la etapa de desarrollo del grano considerada.
Por ejemplo, Rodriguez ef al. (2001) y Gualano y Benech-Arnold (2009a) encontraron
que la tasa de salida de la dormicion del grano (y, concomitantemente, la susceptibilidad
a sufrir brotado previo a cosecha, asi como el momento de malteado después de la misma)
depende, para muchos cultivares de cebada, de la temperatura media del aire explorada
por la planta madre inmediatamente antes de la madurez fisiologica y dentro de una

“ventana” de tiempo térmico delimitada con precision.
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Identificar aquellos periodos durante los cuales el ambiente térmico puede afectar
la calidad maltera resultante, daria informacion sobre como se forma la calidad en el
campo. Asimismo, una vez establecidas estas “ventanas de sensibilidad”, y conociendo
la fecha de antesis y la temperatura media diaria durante el llenado de granos, los efectos
negativos sobre la calidad podrian atenuarse mediante un adecuado manejo agronémico
en el campo. En este sentido en el Capitulo 2 de la presente tesis se ha presentado un
modelo de tiempo térmico preciso para el llenado de granos en cebada, que se puede

<

utilizar para anclar las “ventanas de sensibilidad” dentro del llenado de granos (ver
Capitulo 2).

Los objetivos de este capitulo fueron (i) detectar los atributos del grano
determinantes de la calidad maltera medida como extracto de malta, (i1) determinar cuéles
de esos atributos son susceptibles de ser modulados por el ambiente, especificamente, por
la temperatura durante el llenado del grano, y (ii1) identificar “ventanas de sensibilidad”
a la temperatura dentro del llenado de granos, durante de las cuales el ambiente térmico
afecta esos atributos y, en consecuencia, la calidad maltera. Sobre la base de estos
hallazgos, se desarrollaron relaciones cuantitativas simples que pueden usarse para

explicar en detalle como se determina el extracto de malta combinando datos fenoldgicos

e informacidén meteorologica.

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Generalidades y tratamientos

Con el objetivo de generar variabilidad ambiental durante el llenado de granos,
cuatro cultivares comerciales de cebada cervecera se sembraron en nueve fechas de
siembra (desde Optima a subdptimas) a lo largo de tres campaiias y bajo disponibilidades

de nitrégeno contrastantes. Las fechas de siembra fueron las descriptas en los capitulos 2
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y 3 de la presente tesis, con dos adiciones: una siembra el 16 de septiembre de 2015 y
otra el 12 de septiembre de 2018 (Cuadro 2.1).

Tal como fue descripto en los capitulos anteriores, con el objetivo de promover la
variabilidad en el contenido de proteico de los granos, se asignaron disponibilidades de
nitrégeno contrastantes. En las siembras de 2015, 2016y 2017 las disponibilidades fueron
de 85 (N1)y 170 (N2) kg N ha'!, mientras que en la siembra de 2018 se aplico un Gnico
tratamiento de 200 kg N ha™! (N3) con el fin de cubrir de manera mas completa el rango
de contenido proteico logrado.

Debido a la ocurrencia de dias consecutivos de fuertes lluvias durante la
temporada de cosecha en 2015, las parcelas de los cultivares ABI Balster (1°, 2°, 3°-N1
y 5°-N1 siembras de 2015) y Andreia (1°y 5°-N2 siembras de 2015) sufrieron dafios por
pregerminado antes de la cosecha, por lo que no se realizaron los micromalteos y no se
analizaron las propiedades de pastificacion (Cuadro 2.1).

Los cultivares utilizados, el disefio experimental, el manejo del cultivo, las
mediciones correspondientes al ambiente térmico explorado y a las determinaciones de

fenologia, se detallan en el capitulo 2 (ver seccion 2.2.1).

4.2.2 Muestreos y mediciones
4.2.2.1 Modelo de tiempo térmico

El desarrollo del grano se evalu6 mediante un modelo de tiempo térmico definido
en el capitulo 2 de la presente tesis. Los parametros correspondientes a dicho modelo se
presentan en el Cuadro 3.1.
4.2.2.2 Cosecha y almacenamiento de muestras

Las parcelas se cosecharon cuando los granos alcanzaron un contenido de

humedad de aprox. 9% (base seca). Después de la cosecha, los granos se almacenaron a
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ca. 4 °C hasta que se realizaron las correspondientes evaluaciones de calidad y el

procedimiento de micromalteado.

4.2.2.3 Contenido de proteina y tamaifio de grano

El contenido de nitrogeno de los granos se determiné al momento de la cosecha
mediante el método Kjeldahl (Baethgen y Alley, 1989), y el contenido de proteina se
calculd multiplicando el contenido de nitrogeno por un factor de 6.25 (Briggs, 1998). La
proporcion de las diferentes fracciones de tamafio de grano se determinaron mediante una
zaranda eléctrica (Zonytest, Rey y Ronzoni, Argentina) con tres tamices de ranuras de
2.8, 2.5y 2.2 mm de ancho, respectivamente. Se pasé una muestra de 100 g durante 1
min a través de los tamices. El calibre se calculé como la suma de las proporciones en

peso retenidas por los tamices de 2.8 y 2.5 mm.

4.2.2.4 Cuantificacion de hordeinas

La extraccion de hordeinas se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por
(Celus et al., 2006). Brevemente, se molieron 300 mg de muestra de cebada liofilizada,
se mezclaron enérgicamente con 1 ml de NaCl al 5% (p / v) durante 2 min a TA y se
agitaron orbitalmente (200 rpm) durante 10 min a TA. La suspension resultante se
centrifugo6 (1500 G) durante 10 min a TA, y el sobrenadante (que contenia albuminas y
globulinas) se descarto. La extraccidn se repitid dos veces mas antes de que el sedimento
se suspendiera en 1 ml de 1-propanol al 55% (v /v) con DTT al 0.75% (p / v) mediante
mezclado durante 2 min a TA. La suspension se coloco en un agitador orbital (200 rpm)
durante 10 min a 55 °C y se centrifugé (1500 G) durante 10 min a TA. Se recogio el
sobrenadante, que contenia las hordeinas, y se repitid la extraccion dos veces mas. Los
sobrenadantes se combinaron, se filtraron a través de una membrana de acetato de

celulosa de 0.45 um, y se almacenaron a -20 °C.
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Para realizar la cuantificacién de las hordeinas, se carg6 una alicuota (80 ul) del
extracto en una columna C8 (Zorbax SB C8 300 A) en un equipo de cromatografia liquida
de alto rendimiento (fase inversa, Agilent serie 1100). El sistema de elucion consistio en
acido trifluoroacético al 0.1% en agua desionizada (eluyente 1) y acido trifluoroacético
al 0.1% en acetonitrilo (eluyente 2). Las proteinas se separaron en un gradiente de
eluyente 2 (del 24% al 56%) durante 50 min y se detectaron a 214 nm con un detector de
UV (Wieser et al., 1998). Los resultados de los anélisis de hordeinas quedan a disposicion
de quien los precise en el Cuadro A.2.

La cantidad de cada subunidad de hordeina se expresé tanto en unidades
porcentuales con respecto al total de hordeinas, como en unidades arbitrarias (UA) por

gramo de materia seca de grano.

4.2.2.5 Propiedades de pastificacion

Las propiedades de pastificacion se evaluaron con un Rapid Visco Analyzer
(RVA-S4, Newport Scientific, Australia). Como la cantidad de muestra disponible para
realizar el analisis de RVA era escasa, se combinaron muestras de subparcelas con el
mismo tratamiento. Para realizar el anélisis se molieron las muestras (4.0 g) en un molino
Cyclotec y se suspendieron en una solucion de AgNO3 0.2 mM (Glennie-Holmes, 1995;
Zhou y Mendham, 2005). Se empled el perfil estindar de RVA (STD1): temperatura
inicial ajustada a 50 °C; mantenimiento a 50 °C durante 1 min; calentamiento a 95 °C
durante 3.7 min; mantenimiento a 95 °C durante 2.5 min; enfriamiento a 50 °C durante
3.8 min; y, por ultimo, mantenimiento a 50 °C durante 2 min. Las mediciones de RVA
fueron: viscosidad méaxima (viscosidad mas alta durante el calentamiento); tiempo para
alcanzar la viscosidad maxima; viscosidad de caida (viscosidad mas baja después del
inicio del enfriamiento); estabilidad (viscosidad maxima menos viscosidad de caida),

viscosidad final (viscosidad méaxima después de que la temperatura haya vuelto a 50 °C);
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retrogradacion (viscosidad final menos viscosidad de caida); temperatura de pastificacion
(temperatura cuando la tasa de aumento de la viscosidad alcanza 11.5 RVU en 0.2 min).
Cada uno de los parametros mencionados anteriormente se calcularon de acuerdo con la
definicion estandar RVA-S4, con la excepcion de la temperatura de pastificacion, que se

redefini6 siguiendo lo establecido por Zhou y Mendham (2005).

4.2.2.6 Micromalteo y analisis de malta

El micromalteo se realizo en Malteria y Cerveceria Quilmes (Tres Arroyos,
Argentina) en 2015, y en el Laboratorio de Calidad de Malta y Cebada de la Estacion
Experimental Agricola Bordenave del INTA (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Argentina) en 2016, 2017 y 2018. Una muestra de 250 g de grano de
cebada retenidos por un tamiz de 2.5 mm fue malteada en un sistema automatico de
micromalteo (Phoenix Systems, Kingswood, Australia del Sur). Brevemente, la muestra
se macero durante 25 h (alternancia de maceracién humeda y seca) a 15 °C, germinaron
durante 96 h a 15 °C y finalmente se secaron durante 18 h con un aumento gradual de
temperatura de 50 a 82 °C. Después del malteado se eliminaron manualmente las raices
y los brotes. La malta se moli6 utilizando un molino de discos DLFU (Biithler GmbH,
Alemania) y el extracto de malta se determind de acuerdo con Analytica-EBC (1998),
método 4.5.1. En las rutinas de micromalteo realizadas se midieron otras variables que
complementan al extracto de malta a la hora de caracterizar la calidad maltera. Si bien las
mismos no fueron objeto de analisis en la presente tesis, quedan a disposicion de quien

los precise en el Cuadro A.1.

4.2.3 Analisis estadistico
Se realizé un analisis de regresion multiple con el fin de desarrollar modelos
cuantitativos para el extracto de malta considerando multiples variables predictivas.

Previo a la seleccion del modelo, se realizé un analisis exploratorio de datos, graficando
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la relacion entre el extracto y cada variable candidata por separado, para evaluar si alguna
presentaba evidencia que sugiera una relacion que no sea lineal. Siendo que el extracto
mostrd una respuesta bilineal frente a la proteina, se ajustd una regresion bilineal con
minimos cuadrados no lineales (similar la citada en la seccidén 2.2.2.2 para describir el
llenado de granos; Ec. 2.1). Los parametros de dichos modelos se dejaron variar o se
fijaron para cada cultivar, y ambas opciones se compararon mediante pruebas de
verosimilitud para detectar si alguno de los modelos presento una diferencia significativa
(valor p < 0.05), indicando cuales de los parametros de la regresion difirieron entre
cultivares.

La seleccion del modelo se realizé mediante pruebas de verosimilitud comparando
diferentes las variables candidatas y considerando un valor p de 0.05. Se parti6 de un
modelo incluyendo solo el efecto de la proteina y el cultivar, y secuencialmente se fueron
agregando el resto de las variables, evaluando efectos simples e interacciones con el resto,
siguiendo el siguiente orden: contenido de proteina, cultivar, calibre, propiedades de
pastificacion, hordeinas en valores absolutos y proporciones. Al llegar al modelo final, el
mismo se evaludé con el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) bidireccional,
confirmando que no correspondia retirar ni reemplazar ninguna variable del modelo.
Finalmente, siendo que es de interés el efecto de las atributos del grano
independientemente del cultivar, el modelo se reajustdé como un modelo de efectos
mixtos, con el cultivar como efecto aleatorio, para obtener los coeficientes de la regresion
promedio de todos los cultivares.

Los valores de las subparcelas se promediaron en una sola observacion para cada
combinacion de tratamiento especifica. Dado que en el analisis exploratorio de datos se
encontraron altos niveles de correlacion entre las mediciones de RVA dentro de cada

muestra, se realizo una preseleccion considerando un umbral de | r [>0.7 para el
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coeficiente de correlacion entre variables (Dormann ez al., 2013). Se aplico un criterio de
preseleccion similar para el anélisis de hordeinas, que también presento cierto nivel de
correlacién. Asimismo, siendo que inicialmente algunas de las variables explicativas
candidatas presentaban algun grado de asociacién, se evalud el Factor de Inflacién de
Varianza (VIF, por sus siglas en inglés) del modelo final, confirmando la ausencia de
multicolinealidad entre las variables seleccionadas.

Para evaluar el efecto de la temperatura explorada por los cultivos durante el
llenado de granos sobre los atributos del grano que afectan la calidad maltera, se realizo
un analisis de correlacion siguiendo la metodologia utilizada por Rodriguez ef al. (2001)
y Gualano y Benech-Arnold (2009a). Brevemente, para cada cultivar, el tiempo térmico
desde la polinizacién y hasta la madurez fisioldgica se dividid arbitrariamente en
intervalos de 50, 75, 100, 125, 150 y 200 °Cd. Se realizaron analisis de correlacion y
regresion entre la temperatura media de cada intervalo y aquellos atributos del grano para
los que se encontrd un efecto significativo sobre el extracto de malta. Un intervalo con
sensibilidad a la temperatura para la determinacion de la calidad maltera (i.e. una ventana
de sensibilidad) seria el que muestra una correlacion significativa entre la temperatura y
cualquier atributo del grano relacionado con la calidad. En concordancia con Rodriguez
et al. (2001), y considerando las multiples comparaciones realizadas a lo largo del
analisis, se utilizo un alfa de 0.0001 para evitar cometer un error de Tipo 1. Para evaluar
la conveniencia de considerar intervalos acotados de tiempo térmico, en lugar del periodo
de llenado de granos completo, también se realizé el analisis de correlacion empleando la
temperatura media para toda la fase. Dado que el desarrollo de un modelo general para la
cebada cervecera fue un objetivo principal de este trabajo, para aquellas ventanas de
sensibilidad comunes a todos los cultivares, los modelos se reajustaron considerando el

tratamiento del cultivar como un efecto aleatorio, con el fin de obtener pendientes
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promedio. Cabe aclarar que no se analizé la existencia de ventanas de sensibilidad durante
el llenado de granos para la determinacién del contenido de proteina, ya que se asumio
que es un atributo del grano altamente dependiente de otros factores (fundamentalmente
la relacion entre disponibilidad de nitrogeno y el rendimiento, y el momento en que el
nitrégeno se hace disponible; Prystupay Ferraris, 2011). Hay modelos publicados de facil
aplicacion y muy buen ajuste que permiten explicar el contenido de proteina a partir de
dichos factores (Prystupa y Ferraris, 2011).

Finalmente, se llevd a cabo un analisis de sendero considerando el cultivar como
un efecto aleatorio, con el fin de construir un modelo general de causa-efecto entre la
temperatura media explorada durante las ventanas de sensibilidad, los atributos del grano
determinantes de la calidad maltera y el extracto de malta.

Todos los calculos y analisis se realizaron utilizando el lenguaje de programacion

y el entorno R (R Core Team, 2018).

4.3 Resultados
4.3.1 Analisis exploratorio de los atributos del grano que determinan el extracto de
malta.

Considerando todas las combinaciones de tratamientos, el extracto de malta vario
entre 75.2% y 84.8% (Cuadro 4.1). El cultivar tuvo un efecto significativo en el extracto
de malta en 5 de las 11 fechas de siembra, aunque la variedad que mostré el mejor
desempefio varié dependiendo de la fecha de siembra considerada (Cuadro 4.1). Por otro
lado, la disponibilidad de nitrégeno tuvo un efecto significativo en 5 de las 10 fechas de
siembra (Cuadro 4.1). Haciendo un promedio de esas siembras, y considerando todos los
cultivares, el extracto de malta fue un 1% mas alto en las parcelas del tratamiento N1, en
comparacion con aquellas del tratamiento N2 (Cuadro 4.1). La interaccion cultivar por

nitrégeno no fue significativa para ninguna fecha de siembra (Cuadro 4.1).
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Al promediar entre fechas de siembra, y considerando solo los niveles N1 y N2
del tratamiento de nitrogeno (el nivel N3 sélo se incluyo6 en una fecha de siembra, y sin
los otros dos niveles de referencia), el contenido de proteina aumento significativamente
junto con la disponibilidad de nitrogeno (Cuadro 4.2). El calibre, por otro lado, solo
dependi6 del cultivar, con Q. Carisma presentando los mayores valores (Cuadro 4.2). La
cantidad de todas las fracciones de hordeinas aumentaron significativamente con la
disponibilidad de nitrogeno, y solo la cantidad de hordeinas gamma dependi6 también del
cultivar, con Scrabble y ABI Balster presentando los mayores y menores valores,
respectivamente (Cuadro 4.2). La proporcion de cada fraccion de hordeina, asi como la
relacién de hordeinas B/C, dependieron solo del cultivar, con la excepcién del porcentaje

de hordeina C, que, al igual que la relacion D/B, fue independiente tanto de la
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Figura 4.1. Extracto de malta en funcién del contenido de proteina de los granos para los cuatro
cultivares evaluados en el presente estudio. Se ajusté una funcion bilineal con un punto de quiebre

diferente para cada cultivar. Cada punto es ¢l promedio de tres subparcelas. Las barras de error
muestran las desviaciones estandar.

disponibilidad de nitrogeno como del cultivar (Cuadro 4.2). Por otro lado, también
considerando el promedio de todas las siembras, todas las propiedades de pastificacion
medidas con RVA fueron afectadas unicamente por el cultivar, con la excepciéon de la
estabilidad, que no dependi6 de este factor ni de la disponibilidad de nitrogeno (Cuadro

4.3).
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Se encontr6 una asociacion negativa entre el contenido de proteina y el extracto
de malta. Dicha relacién se describio con mayor precisidn utilizando una funcién bilineal
con un plateau, en lugar de un ajuste lineal (Figura 4.1). La pendiente y la ordenada al
origen de la regresion fueron comunes a todos los cultivares. Sin embargo, el punto de
quiebre vario significativamente entre cultivares (p<<0.05) y correspondio6 a un contenido
de proteina de 9.6, 9.9, 10.1 y 10.4% para ABI Balster, Andreia, Scrabble y Q. Carisma,
respectivamente (Figura 4.1). Este tipo de respuesta sugiere que el contenido de proteinas
explico una gran parte de la variacidén observada en el extracto de malta por encima del
punto de quiebre, pero tuvo poco o ningun efecto por debajo del mismo. Para dar cuenta
de esta relacion no lineal en el analisis, se cred una variable indicadora con dos niveles,
de manera que se discriminaran los datos ubicados por debajo del umbral proteico de
aquellos ubicados por encima del mismo. Ast, el contenido de proteinas se incluy6 en el
modelo como variable cuantitativa e indirectamente como variable indicadora. En lo que
respecta al resto de las variables candidata, no se observé una tendencia que sugiera una
respuesta que no sea lineal. Algunas fracciones de hordeina presentaron una alta
correlacién entre si y con el contenido de proteina (Cuadro 4.4). Para evitar la
multicolinealidad, solo se consideraron en el analisis las fracciones de hordeinas D y y
(ambas medidas en unidades arbitrarias y en unidades porcentuales), y la relacion B/C.
Se encontré un comportamiento similar para algunas de las variables RVA (Cuadro 4.5);
por lo tanto, solo la viscosidad maxima, la temperatura de pastificacién y el tiempo hasta
la viscosidad méaxima se consideraron como variables candidatas en el procedimiento de
seleccion del modelo. De esta forma, las variables explicativas candidatas iniciales
fueron: cultivar, contenido de proteina, calibre, temperatura de pastificacion, viscosidad
maxima, tiempo hasta viscosidad méaxima, cantidad de hordeinas D y vy, proporcién de

hordeinas D y v, y relacién de hordeinas B/C.
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Cuadro 4.1. Extracto de malta para cultivares (C) de cebada sembrados en diferentes fechas (FS) y cultivadas bajo disponibilidades de nitrogeno (N)
contrastantes. El resultado del analisis de varianza realizado para cada fecha de siembra por separado se muestra en la parte inferior de la tabla. Las letras,
obtenidas mediante la prueba de Tukey, indican la comparacion de medias de la combinacidn de cultivar por disponibilidad de nitréogeno para cada fecha de

siembra.
FS
C N 02/06/2015 24/06/2015 17/07/2015 02/09/2015 16/09/2015 24/06/2016 16/08/2016 22/09/2016 04/07/2017 18/08/2017 12/09/2018
[Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo] [Yo]

ABI Balster N1 827 b 833 a 824 a 809 ¢ 848 b 834 a

N2 838 b 82.5 ab 808 a 829 a 815 a 77.9 be 82.9 ab 833 a

N3 81.6 a
Andreia N1 839 ¢ 83.6 ab 81.8 ab 81.7 a 828 a 823 a 77.4 ab 83.1 ab 835 a

N2 83.4 bec 840 b 81.4 ab 827 a 814 a 75.9 ab 823 a 839 a

N3 805 a
Q. Carisma N1 81.0 a 82.7 ab 827 a 82.0 ab 82.1 a 81.0 a 820 a 78.0 be 82.6 ab 829 a

N2 834 a 82.6 ab 826 a 804 a 814 a 82.0 a 81.6 a 77.9 be 828 a 82.6 a

N3 81.1 a
Scrabble N1 827 a 823 a 838 b 81.7 ab 81.8 a 819 a 832 a 76.9 ab 834 ab 843 a

N2 825 a 829 ac 833 ab 80.9 ab 812 a 83.1 a 824 a 752 a 823 a 83.1 a

N3 803 a

Bloque ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

C ns *ok *ok ns ns ns *ok * ns ns

N ns ns ns ns ns * *ok *ok ns

C*N ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

*p <0.05; ** p <0.01, ns: no significativo
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Cuadro 4.2. Efecto del cultivar (C) y la disponibilidad de nitrogeno (N) sobre el contenido de proteina (P), el calibre (CA) y la cantidad de cada fraccion de
hordeina, expresada en término absolutos (UA g) y relativos (%). Las letras, obtenidas mediante la prueba de Tukey, indican la comparacion de medias de la
combinacion de cultivar por disponibilidad de nitrégeno. Se omitid el nivel de disponibilidad de nitrégeno N3 por no incluirse junto con los otros dos niveles
en la siembra correspondiente. HB a HG: contenido de hordeina B, C, D y y medido en unidades arbitrarias, respectivamente; PB a PG: contenido de hordeina
B, C, D y y medido en unidades porcentuales, respectivamente; BC: relacidon de hordeinas B/C; DB: relacion de hordeinas D/B.

C N P CA HB HC HD HG PB PC PD PG BC DB
[%o] [%o] [UAg'l [UAg'l] [UAg'l [UAg'] [%o] [%o] [%o] [%o]
ABI Balster N1 87 ab 824 ab 31515 ab 11822 ab 1587 ab 970 a 69.3 249 ¢ 3.6 2.2 ab 3.0 ab 0.052 a
N2 101 b 799 a 41873 ¢ 16739 ab 1980 b 942 a 69.0 260 ¢ 34 16 a 29 a 0.049 a
Andreia N1 88 ab 892 ac 30096 a 10616 a 1387 a 1474 ab 71.3 219 ac 33 36 ¢ 41 ab 0.047 a
N2 97 ab 904 bc 37935 ac 14323 ab 1943 ab 1647 b 70.1 23.1 be 3.6 32 bc 36 ab 0.051 a
Q. Carisma N1 88 ab 941 ¢ 34773 ac 10692 ab 1599 ab 1081 ab 73.7 20.5 ac 3.5 2.3 ab 41 ab 0.047 a
N2 96 ab 914 bc 41337 ¢ 12916 b 1999 b 1237 ab 73.6 20.6 ac 3.6 2.2 ab 47 ab 0.049 a
Scrabble N1 84 a 85.3 ac 30390 a 7858 a 1597 ab 2532 ¢ 72.7 171 a 3.9 63 d 50 b 0.054 a
N2 97 ab 85 ab 40480 bc 11290 ab 1938 ab 3180 d 72.6 17.9 ab 3.6 59 d 49 b 0.049 a
Bloque ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
C ns kk ns ® ns kk kk kk ns kk kk ns
N *k ns *k *k *k *k ns ns ns ns ns ns
C*N ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

*p <0.05; ** p <0.01, ns: no significativo
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Cuadro 4.3. Efccto del cultivar (C) y la disponibilidad de nitrogeno (N) sobre los parametros
obtenidos del analisis de RVA. Las letras, obtenidas mediante la prueba de Tukey, indican la
comparacion de medias de la combinacion de cultivar por disponibilidad de nitrogeno. Se omitid
¢l nivel de disponibilidad de nitrégeno N3 por no incluirse junto con los otros dos niveles en la
siembra correspondiente. VM: Viscosidad maxima; VC: Viscosidad de caida; VF: Viscosidad
final; ES: Estabilidad; RE: Retrogradacion; TVM: Tiempo hasta alcanzar la viscosidad maxima;
TP: Temperatura de pastificacion.

C N VM vC VF ES RE TVM TP
[cP] [cP] [cP] [cP] [cP] [min] [°C]
ABIBalster N1 4021 b 2351 ¢ 4612 ¢ 1670 a 2261 b 59 a 6698 a
N2 3950 b 2316 ¢ 4500 ¢ 1635 a 2184 b 598 a 6701 a
Andreia N1 3832 ab 2116 ac 4139 bc 1716 a 2024 ab 582 a 67.58 a
N2 3758 ab 2161 bc 4111 ac 1596 a 1950 ab 598 a 67.51 a
Q. Carisma N1 3534 ab 1910 ab 3856 ab 1623 a 1946 ab 576 a 6778 a
N2 3633 ab 1983 ab 3951 ab 1650 a 1968 ab 578 a 67.79 a
Scrabble N1 3455 a 1869 a 3594 a 1586 a 1725 a 587 a 68.18 a
N2 3500 ab 1951 ab 3668 ab 1549 a 1717 a 594 a 6826 a
C sk sk sk ns sksk %k %k
N ns ns ns ns ns ns ns
C*N ns ns ns ns ns ns ns

*p <0.05; ** p <0.01, ns: no significativo

Cuadro 4.4. Matriz de correlacion entre ¢l contenido de proteina, el contenido total de hordeinas,
el contenido de fracciones de hordeinas expresado en términos absolutos (AU g™) y relativos (%),
v proporciones entre hordeinas. P: contenido de proteina; HT: contenido total de hordeina; HB a
HG: contenido de hordeina B, C, D y v medido en unidades arbitrarias, respectivamente; PB a
PG: contenido de hordeina B, C, D y v medido en unidades porcentuales, respectivamente; BC:
relacion de hordeinas B/C; DB: relacion de hordeinas D/B.

P HT HB HC HD HG PB PC PD PG BC DB
P 1.00
HT  0.98* 1.00
HB  0.94%* 0.98*%* 1.00
HC  095% 0.95%% 0.86** 1.00
HD  0.65%% 0.70** 0.75% 0.54** 1.00

HG 022 0.22 0.23 0.09 0.27* 1.00

PB -0.73%%  -0.70%*  -0.55%* -0.85%F -0.32%F -0.14 1.00

PC 0.75%% 0.73%*  (.59%*F 0.88%F (028*  -0.09 -0.96%*% 1.00

PD  -0.50%% -047%* -040%* -0.57** 027  0.02 0.55%*  -0.64** 1.00

PG -0.34%F -033*¥* -032%* -041** -0.16 0.78** 0.25%  -0.50%* (.28% 1.00

BC  -0.59%* 0.57%% -044%F -0.72%% -0.18 0.12 0.86%*  -0.90%* 057 046%* 1.00

DB -0.29% -0.27% -0.25% -032%F (043** 0.09 0.21 -0.35%%  0.93%  0.23*%  030% 1.00

*p <0.05; ** p <0.01, ns: no significativo
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Cuadro 4.5. Matriz de correlaciéon entre los parametros obtenidos del analisis de RVA. VM:
Viscosidad maxima; VC: Viscosidad de caida; VF: Viscosidad final; ES: Estabilidad; RE:
Retrogradacion; TVM: Tiempo hasta alcanzar la viscosidad maxima; TP: Temperatura de

pastificacion.
VM vC VF ES RE TVM TP
VM  1.00
vC 0.84** 1.00
VF 0.86%*  (.92%* 1.00
ES 0.78**  031**  (0.44%=* 1.00
RE 0.75%*  0.71**  093**  (0.49%= 1.00
TVM  -0.29% 0.13 -0.13 -0.64*%*  -035%*  1.00
TP -0.63%*%  -0.54%*%  0.72%*%  -0.47%F  -0.78*%*  (.48** 1.00

*p <0.05; ** p<0.01, ns: no significativo

4.3.2 Atributos del grano que afectan al extracto de malta

Segun el analisis de regresion multiple, las diferencias entre cultivares fueron

estadisticamente significativas (p<<0.01), con ABI Balster presentando el extracto de

malta promedio mas alto, seguido por Scrabble, Andreia y Q. Carisma, respectivamente

(Figura 4.2).

85—
84—

83—

Extracto de malta [%]

Cultivar

Figura 4.2. Extracto de malta promedio para cada uno de los cultivares evaluados en el
presente estudio. Las barras de error muestran ¢l intervalo de confianza (95%). Letras diferentes
indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey.
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El procedimiento de seleccion resultd en un modelo de regresion que incluyo
multiples atributos de granos, algunos de los cuales presentaron un efecto significativo
solo en un rango especifico de contenido de proteina (Figura 4.3). Por debajo del umbral
de proteina, el calibre tuvo un efecto positivo significativo sobre el extracto de malta,
mientras que las cantidades de hordeinas D y y se correlacionaron negativamente con
dicha variable (Figura 4.3A). El contenido de proteina y la temperatura de pastificacion,
por otro lado, no mostraron efectos principales significativos sobre el extracto de malta,
aunque se encontrd una interaccion significativa entre estas dos variables (p<0.05; Figura
4.3A). Cabe sefialar que los coeficientes de regresion presentados en la Figura 4.3 estan
estandarizados y centrados, por lo que los efectos principales cuando la interaccion es
significativa deben interpretarse como el efecto de una variable cuando la otra se

encuentra en su valor medio.
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Figura 4.3. Pendientes estandarizadas del analisis de regresion multiple que describe el
extracto de malta en funcién de una serie de atributos del grano, por debajo (A) y por encima
(B) del valor umbral de contenido de proteina. Las barras muestran ¢l intervalo de confianza
(95%) de cada estimacion. La linea de puntos vertical indica el cero (i.e. no estadisticamente
significativo). P: Contenido de proteina; TP: Temperatura de pastificacion; CA: Calibre; HD:
Hordeina D; HG: Hordeina vy.

Por otro lado, por encima del umbral proteico el efecto de la hordeina D no fue
significativo, mientras que el contenido proteico presentd un efecto significativo sobre el
extracto de malta (p<0.01; Figura 4.3B). El efecto del resto de las variables, asi como la
interaccion entre el contenido de proteina y la temperatura de pastificacion, se mantuvo
sin cambios con respecto a lo encontrado por debajo del umbral de proteina (Figura
4.3B).

En general, el modelo explico el 92% de la variabilidad observada en el extracto
de malta (i.e. r* condicional). Si se consideran solo los efectos fijos (i.e. r* marginal,

teniendo en cuenta todas las variables del modelo final menos el cultivar, que se considero
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un efecto aleatorio), el modelo explico el 85% de la variabilidad observada en el extracto
de malta. Cabe sefialar que las tres variables candidatas analizadas por RVA presentaron
un efecto significativo cuando se incluyeron en el modelo individualmente, pero no
cuando se incluyeron juntas (lo que indica cierto grado de multicolinealidad entre dichas
variables). Sin embargo, la temperatura de pastificacion fue la Gnica variable candidata
del RVA que no presento interaccion con el tratamiento del cultivar y, en consecuencia,
se selecciond en lugar de las demas. Cuando las hordeinas D y y se midieron en unidades
porcentuales, no presentaron ningun efecto significativo sobre el extracto de malta. La
relacién de hordeinas B/C tampoco presentd un efecto significativo sobre el extracto de
malta. El VIF del modelo final indica que no ninguna de las variables explicativas

incluidas presenté multicolinealidad (i.e. VIF <5 para todas las variables).

4.3.3 Ventanas de sensibilidad para la modulacion ambiental de los atributos del
grano que afectan el extracto de malta

Para determinar si la temperatura durante el periodo de formacion de los granos
tiene un efecto significativo en las variables que definen el extracto de malta, se realizo
un analisis de correlacion entre la temperatura media explorada por los cultivos durante
una serie de ventanas de tiempo térmico definidas arbitrariamente dentro del llenado de
granos, y aquellos atributos del grano que demostraron tener un efecto significativo sobre
el extracto de malta.

Se encontré una correlacion negativa entre el calibre y la temperatura media,
especialmente durante la segunda mitad del llenado de granos (Figura 4.4; Cuadro 4.6).
Dicha correlacion fue consistente en los cuatro cultivares, con poca variacion en la
ubicacion relativa de la ventana de tiempo térmico (Cuadro 4.6). Asimismo, se encontro
una asociacidén positiva entre la temperatura de pastificacion y la temperatura media

explorada por el cultivo para los cuatro cultivares, particularmente alrededor de la mitad
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del llenado del grano (Figura 4.4; Cuadro 4.6). Haciendo un promedio de los cultivares,
las ventanas de sensibilidad para la determinacion de temperatura de pastificacion y del
calibre se ubicaron entre ca. 35y 70%, y entre ca. 55 y 100% de estado de avance de
desarrollo de los granos hacia madurez fisiologica, respectivamente. No se encontraron
correlaciones significativas para las hordeinas D y .

Cuando se utiliz6 la temperatura media correspondiente a todo el periodo de
llenado de granos como variable independiente para calcular los coeficientes de
correlacidn, hubo una asociacion negativa con calibre. Sin embargo, la asociaciéon fue
significativa solo para el cultivar Scrabble, y fue mas débil que la encontrada para la
ventana de sensibilidad correspondiente (Figura 4.4; Cuadro 4.6). Asimismo, se
encontro una correlacion con la temperatura de pastificacion al considerar el periodo
completo de llenado de granos, pero la misma fue significativa solo para los cultivares
Scrabble y Q. Carisma. En ambos casos, la temperatura media durante sus respectivas
ventanas de sensibilidad presentd un mejor ajuste que la temperatura media del periodo
completo de llenado de granos. Por otro lado, se encontr6 para el cultivar Scrabble una
asociacion positiva significativa entre la cantidad de hordeina D y la temperatura media
del periodo completo de llenado de granos (Figura 4.4; Cuadro 4.6).

El efecto de la temperatura explorada durante la ventana de sensibilidad sobre la
temperatura de pastificacion vari6 entre cultivares (p<0.05), con pendientes de regresion
de 0.63, 0.58, 0.50 y 0.39 °C °C™! para Q. Carisma, Andreia, ABI Balster y Scrabble,
respectivamente (Figura 4.5A). En general, el modelo de regresion explico el 81% de la
variabilidad observada en la temperatura de pastificacion. Cabe sefialar que, debido a la
interaccion entre la temperatura de pastificacion y el contenido de proteina sobre el
extracto de malta, la magnitud del efecto de la temperatura explorada por el cultivo

durante esta ventana de sensibilidad sobre el extracto de malta debe evaluarse
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considerando el contenido de proteina correspondiente (Figura 4.6). Asi, valores mas
altos de temperatura de pastificacion, que se explican por temperaturas mas altas durante
la ventana de sensibilidad correspondiente, resultaron en mayores o menores caidas en el

extracto de malta, dependiendo del contenido de proteina considerado (Figura 4.6).
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Figura 4.4. Coeficiente de correlacion de Pearson del analisis de correlacion entre los atributos
del grano y la temperatura media explorada por los cuatro cultivares durante ¢l llenado de granos
completo (izquierda) y breves intervalos de tiempo térmico ubicados a lo largo del llenado de
granos (derecha). Con el objetivo de realizar comparaciones entre cultivares, se muestra ¢l estado
de desarrollo del grano en una escala relativa, donde 0% es polinizacion y 100% es madurez
fisioldgica. Las lineas horizontales discontinuas muestran ¢l coeficiente minimo para que la
asociacion sea significativa (p<0.0001).
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Cuadro 4.6. Intervalo de tiempo térmico desde polinizacion que presentd la mayor correlacion
entre cada atributo del grano y la temperatura media, junto con la ubicacion relativa y el
coeficiente de correlacion para dicho intervalo, y considerando la temperatura media del periodo
completo de llenado de granos. CA: Calibre; HD: Hordeina D; HG: Hordeina y; TP: Temperatura
de pastificacion.

Cocficiente de correlacion (r)

Intervalo Ubicacion : :
. . de ralatiea Considerando ~ Considerando
Cultivar Atributo tiempo del el intervalo de todo el
térmico intervalo tiempo llenado de
termico granos
[*Cd] [%]
ABI Balster CA 175-308 57-100 -0.87* -0.75
HD 175-275 57-89 0.67 0.51
HG 125-175 41-57 -0.46 -0.35
TP 125-175 41-57 0.91* 0.85
Andreia CA 200-356 56-100 -0.85* -0.70
HD 50-100 14-28 0.59 0.52
HG 50-100 14-28 0.43 0.14
TP 150-250 42-70 0.94* 0.77
Q. Carisma CA 225-360 62-100 -0.78* -0.55
HD 0-50 0-14 0.66 0.59
HG 0-50 0-14 0.74 0.40
TP 125-325 35-90 0.90* 0.80%
Scrabble CA 200-400 50-100 -0.92* -0.82%
HD 0-50 0-12 0.74 0.76*
HG 200-275 50-69 0.66 0.54
TP 75-275 19-69 0.83* 0.76*
* p <0.0001
711 100
5 70 o0l Cultivar
= C’? 691 - —— ABI Balster
238 S g0l ——  Andreia
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g E CI == Scrabble
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Figura 4.5. Temperatura de pastificacion (izquierda) y calibre del grano (derecha) en funcién de
la temperatura media explorada por los cuatro cultivares durante las ventanas de
sensibilidad de cada atributo, respectivamente. Las lineas solidas y la linea entrecortada
indican la regresion para cada cultivar y para la respuesta promedio, respectivamente. El
arca sombreada muestra el intervalo de confianza (95%) para la respuesta promedio.
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Figura 4.6. Extracto de malta en funcién del contenido de proteina y la temperatura de
pastificacion para ¢l promedio de los cuatro cultivares evaluados en el presente estudio. Los
valores del extracto de malta se obtuvieron fijando todas las variables que se muestran en la Figura
4.3 en sus valores medios y permitiendo que solo varien el contenido de proteina y la temperatura
de pastificacion.

El efecto de la temperatura durante la ventana de sensibilidad para la
determinacion del calibre sobre dicho atributo vario dependiendo del cultivar considerado
(p<0.05), con pendientes de regresion de -7.27, -5.93, -4.57 y -3.73% °C! para ABI
Balster, Scrabble, Andreia y Q. Carisma, respectivamente (Figura 4.5B). En general, la
temperatura durante la ventana de sensibilidad junto con el cultivar explicaron el 79% de

la variacion observada en el calibre (Figura 4.5B). De esta manera, las temperaturas mas
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elevadas durante esta ventana de sensibilidad dieron como resultado calibres mas bajos

y, en consecuencia, un menor extracto de malta (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Relacion entre ¢l extracto de malta y el calibre del grano para los cuatro cultivares
evaluados en el presente estudio y para el valor promedio. Las lincas solidas y la linca entrecortada
indican la regresion para cada cultivar y para la respuesta promedio, respectivamente. El arca
sombreada muestra el intervalo de confianza (95%) para la respuesta promedio.

4.3.4 Analisis de sendero

Dado que se encontraron ventanas de sensibilidad para la determinacién del
calibre y de la temperatura de pastificacion para los cuatro cultivares, se realizo un analisis
de sendero considerando tanto la temperatura durante dichas ventanas, como los otros
atributos del grano que afectan el extracto de malta. Para identificar si algunos
coeficientes de sendero varian dependiendo del rango de contenido de proteina
considerado, se llevdo a cabo un andlisis multigrupo utilizando estimacion local y
comparando los dos rangos (es decir, por encima y por debajo del umbral de proteina).
Los resultados fueron similares a los del analisis de regresion mostrado en la Figura 4.3,
ya que tanto el contenido de proteina como el de hordeina D presentaron efectos
diferenciales sobre el extracto de malta dependiendo del rango de contenido de proteina
considerado (Figura 4.8). El efecto de la temperatura ambiente durante la ventana de
sensibilidad sobre la temperatura de pastificacion también dependid del rango de

contenido de proteina considerado, aunque su efecto fue pequefio (0.76 versus 0.82,
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Figura 4.8). La cantidad de hordeina y no presentd un efecto significativo sobre el

extracto de malta, de acuerdo con este analisis (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Esquema de analisis de sendero con los correspondientes coeficientes de sendero.
Las flechas entrecortadas con guiones cortos y largos indican asociaciones por debajo y por
encima del umbral proteico, respectivamente. Las flechas sélidas indican asociaciones con un
unico efecto independiente del rango de contenido de proteina. * p <0.05; ** p <0.01

4.4 Discusion

El extracto de malta es el parametro mas relevante a la hora de describir la calidad
maltera en cebada. El contenido de proteina y el tamafio del grano se utilizan a menudo
para explicar las diferencias observadas en extracto de malta. Sin embargo, estos atributos
no explican la variacion en el extracto de malta cuando los cultivos se desarrollan en
ambientes contrastantes. El presente estudio se realizd con el fin de identificar otros
atributos del grano que puedan explicar estas variaciones en el extracto de malta, y
determinar como son modulados por el ambiente, especificamente por la temperatura,
cuando el cultivo se desarrolla en diferentes condiciones de campo. La composicidn
proteica y las propiedades de pastificacion (un indicador indirecto de las caracteristicas
del almidon) se consideraron atributos candidatos a tener un efecto sobre el extracto de
malta, mientras que la temperatura media durante intervalos de tiempo térmicos
especificos ubicados dentro del periodo de llenado de granos se midié para evaluar el

efecto del ambiente térmico sobre dichos atributos.
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Las condiciones ambientales contrastantes exploradas por los cultivos como
consecuencia de la variacion de la fecha de siembra y la disponibilidad de nitrogeno,
dieron como resultado un amplio rango de variabilidad en los atributos del grano
evaluados, asi como en los valores del extracto de malta (Cuadro 2.2, Cuadro 4.1,
Cuadro 4.2 y Cuadro 4.3). Se encontrd una asociacidon negativa significativa entre el
contenido de proteina y el extracto de malta (Figura 4.1), como se informo anteriormente
en varios estudios (Bishop, 1930b, 1930a; Howard ef al., 1996; Molina-Cano et al., 2000).
A pesar de que la mayoria de los reportes en la literatura asumen una relacion lineal entre
estas variables, en el presente estudio se encontré que un modelo bilineal fue el que tuvo
un mejor ajuste para la relacion entre extracto de malta y proteina (Figura 4.1). El modelo
bilineal demostré que por debajo de un valor umbral, que vari6 con el cultivar, el
contenido de proteina no tuvo un efecto significativo sobre el extracto de malta (Figura
4.1). Molina-Cano et al. (2000b) estudiaron la relacion entre el contenido de proteina y
el extracto de malta en varias regiones y estaciones, y para muchos cultivares de cebada.
Estos autores, encontraron que la relacidn entre el contenido de proteina y el extracto de
malta se describia en general mediante una ecuacion cuadratica, aunque los parametros
de las curvas variaban segun la region considerada, con algunas regiones que mostraban
una respuesta casi lineal (Molina-Cano et al., 2000b). De esta forma, Molina-Cano ef al.
(2000b) llegaron a una conclusidn similar a la alcanzada en el presente estudio: cuanto
menor es el valor del contenido de proteina, mas débil es el efecto de este atributo sobre
el extracto de malta. Asimismo, en un estudio anterior Molina-Cano ef al. (1995)
encontraron que los contenidos de proteina por debajo de ca. 12% no logré explicar las
diferencias en la absorcion de agua durante el malteado, parametro que afecta la calidad
de la malta obtenida, y plantearon la hipdtesis de que por debajo de dicho umbral las

diferencias observadas podrian explicarse por otros atributos del grano. La diferencia
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entre el valor umbral del 12% de contenido de proteina reportado por Molina-Cano ef al.
(1995) y el encontrado en este estudio (10% promediando entre cultivares; Figura 4.1)
probablemente se deba al hecho de que la calidad maltera se evaluo a través de diferentes
parametros (i.e. absorcion de agua o extracto de malta), asi como debido a diferencias
genotipicas, ya que se encontro que el punto de quiebre en la regresion es especifico para
cada cultivar. Sobre esta base, se planteo la hipétesis de que los atributos del grano que
afectan la calidad maltera podrian no tener el mismo efecto por debajo o por encima de
dicho valor umbral de contenido de proteina. Considerar interacciones entre atributos,
junto con la no-linealidad del efecto que esos atributos tienen sobre el extracto de malta,
explicaria algunos de los resultados contrastantes obtenidos en aquellas investigaciones
que evaluan la determinacion de la calidad maltera en cebada.

Si bien hay consenso entre investigadores respecto al hecho de que las hordeinas
tienen un efecto sobre la calidad maltera, aun existe incertidumbre sobre la naturaleza de
la relacion entre cada subunidad de hordeina y el rendimiento del malteado, siendo que
los resultados presentados en algunos informes fueron dificiles de replicar en estudios
posteriores. Tanto las complejas interacciones con el ambiente, como los fondos
genéticos contrastantes, hacen que sea dificil sacar conclusiones firmes sobre este tema
(Shewry y Darlington, 2002). En el presente estudio, se encontro que la cantidad de
hordeinas D y y present6 una asociacion negativa significativa con el extracto de malta
(Figura 4.3). Sin embargo, el efecto de la Hordeina D estuvo acotado a un rango
especifico de contenido de proteina (i.e. por debajo del umbral especifico de cada cultivo;
Figura 4.3). Howard et al. (1996) encontraron que la proporcion de hordeina D, a
diferencia del contenido de proteina, puede usarse para predecir con €xito el extracto de
malta en diferentes ambientes y cultivares. Por el contrario, Brennan ef al. (1998) no

encontraron ninguna relacién entre la composicioén de hordeinas y el extracto de malta
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trabajando con lineas casi isogénicas (NIL) que diferian solo en la presencia o ausencia
de hordeina D. Sin embargo, el rango de contenido de proteina explorado en el estudio de
Brennan estuvo restringido a valores superiores a 11.8% y hasta 16.2%. Por lo tanto, de
acuerdo con el presente estudio, no se explord el rango de contenido de proteina para el
cual el efecto negativo de la hordeina D sobre el extracto de malta es significativo (i.e.
por debajo de 10%). Por otro lado, el efecto de las hordeinas y sobre el extracto de malta
ha sido mucho menos estudiado. Recientemente, Prystupa ef al. (2019) encontraron que
la proporcion de hordeinas y, que se asocid inversamente con la concentracion de
nitrogeno del grano, y se correlaciond positivamente con el extracto de malta. Sin
embargo, en dicho estudio la concentracidn de nitrégeno o la cantidad total de hordeinas
describieron con mayor precisidn la variacidn observada en el extracto de malta (Prystupa
et al., 2019). A diferencia de lo reportado por Molina-Cano ef al. (1995), en el presente
estudio no se encontro una relacion entre la relacion de hordeinas B/C y el extracto de
malta. Siendo que muchas de las fracciones de hordeinas presentaron altos niveles de
correlacidn entre si (Cuadro 4.4), las fracciones B y C, asi como la relacion D/B no se
incluyeron como variables candidatas para evitar multicolinealidad en el modelo. Seria
de gran valor que las relaciones aqui presentadas se validen con un set de datos que no
presente dichas caracteristicas (en caso de que lo hubiese), y se consideren las fracciones
de hordeinas no incluidas en el proceso de seleccion utilizado en la presente tesis (i.e.
hordeinas B, C y la relacion D/B).

La temperatura durante el llenado de granos no afecto la cantidad de hordeinas D
y ¥, con la excepcion de una correlacion positiva para Scrabble cuando se considero la
temperatura media del periodo completo de llenado de granos (Cuadro 4.6; Figura 4.4).
Estos resultados sugieren que otros factores ambientales, como la nutricién de los cultivos

(Prystupa et al., 2019), regularian la cantidad de estas subunidades de hordeina presentes
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en el grano, aunque parece existir cierto grado de variacidn entre cultivares con respecto
al efecto de la temperatura. Como se comento, la mayor disponibilidad de nitrégeno
resultd en un aumento significativo del contenido absoluto de todas las fracciones de
hordeinas (Cuadro 4.2), de forma coincidente con lo reportado en la bibliografia (Baxter
y Wainwright, 1979). La cantidad de hordeinas v, a su vez, vario6 marcadamente con el
cultivar (Cuadro 4.2), lo cual denota la estrecha asociacién entre el contenido de
hordeinas y el genotipo, ya reportada previamente (Baxter y Wainwright, 1979). Si bien
hay una correlacion directa casi perfecta entre el contenido de proteina y las cantidades
de hordeinas B y C, los coeficientes de correlacion son mas bajos para las fracciones D y
v, indicando que dichas fracciones pueden verse afectadas por otros factores no
considerados (de hecho, la correlacion con la cantidad de hordeinas y no fue significativa,
Cuadro 4.4). Por otro lado, recientemente se descubrid que la tasa de deposicidn de estas
subunidades de hordeinas durante el llenado de granos depende de la disponibilidad de
nitrogeno (Peton, 2017). Por lo tanto, al buscar ventanas de sensibilidad para dicho
atributo debe considerarse el uso de un modelo de desarrollo de los granos que tenga en
cuenta el efecto del nitrogeno en la dindmica de la deposicion de hordeinas.

El calibre presentd una asociacidn positiva significativa con el extracto de malta
independientemente del rango de contenido de proteina considerado (Figura 4.3 y Figura
4.7), como se informo6 en estudios que abordaron este tema tempranamente (Bishop,
1930a). Este atributo se vio afectado negativamente por la temperatura explorada por el
cultivo entre ca. 55y 100% del desarrollo de los granos hacia la madurez fisioldgica
(contando desde de la polinizacidén), de manera consistente en los cuatro cultivares
(Figura 4.4 y Figura 4.5; Cuadro 4.6). Passarella ef al. (2002) generaron incrementos
leves de temperatura en diferentes periodos durante el llenado de granos. Cuando se

considerd el promedio de los tratamientos, no se encontré ningun efecto significativo
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sobre el calibre. Sin embargo, cuando los tratamientos se consideraron por separado, las
temperaturas elevadas durante el llenado tardio de los granos (i.e. 25 dias después de la
floracion) redujo significativamente el calibre en uno de los dos cultivares evaluados en
dicho estudio. Por otro lado, Passarella ef al. (2005) encontraron que la exposicion a altas
temperaturas durante el llenado de granos redujo el peso del grano y el calibre
independientemente del momento en que ocurrio. Savin ef al. (1997) encontraron que las
temperaturas moderadamente altas (20 dias a 30/25 °C) durante el llenado de granos no
afectaron el calibre, y solo tuvieron un pequefio efecto en el peso del grano, sin afectar la
proporcidn de granos pequefios. El presente estudio es la primera evidencia que reporta
un periodo de sensibilidad a la temperatura para la determinacién del tamafio de grano
sobre la base de un modelo de tiempo térmico. Cabe sefialar que las condiciones térmicas
inmediatamente antes de la espigazon, que no fueron consideradas en el presente estudio,
pueden afectar el peso del grano (y presumiblemente, el calibre) en cebada (Ugarte ef al.,
2007). Asimismo, se ha demostrado el peso promedio de los granos provenientes de
espigas de macollos es generalmente menor que el de los granos provenientes de la espiga
principal de cada planta (Kennedy ef al., 2017). Siendo que el macollaje es un fenémeno
altamente dependiente de los recursos disponibles por planta, puede verse también se ve
afectado por la fecha de siembra (Kirby, 1969; Photiades y Hadjichristodoulou, 1984).
Teniendo en cuenta la relevancia del calibre sobre el extracto de malta, surge la necesidad
de comprender con mayor precision el aporte relativo de distintos factores en la
determinacion de este atributo. En la presente tesis se plantea la temperatura media
explorada durante la ventana de sensibilidad indicada como uno de los factores para tener
en cuenta en dicho anélisis.

La asociacion entre la temperatura de pastificacion y el extracto de malta (Figura

4.4 y Figura 4.6) ha sido reportada previamente por Zhou y Mendham (2005), quienes
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encontraron que, si bien muchas mediciones de RVA tienen una correlacion significativa
con el extracto de malta (presumiblemente debido a las elevadas correlaciones entre los
parametros; Cuadro 4.5), la temperatura de pastificacién es el parametro con el mejor
ajuste. Dado que la temperatura 6ptima para la actividad de la encima amilasa durante el
macerado es mas baja que la temperatura de gelatinizacion del almidon (Greenwood y
MacGregor, 1965; Kang et al., 1985), se planteo la hipdtesis de que menores temperaturas
de pastificacion dan como resultado una mayor actividad de amilolitica y, por lo tanto,
un mayor extracto de malta. En el presente estudio, aunque se encontré un efecto
significativo de la temperatura de pastificacion sobre el extracto de malta, también se
encontro una interaccion con el contenido de proteina (Figura 4.4 y Figura 4.6). De esta
manera, el efecto negativo de mayores contenidos de proteina sobre el extracto de malta
se ve incrementado por un aumento en la temperatura de pastificacion, y viceversa
(Figura 4.4). Esta interaccion implica que existe un mecanismo a través del cual se puede
mitigar el fuerte efecto negativo del contenido de proteina sobre el extracto de malta. La
temperatura de pastificacion se correlaciond positivamente con la temperatura media
explorada por el cultivo entre ca. 35% y 70% del desarrollo de los granos hacia la madurez
fisioldgica, y a partir de la polinizacion (Figura 4.4 y Figura 4.5; Cuadro 4.6). Se sabe
que las propiedades de pastificacion estan determinadas por una serie de atributos
fisicoquimicos del grano, incluyendo las proporciones de granulos de almidon de tipo A
y B, las proporciones y caracteristicas de la amilosa y amilopectina que constituyen el
almidon, la interaccion con otras moléculas como lipidos y proteinas, e incluso la accion
de enzimas amiloliticas (Balet ef al., 2019). La solucion de AgNO3 0.2 mM utilizada en
el presente estudio para realizar las determinaciones de RVA inactiva las enzimas
amiloliticas (Glennie-Holmes, 1995), por lo que debe descartarse cualquier posible efecto

de una actividad enzimatica contrastante entre muestras en dichas mediciones. Aunque la
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composicidon del almidén no se evalud en el presente estudio, existe evidencia en la
literatura que sugiere que la asociacion entre la temperatura media durante el medio del
llenado del grano y la resultante temperatura de pastificacion podria explicarse a través
de cambios en la proporcion amilosa/amilopectina. Se sabe que la temperatura de
pastificacién aumenta con el contenido de amilosa del almidén en cebada (Naguleswaran
etal.,2013; Yangcheng et al., 2016) y en otros cereales (Juhasz y Salgo, 2008; Tziotis et
al., 2005). El contenido aparente de amilosa se redujo en menor medida que el contenido
total de almidon (7.e. aumento la proporcion amilosa/ amilopectina) cuando se aplico un
tratamiento térmico al llenado de granos temprano e intermedio, pero no se encontrd
ningun efecto significativo cuando el tratamiento se aplico en el llenado de granos tardio
en cebada (Savin y Nicolas, 1999). Yangcheng ef al. (2016) encontraron que los genotipos
de cebada cultivados en condiciones mas frias presentaban contenidos de amilosa mas
bajos y, concomitantemente, temperaturas de pastificacion mas bajas, en comparacion
con aquellos genotipos cultivados en regiones mas calidas. Resultados similares se
reportaron para trigo (Zahedi ef al., 2004). Estas diferencias en el contenido de amilosa y
amilopectina se pueden explicar a través de la respuesta diferencial a la temperatura de
las enzimas involucradas en la sintesis de dichos compuestos durante el llenado de granos.
Wallwork ef al. (1998b) encontraron que la almidon-sintasa soluble, una enzima
involucrada en la sintesis de amilopectina, mostr6 una pérdida inmediata de actividad con
incrementos moderados de la temperatura media durante el llenado del grano. Por otro
lado, la almidon-sintasa unida a granulos de almidon, una enzima relacionada con la
sintesis de amilosa, aument6 su actividad con temperaturas moderadas (28-32 °C) y
disminuyo6 solo con temperaturas mas elevadas. Resultados similares se encontraron para
trigo (Jenner, 1994). Es importante resaltar que se requiere una mayor investigacion para

dilucidar los mecanismos subyacentes que relacionan la temperatura explorada durante la
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mitad del llenado de granos y la temperatura de pastificacion, donde la relacion
amilosa/amilopectina parece ser de relevancia.

Se encontraron multiples diferencias entre cultivares a lo largo del analisis. ABI
Balster y Scrabble presentaron los valores promedio mas altos de extracto de malta,
seguidos de Andreiay Q. Carisma (Figura 4.2). Curiosamente, el rendimiento general de
extracto de malta para cada cultivar fue consistente con la sensibilidad que dichos
cultivares presentaron en su respuesta del tamafio de grano a la temperatura explorada
durante la ventana de sensibilidad para la determinacion de dicho atributo (i.e. los
cultivares con el extracto de malta promedio mas alto presentaron la respuesta mas
marcada del calibre a la temperatura, y viceversa, Figura 4.5). Por otro lado, también se
encontro variabilidad en la respuesta de la temperatura de pastificacion a la temperatura
explorada durante la ventana de sensibilidad correspondiente, con Q. Carisma mostrando
la respuesta mas alta a la temperatura (Figura 4.5). Estos resultados concuerdan con
informes de la industria, que indican una baja estabilidad del tamafio de grano para
Scrabble, asi como una alta influencia del ambiente en la calidad maltera para Q. Carisma
(Antonio Aguinaga, comunicacion personal). El hecho de que se detectaran diferencias
entre cultivares a lo largo de la amplia gama de ambientes térmicos, y para las
disponibilidades de nitrogeno explorados en el presente estudio, indica que también existe
un fuerte componente genotipico en la determinacion del extracto de malta, lo que
respalda hallazgos previos (Eagles ez al., 1995).

Al igual que se mencion¢ en los capitulos previos de la presente tesis, el uso de
fechas de siembra como método para generar variabilidad térmica durante el llenado de
granos, resulta a su vez en la variacion de otros factores ambientales. Algunos de dichos
factores podrian estar afectando indirectamente el extracto de malta, enmascarando o

complementando los efectos encontrados en lo referido a la temperatura explorada
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durante las ventanas de sensibilidad detectadas. La radiacién y el fotoperiodo son dos de
los factores que presumiblemente mas varian junto con la temperatura al cambiar la fecha
de siembra. Grashoff y d’Antuono (1997) encontraron que disminuciones en la cantidad
de radiacion durante el llenado de los granos en cebada, resultaron en granos mas
pequefios, desparejos, y con mayor concentracion de proteina. Estos resultados se
condicen con los obtenidos mas recientemente por Kennedy ef al. (2018). Dicho
tratamiento resultd en valores de extracto de malta inadecuados aun al maltear solo las
fracciones de granos mas grandes (Duynhouwer ef al., 1993), lo cual sugiere que el efecto
negativo de la radiacion sobre este parametro de calidad maltera se explicoO mayormente
por el aumento en la concentracion de proteina, y no por el tamafio de grano per se.
Respecto al fotoperiodo, no se encontraron reportes en la bibliografia de un efecto directo
o indirecto sobre el extracto de malta (u otro atributo relacionado con la calidad maltera).
El andlisis de esta variable de forma independiente a otros factores permitiria reforzar y
ampliar las conclusiones obtenidas en el presente trabajo de investigacion.

Los resultados presentados en este capitulo se pueden utilizar para mejorar la
produccion de cebada cervecera directamente en el campo. La zonificacidn agroclimatica
para la produccion de cebada cervecera se puede lograr combinando informacién de las
condiciones climaticas regionales con datos fenologicos y utilizando las relaciones
cuantitativas descriptas en este capitulo. Presentar la ubicacién de las ventanas de
sensibilidad en términos relativos (Cuadro 4.6), como fue detallado en el marco de esta
tesis, permite que estos modelos se apliquen facilmente cuando se trabaja con cultivares
distintos a los utilizados en el presente estudio. Asimismo, el uso de modelos de tiempo
térmico precisos (Cuadro 3.1) para anclar las ventanas de sensibilidad dentro del llenado
de granos permite la aplicacion inequivoca de estos modelos en condiciones de campo, y

en un amplio rango de condiciones agrondmicas.
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4.5 Conclusion

El tamafio del grano, el contenido de proteinas, la temperatura de pastificacién y
la cantidad de hordeinas D y y mostraron un efecto significativo sobre el extracto de malta
en cebada. Sin embargo, el extracto de malta es un parametro complejo, por lo que es
necesario tener en cuenta las interacciones entre dichos atributos, asi como las relaciones
no-lineales existentes. La temperatura explorada por los cultivos durante periodos de
tiempo térmico especificos dentro del llenado de granos explicéd la mayor parte de la
variacion observada en el tamafio del grano y la temperatura de pastificacion. La
ubicacion de estas ventanas de sensibilidad fue similar entre cultivares para el atributo
correspondiente, aunque se encontraron diferentes respuestas a la temperatura. Es
necesario continuar investigando esta tematica para identificar claramente los

mecanismos fisioldgicos detras de estas asociaciones.
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5.1 Introduccion

La demanda de cebada cervecera por parte de la industria maltera estd atada al
cumplimiento de una serie de requerimientos de calidad altamente especificos. Dichos
requerimientos se asocian a atributos fisicos, quimicos y fisioldgicos del grano que
determinan, junto con un procesamiento industrial adecuado, la obtencion de malta con
caracteristicas de calidad adecuadas para la elaboracion de cerveza. Algunos de los
atributos del grano que presentan un efecto sobre la calidad maltera estdn claramente
identificados en la literatura cientifica (e.g. Arends ef al., 1995; Bamforth, 1985, 1999;
Bishop, 1930a, 1930b; Burger y LaBerge, 1985; Hayter y Riggs, 1973; Li ef al., 2008;
Molina-Cano ef al., 2000). Sin embargo, las variaciones observadas en la calidad maltera
de lotes de grano similares en lo que a dichos atributos respecta, indican claramente que
existen otras caracteristicas del grano con efectos no estudiados sobre la calidad industrial
(Eagles ef al., 1995). Identificar dichas caracteristicas es fundamental para comprender
cudl es la mejor estrategia para obtener lotes de grano adecuados para el malteado. Existen
reportes tanto de efectos genotipicos como ambientales sobre la calidad industrial en
cebada cervecera (Aguinaga, 2004; Arends ef al., 1995; Benech-Armold, 2001; Eagles et
al., 1995; Molina-Cano ef al., 2000, Molina-Cano et al., 1995; Zhang et al., 2006). Entre
ellos, el ambiente térmico explorado durante el periodo de formacion de los granos ha
demostrado tener un efecto directo sobre distintos atributos del grano asociados a la
calidad maltera (Gualano y Benech-Arnold, 2009a; Passarella e al, 2008, 2002,
Rodriguez et al., 2001; Savin et al., 1997; Savin y Nicolas, 1999, 1996). Entender de qué
forma el ambiente materno modula los atributos relacionados con la calidad maltera
permitiria ajustar el manejo del cultivo de forma tal que se asegure la obtencion de cebada
cervecera con una calidad industrial optima. Siendo que los distintos atributos se

determinan en momentos especificos durante el llenado de granos, es esperable que el



efecto de la temperatura no sea continuo a lo largo del mismo, sino que varie dependiendo
del intervalo considerado, de acuerdo con los distintos procesos fisiologicos que ocurran
en ese momento.

La presente tesis se llevo a cabo con el objetivo de (i) identificar aquellos atributos
del grano asociados a la calidad maltera, (i1) determinar en qué momento del llenado de
granos se dan ventanas de sensibilidad a la temperatura para la definicion de dichos
caracteres, y (ii1) elaborar modelos cuantitativos que permitan comprender las relaciones
entre la temperatura explorada durante las ventanas de sensibilidad, los atributos del grano

y la calidad maltera obtenida.

5.2 Implicancias de los aportes derivados de esta tesis y consideraciones para
investigaciones futuras: la importancia de identificar ventanas de sensibilidad a la
temperatura

El primer paso para detectar ventanas de sensibilidad es la generacion de un
modelo que permita describir con precision la dinamica de formacion del grano a lo largo
de un amplio rango de condiciones ambientales. Los modelos de tiempo térmico
desarrollados y validados en la presente tesis (Cuadro 5.1) permitieron describir con
exactitud el desarrollo de los granos. La variacion en los parametros del modelo (i.e.
temperatura base, Optima, y sumatoria de tiempo térmico) entre cultivares, denota la
importancia de que estos modelos sean, en la medida de lo posible, especificos para cada
genotipo. Por otro lado, la metodologia para la determinacion de dichos parametros
también demostrd ser relevante. Estos modelos de desarrollo permitieron anclar ventanas
de sensibilidad a la temperatura para la definicion de distintos atributos asociados a la
calidad industrial. La velocidad de salida de la dormicion y, en forma concomitante, la
susceptibilidad a sufrir brotado precosecha, se defini6é de manera diferencial dependiendo

el cultivar considerado (Cuadro 5.2). Tres cultivares presentaron una ventana de



sensibilidad para la definicion de este atributo, mientras que el cuarto se mostrd siempre
susceptible a brotado precosecha, independientemente de la temperatura durante el
llenado de granos (Cuadro 5.2). Por otro lado, de los tres cultivares que presentaron una
ventana de sensibilidad, en uno de ellos la misma se ubico justo antes de madurez
fisiologica, mientras que para los otros dos se ubico cerca del primer tercio del llenado de
granos. La relevancia del genotipo no solo aplica al ajuste del modelo de desarrollo, sino
también a la presencia y ubicacion relativa de la ventana de sensibilidad, en lo que a
susceptibilidad a brotado precosecha respecta.

El principal indicador de la calidad maltera de un lote de granos es el extracto de
malta, medida de la capacidad de provision de azucares solubles para las levaduras
durante la fermentacion en las cervecerias. El efecto del contenido de proteinas y del
tamafio del grano sobre el extracto de malta ya habia sido abordado previamente en la
literatura (Bishop, 1930b, 1930a; Molina-Cano ef al., 2000). Sin embargo, en la presente
tesis se encontrd que las hordeinas D y y, asi como la temperatura de pastificacion,
también presentaron una asociacion con el extracto de malta (Cuadro 5.3). Mas aun,
dichos factores presentaron interacciones que vuelven mas compleja su interpretacion, y
explican resultados contrastantes en la literatura (e.g. Brennan ef al., 1998). Tanto para la
temperatura de pastificacion como para el tamafio de grano, se encontraron ventanas de
sensibilidad que, a diferencia de lo observado para la susceptibilidad a brotado
precosecha, presentaron la misma ubicacion relativa dentro del llenado de granos
(Cuadro 5.3). Sin embargo, es necesario remarcar que los modelos presentados en el
Cuadro 5.3 aun no fueron validados con datos independientes, lo cual debe tenerse en

cuenta al momento de determinar el alcance de los mismos.



Los hallazgos presentados en los capitulos 3 y 4 permiten que la hipotesis

planteada originalmente respecto al hecho de que el efecto de la temperatura sobre los

atributos determinantes de la calidad maltera no es continuo a lo largo del llenado, se

acepte.

Cuadro 5.1. Ecuaciones correspondientes a los modelos de tiempo térmico para el llenado de
granos, para los cuatro cultivares evaluados. Los parametros fueron estimados en el capitulo 2
de la presente tesis. Se incluye también un modelo de aplicacidon general en cebada cervecera,
formulado a partir de los cuatro cultivares evaluados. GD: Grados-dia diarios; tm: Temperatura
media diaria; GDA: Grados-dia acumulados; DG: Duracion de llenado de granos; ¢: duracion

del llenado en dias.

Cultivar Ecuaciones
General D = [ 0 St = 84°C
! t, —7.7°C sit, >84°C
<
GDA = Z GD;
i=1
DG = 352 °Cd
ABI Balster 0 Eit,, =969
GD=1{ t, — 9.6°C §i9.6°C <t < 24.7°C
24.7°C — 9.6°C sit, = 24.7°C
c
GDA = Z GD;
r—1
DG = 308 °Cd
Andreia GD = 0 sit, <B3W
- Etm —-83°%C sit, >8.3°C
"
GDA = Z GD,
i=1
DG = 356°Cd
Q. Carisma GD — [ 0 Sity < 7.7°C
! t,—7.3°% sit, >77°C
c
GDA = Z GD,
i=1
DG = 360 °Cd
Scrabble GD — { 0 sit, =74°C
t, —74°C Sity > 74°C

c
GDA = Z GD;
i=1

DG = 400°Cd




Cuadro 5.2. Ecuaciones para el calculo del indice de germinacién cercano a madurez comercial
(indicador del nivel de susceptibilidad a sufrir brotado pre-cosecha) para los cuatro cultivares
evaluados. Los parametros se estimaron el capitulo 3. Notese que ABI Balster es el unico cultivar cuyo
indice de germinacion es independiente de la temperatura, ya que no se hall6 una ventana de
sensibilidad para dicho atributo en ese cultivar. IGeme: Indice de germinacion cercano a madurez
fisiologica; Tm: Temperatura media para el intervalo de tiempo térmico indicado. N: Nivel de
disponibilidad nitrogenada (N=0 cuando la disponibilidad es de 85 kg N ha', N=1 cuando la
disponibilidad es de 170 kg N ha!).

Cultivar Ecuacion

100.3 — 11.8N

ABI Balster  IG.pc

Andreia IGepme = —139.5 — 7.5N + 7.8 T,325-356°Cd

Q. Carisma [Gome = —92.9 — 7.5N + 7.1 T,Q—100°Cd

Scrabble IGome = —111.4 — 7.5N + 7.2 T;]5-150°Cd

Cuadro 5.3. Ecuaciones para ¢l calculo de la temperatura de pastificacion, el calibre y, a partir
de ellos, el extracto, para los cuatro cultivares evaluados. Se incluye también un modelo de
aplicacion general en cebada cervecera. Los parametros de los modelos, que estan estandarizados.
se estimaron en ¢l capitulo 4. TP: Temperatura de pastificacion; CA: Calibre; E: Extracto; P:
Contenido de proteina; HG: Cantidad de hordeina y. HD: Cantidad de hordeina D. Tn:
Temperatura media para el intervalo de tiempo térmico indicado (salvo en ¢l modelo general, que
se expresa en porcentaje de avance de llenado de granos desde polinizacion hacia madurez

Cultrvar Ecuaciones

General TP = —0.08 + 0.85T;3>70%

€A = —0.03 —0.77F 53 100Cd

E— [82.6 + 0.23P + 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.36HD — 0.24TFP P siP < 10.0%
82.6 — 1.73P + 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.07HD — 0.24 TP P siP = 10.0%

ABIBalster TP = —0.72 4 0.83T125-175°Cd

CA = —0.49 — 0.96T;175-308°Cd

- [83.2 + 0.23P + 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.36HD — 0.24 TP P SiP < 9.6%
83.2 — 1.73P + 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.07HD — 0.24TP P SiP > 9.6%
Andreia TP = —0.26 + 0.91T,150-250°Cd

CA = 0.18 — 0.68T200—356°Cd

e [32.4 + 0.23P + 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.36HD — 0.24 TP P siP <9.9%
82.5 — 1.73P + 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.07HD — 0.24 TP P siP > 9.9%
Q. Carisma TP = 0.06 4 0.96T;123-325°Cd
CA = 0.39 — 0.62T,225-360°Cd
- [81.9 4 0.23P 4 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.36HD — 0.24 TP P siP < 10.4%
~ 181.9 — 1.73P 4 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.07HD — 0.24 TP P siP > 10.4%
Scrabble TP = 0.60 + 0.70T,7>—27>°Cd
CA = —0.18 — 0.837,200-#00°C4
e [83.0 + 0.23P + 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.36HD — 0.24 TP P siP = 10.1%
83.0 — 1.73P + 0.49CA — 0.001TP — 0.29HG — 0.07HD — 0.24 TP P siP > 10.1%




Las implicancias de las ventanas de sensibilidad a la temperatura para la
determinacion de atributos del grano relacionados con la calidad maltera pueden
comprenderse mas claramente con un ejemplo practico. A modo de ejemplo, en la Figura
5.1 puede observarse la ubicacidn de las ventanas de sensibilidad en una escenario real
correspondiente a la localidad de Coronel Suarez, Provincia de Buenos Aires para el afio
2012. Siendo que la temperatura media explorada durante la ventana de sensibilidad para
la determinacion de la temperatura de pastificacion fue superior al promedio histérico, es
esperable que se hayan cosechado lotes de granos con una calidad inferior en lo que a
dicho atributo respecta (Figura 5.1). Mas aun, debido a la interaccion que existe entre la
temperatura de pastificacion y el contenido de proteina (ver capitulo 4), aquellos lotes de
produccion que hayan orientado su manejo a aumentar el contenido de proteina van a
haber visto reducido el extracto de malta de manera ain mas marcada respecto de aquellos
que cosecharon granos con menor contenido proteico. Por otro lado, si bien la temperatura
media fue elevada al comienzo de la ventana de sensibilidad para la definicion del tamafio
de grano, esta termino por descender por debajo del promedio historico hacia fines del
mes de noviembre (Figura 5.1). Con una temperatura media explorada durante dicha
ventana similar al promedio histérico, no se esperarian cambios en el calibre logrado.
Respecto a la determinacion de la velocidad de salida de la dormicion (y, por ende, de la
susceptibilidad a brotado precosecha), el resultado varia segun el cultivar considerado
(Figura 5.1). Si el cultivo correspondiera a Q. Carisma o Scrabble, se hubiese observado
un aumento en la velocidad de salida de la dormicion como consecuencia de la elevada
temperatura explorada durante la ventana de sensibilidad ubicada alrededor del primer
tercio del llenado de granos (Figura 5.1). Por otro lado, si el cultivar considerado fuese
Andreia, las temperaturas relativamente bajas exploradas durante la breve ventana de

sensibilidad previa a madurez fisiologica hubiesen determinado una baja velocidad de



salida de la dormicion (Figura 5.1). De esta forma, realizando una suma térmica a partir
de antesis y contando con datos meteorologicos, el productor podria haber optado por
aplicar un desecante y cosechar anticipadamente frente a un pronostico certero de
precipitaciones en el caso de Scrabble o Q. Carisma, evitando asi exponer al cultivo al
brotado precosecha y/o pre-germinado. En cambio, si el cultivar fuese Andreia, el
productor podria tener cierta seguridad de que, al menos en lo que respecta al efecto de
la temperatura durante la ventana de sensibilidad correspondiente, no se espera un alto

grado de susceptibilidad a brotado precosecha.
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Figura 5.1. Temperatura media en funcion de la fecha para la campafia 2012 y promedio
historico, en Coronel Suarez, Provincia de Buenos Aires. El esquema superior indica la ubicacidon
aproximada del llenado de granos. Los recuadros indican la ubicacion relativa de las ventanas de
sensibilidad encontradas en la presente tesis. A: Antesis; MF: Madurez fisiologica. BPC: Brotado
precosecha.

En relacion con el ejemplo practico de la Figura 5.1, es importante destacar que
de haberse considerado la temperatura promedio durante todo el llenado de granos, las
predicciones que se hubieran hecho sobre los atributos del grano hubiesen sido erroneas.
De esta forma, el ejemplo citado demuestra coémo puede variar la dinamica de temperatura
dentro del periodo de llenado: Asi, la posibilidad de ocurrencia de periodos célidos (por
encima del promedio) y frescos (por debajo del promedio) durante el llenado de los granos
es un aspecto relevante a considerar en el marco de los modelos de prediccion

desarrollados, y que no se tomaria en cuenta si se considerase solo el promedio de



temperatura durante todo el llenado. En este punto radica la importancia de considerar las
ventanas de sensibilidad para abordar el efecto del ambiente sobre los atributos relevantes
del grano.

Estos modelos serian aun de mayor utilidad al ensamblarse con herramientas que
permitan evaluar el riesgo a distintas adversidades (e.g. heladas, golpes de calor). Este es
el caso de Cronocebada® (http://cronocebada.agro.uba.ar/), un software desarrollado
sobre la base de modelos termo-fotoperiddicos especificos para los distintos cultivares,
que permite predecir el momento en el que ocurren los distintos estados fenolédgicos y, a
partir de series historicas de registros climaticos, estimar la probabilidad de que ocurran
eventos extremos que comprometan el rendimiento alcanzable. Los hallazgos de esta tesis
sientan las bases para desarrollar una herramienta de este tipo, que permitira optimizar el
manejo de la calidad comercial e industrial resultante, satisfaciendo de esta manera las
necesidades conjuntas de productores e industriales. Los resultados de la presente tesis
podrian incorporarse a la herramienta Cronocebada® lo que permitird ampliar el potencial
de la herramienta ya que no solo podria ser usada para predecir la fenologia sino también
para estimar los riesgos de reduccion de la calidad comercial e industrial del cultivo de
cebada.

Al realizar el andlisis de correlacion en la determinacion de la ventana de
sensibilidad para la susceptibilidad al brotado precosecha en las dos fechas de siembra
mas tardias, la sumatoria de grados-dia tuvo que iniciarse 5 dias previos a la polinizacion
del cultivo (ver seccion 3.2.2.3). Los modelos elaborados en la presente tesis surgen de
evaluar la tasa de desarrollo del llenado de granos, definida a partir de la duracion de
dicha etapa. Si bien los modelos han demostrado ser de utilidad para el propdsito y
alcance de esta tesis, es fundamental que, en el futuro, ademés de ser especificos para

cada cultivar, sean especificos para el proceso fisiologico considerado. Con respecto a


http://cronocebada.agro.uba.ar/

este tema, recientemente se demostr6 como el contenido de humedad puede marcar
limites que resulten en la falta de linealidad del efecto de la temperatura sobre el
metabolismo del ABA, durante la formacion de semillas en otras especies (Chen et al.,
2021). Incluso en aquellos casos en que los factores que regulan la dindmica de los
procesos tengan un efecto constante, los parametros que definen la respuesta pueden
variar dependiendo del proceso considerado (e.g. distintas temperaturas cardinales). Esto
aplica incluso al considerar procesos que se dan de forma simultanea (Slafer y Rawson,
1995b). Para ajustar modelos de desarrollo que sean especificos para cada atributo de
interés, es necesario identificar los mecanismos fisiologicos detras de las ventanas de
sensibilidad. Dicho modelos de desarrollo especificos permitiran aumentar la precision
en la determinacion de las ventanas de sensibilidad, y con ella, la proporcién de la
variabilidad en la calidad maltera explicada. Asimismo, para que los modelos
cuantitativos adquieran robustez para su uso como predictivos es necesario llevar a cabo
una validacion con datos independientes. En el presente trabajo, se validaron los modelos
de desarrollo utilizados para fijar las ventanas de sensibilidad. Sin embargo, las relaciones
entre la temperatura ubicada en dichas ventanas y los atributos del grano evaluados deben
también ser validados con datos independientes y obtenidos a campo.

Teniendo en cuenta los antecedentes en la literatura, en la presente tesis se abordd
exclusivamente el ambiente explorado durante el llenado de los granos. Sin embargo, para
lograr una comprension exhaustiva del modo en que el ambiente modula la calidad
maltera, es necesario considerar también otras etapas del cultivo. De esta forma, Flavier
(1995) encontrd que la temperatura luego de la madurez fisiologica tuvo un efecto
significativo en la velocidad de salida de la dormicidn en cebada cervecera, directamente
ligada a la susceptibilidad a brotado precosecha. Asimismo, Ugarte ef al. (2007)

encontraron que el peso de los granos (variable correlacionada con el calibre) cayo un



23% al aumentar la temperatura durante la etapa inmediatamente anterior a la espigazon
en trigo y cebada. Si bien es esperable que los efectos del ambiente mas alla del llenado
de granos sobre los atributos determinantes de la calidad maltera sean de una magnitud
menor respecto a aquellos considerados durante el llenado de granos, es necesario
abordarlos y estudiarlos para lograr entender en qué medida aportan nuevas
oportunidades de intervenir mediante practicas de manejo para regular favorablemente la
calidad maltera resultante.

Como ya se menciond, comprender las bases fisiologicas de las ventanas de
sensibilidad deberia ser uno de los siguientes temas a investigar. Siendo que la
temperatura de gelatinizacidén es una medicién indirecta asociada al comportamiento
reologico de la cebada al molerse, mezclarse con agua y calentarse, resulta de particular
interés determinar qué caracteristica del grano (y presumiblemente del almidon) esta
siendo afectada durante la ventana de sensibilidad correspondiente. Asimismo, los
mecanismos fisiologicos detras de la ventana de sensibilidad para la determinacién de la
velocidad de salida de la dormicion en cebada cervecera también restan ser esclarecidos.
El hallazgo de ventanas de sensibilidad para dicho caracter ubicadas en etapas mas
tempranas del llenado, respecto a las reportadas previamente en la literatura, es un
llamado de atencidn sobre la necesidad de identificar los procesos fisiologicos que estan
siendo afectados.

Por ultimo, el efecto de la proporcién de hordeina D (y en menor medida de la
hordeina y), y su interaccion con el contenido de proteina, esclarecen algunos de los
interrogantes en torno a la asociacion entre hordeinas y calidad maltera (Savin, 2004,
Shewry y Darlington, 2002). Resulta entonces de gran interés comprender ahora como el
ambiente afecta la proporcidn de estas dos fracciones de hordeinas. En la presente tesis

no se encontraron ventanas de sensibilidad a la temperatura para dichas proteinas. Sin



embargo, siendo conscientes del efecto del nitrégeno sobre la dinamica de acumulacion
de hordeinas (Peton, 2017), seria interesante elaborar un modelo de desarrollo que
considere dicho efecto, y que funcione como base para la determinacion de ventanas de
sensibilidad para la definicion de este atributo. Asimismo, la disponibilidad de nitrogeno
ha demostrado ser relevante en la determinacion de la calidad maltera, tanto por su
asociacion directa con el contenido de proteina (y, a su vez, por la interaccidén que dicho
atributo presenta con otros de igual interés), como por su aparente efecto sobre la
susceptibilidad a brotado precosecha. Por este motivo, la prediccion del contenido de
proteina que tendran los granos a cosecha, en un momento en el que aun es posible
corregirlo en el campo mediante el manejo de la fertilizacion nitrogenada, representa una

oportunidad de mejora de la calidad maltera que no deberia ser pasada por alto.

5.3 Consideraciones finales

La presente tesis contribuyd a comprender, a través de la determinacion de
ventanas de sensibilidad a la temperatura, de qué manera el ambiente durante el llenado
de granos modula la calidad maltera en cebada cervecera. La determinacion de estas
ventanas implica una oportunidad de mejora de la calidad maltera en el campo, mediante
practicas comunes de manejo, al mismo tiempo que representa un aporte a la ciencia
basica, logrando una mayor comprension del rol que cumple el genotipo, el ambiente y
su interaccidén sobre la determinacion de la calidad maltera en el cultivo de cebada

cervecera.
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Cuadro A.l. Resultados de analisis de micromalteos. Laboratorio de analisis A:
Laboratorio de Cerveceria y Malteria Quilmes S AILC.A. y G. en Tres Arroyos;
Laboratorio de analisis B: Laboratorio de Calidad del INTA EEA Bordenave. Los detalles
de analisis se describen en la seccion 4.2.2.6. Disponible en:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1axKC-
11dlrmc4fMdIP9OE6CbNPxjxi2H/edit?usp=drivesdk&ouid=107633607839423528213
&rtpof=true&sd=true

Cuadro A.2. Resultados de analisis de hordeinas. Los detalles de analisis se describen en
la seccion 4.2.2.4. Disponible en:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1dxHB324 08 SfpLgmZUYPIOvio4viEle/edit?
usp=drivesdk&ouid=107633607839423528213&rtpof=true&sd=true



https://docs.google.com/spreadsheets/d/1axKC-11dlrmc4fMdIP9OE6CbNPxjxi2H/edit?usp=drivesdk&ouid=107633607839423528213&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1axKC-11dlrmc4fMdIP9OE6CbNPxjxi2H/edit?usp=drivesdk&ouid=107633607839423528213&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1axKC-11dlrmc4fMdIP9OE6CbNPxjxi2H/edit?usp=drivesdk&ouid=107633607839423528213&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1dxHB324_o8_SfpLqmZUYPlOvio4vlEle/edit?usp=drivesdk&ouid=107633607839423528213&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1dxHB324_o8_SfpLqmZUYPlOvio4vlEle/edit?usp=drivesdk&ouid=107633607839423528213&rtpof=true&sd=true

