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S50

Unidades térmicas acumuladas
desde la siembra hasta el dia que se
registra que el 50% de los
individuos de la parcela tiene
estigmas visibles (temperatura base
de 10 °C y maxima posible de
30 °C) (Gilmore, 1958)

°C. dia
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respuesta

Sev
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con amarillamiento y acortamiento
de entrenudos moderado, 3=Plantas
con amarillamiento y acortamiento
de entrenudos intenso y 4=plantas

muertas (adaptado de Bunting et
al.., 2004ay 2004b; Pataky et al..,
2008)

la4d

Variable
respuesta

Sev 14

Medicion de severidad (Sev) a los

14 dias post aplicacion de herbicida

(adaptado de Bunting et al.., 2004a
y 2004b)

la4d

Variable
respuesta

Sev 21

Medicién de severidad (Sev) a los
21 dias post aplicacion de herbicida
(adaptado de Bunting et al.., 2004a

y 2004b)

la4d

Variable
respuesta

Sev 7

Medicién de severidad (Sev) a los 7
dias post aplicacion de herbicida
(adaptado de Bunting et al.., 2004a
y 2004b)

la4d

Variable
respuesta

SKLP

Del inglés "Skeletonization™;
esqueletonizacion (sin. atrofiade
espiguillas) de panoja evaluada con
una escala visual y observacion de
frecuencia de 1 (poca
esqueletonizacion en la parcela) a 9
(mucha esqueletonizacion; atrofia
de espiguillas masculinas en la
parcela). Protocolos internos de
trabajo Bayer Crop Science
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respuesta
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Del inglés "Silk Balling Rating";
enrulamiento de estigmas dentro de
las chalas evaluado con una escala
visual de 1 (todos los estigmas

SLBR emergidos por fueradelas chalas)a 1a9 Variable
. . respuesta
9 (estigmas sin emerger enrulados
dentro de las chalas. Protocolos
internos de trabajo Bayer Crop
Science
Grupo de lineas endocriadas usadas
como parentales de produccién de
semilla hibrida de los programas de
. mejoramiento de programas Criterio de
Subtropical 1x . e
subtropicales de la empresa Bayer clasificacion
Crop Science. Ciclos (sin. madurez
relativa) mas precoces que los
subtropicales.
Grupo de parentales 2 vias usados
en la produccion de semilla hibrida
de los programas de mejoramiento o
. . Criterio de
Subtropical 2x de programas subtropicales de la e,
. . clasificacion
empresa Bayer Crop Science. Ciclos
(sin. madurez relativa) mas precoces
gue los subtropicales.
Te Germoplasma templado C”.te.r'o _d,e
clasificacion
Grupo de lineas endocriadas usadas
como parentales de produccién de
semilla hibrida de los programas de
mejoramiento de programas Criterio de
Templado 1x ee o,
templados la empresa Bayer Crop clasificacion
Science. Ciclos (sin. madurez
relativa) mas precoces que los
subtropicales.
Grupo de parentales 2 vias usados
en la produccion de semilla hibrida
de los programas de mejoramiento .
. Criterio de
Templado 2x de maiz templado de la empresa clasificacion
Bayer Crop Science. Ciclos (sin.
madurez relativa) mas precoces que
los subtropicales.
Tmax Temperatura maxima diaria °C Var_|able
ambiental
Tmin Temperatura minima diaria °C Var_lable
ambiental
Tr Germoplasma tropical y subtropical Crl_te_rlo Q,e
clasificacion

XV



Tropical 1x

Grupo de lineas endocriadas usadas
como parentales de produccién de
semilla hibrida de los programas de
mejoramiento de maiz tropical de la
empresa Bayer Crop Science Ciclos
(sin. madurez relativa) mas largos
gue los subtropicales.

Criterio de
clasificacion

Tropical 2x

Grupo de parentales 2 vias usados
en la produccion de semilla hibrida
de los programas de mejoramiento
de maiz tropical de la empresa
Bayer Crop Science. Ciclos (sin.
madurez relativa) mas largos que
los subtropicales.

Criterio de
clasificacién

TSZ

Del inglés "Tassel Size"; tamafio de
panoja evaluada con una escala
visual de 1 (panojas muy grandes y
ramificadas) a 9 (panojas muy
pequefias sin ramificaciones).
Protocolos internos de trabajo Bayer
Crop Science

Variable

1a9
respuesta
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RESUMEN

Los herbicidas pertenecientes a la familia de las sulfonilureas han mostrado ser
efectivos para el control quimico de malezas en maiz (Zea Mays) en post-emergencia.
Son actualmente de uso masivo en el mundo, tanto en lotes comerciales como en lotes
de produccion de semilla hibrida. Sin embargo, relacionado al segundo escenario, existe
una gran diversidad en la tolerancia a este tipo de herbicidas en las lineas parentales tanto
por causas genéticas como ambientales, presentando una restriccion de su uso. Los
estudios sobre variabilidad genética en maiz de la tolerancia a inhibidores de la enzima
acetolactato sintetasa (ALS) (principio activo muy importante de la familia de las
sulfonilureas) son, en su mayoria, en hibridos, segundas y/o terceras filiales. La relacion
entre el grado de susceptibilidad con diversidad de condiciones ambientales en
experimentos a campo y sobre lineas parentales de origen diverso de maiz hibrido esta
aun menos estudiada. El objetivo general del presente trabajo fueanalizar en profundidad
la sintomatologia causada por una formulacion compuesta por foramsulfuron +
lodosulfuron metilo Sodio + Isoxadifen-etilo (Equip® WG) en diversos genotipos y
ambientes para mejorar los métodos de evaluacion en términos de variables respuesta y
sitios de testeo. A través del trabajo se encontr6 i) una mayor susceptibilidad en el
germoplasma subtropical y tropical frente al templado en términos de sintomas durante
periodo vegetativo temprano, fenologia y afecciones en tejido reproductivo, rendimiento
y altura a floracion en lineas endocriadas (1x) frente a parentales dos vias (2x); ii) un
mayor componente genotipico frente al ambiental en lo que respecta a la variabilidad en
la sintomatologia en términos de altura y rendimiento; iii) que la sintomatologia
observada en tejido vegetativo a los 21 dias post aplicacion del herbicida estaba asociada
con el rendimiento y la altura de planta a floracion; iv) que una mayor humedad relativa
y radiacion entre los 7 y 21 dias post aplicacion del herbicida se relacionaron con una
menor pérdida de rendimiento y disminucion de la altura a floracién frente al control sin
aplicar. Contrariamente, el déficit de presion de vapor y la amplitud térmica en el mismo
periodo se relacionaron de manera inversa. Estos resultados son relevantes para la
seleccion de lugar de evaluacion y el manejo agronomico durante y posterior a la

aplicacion.

Palabras clave: herbicidas, sulfonilureas, acetolactato sintetasa, parentales, maiz,
hibrido, susceptibilidad, germoplasma, ambiente.
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ABSTRACT

The Sulfonylurea herbicides have been proven effective for chemical control of weeds
as a post-emergence tool in maize (Zea Mays). Currently, they are extensively being used
not only in commercial corn but also in hybrid seed production fields. However, in
relation to the second scenario, exists a huge diversity in relation to the herbicide
response for different inbred parents and environments which can restrict its usage for
the seed production. Studies related to the genetic variability of the tolerance to the
acetolactate synthase (ALS) inhibiting herbicides (an important active principle from
Sulfonylurea chemical family) were predominantly carried out in hybrids, F2 and F3
families. The relation between the susceptibility rate with the environmental conditions
measured in field trials over parent lines from different backgrounds is even less known.
The general objective from the present work was to analyze the symptoms caused by an
ALS-inhibiting herbicide consisting of foramsulfuron + iodosulfuron + isoxadifen-ethyl
(Equip®) in a diversity of genotypes and environmental conditions to improve the
evaluation methods in terms of response variables and testing sites. The findings from
the work were i) a higher susceptibility of the subtropical and tropical against the
temperate germplasm (mainly for inbred parents compared to 2-ways parents) in terms
of the symptoms observed during early vegetative stages, flowering time and
reproductive tissues condition, grain yield and plant height; ii) a higher genotypic than
environmental dependence of the herbicide impact on the plant height at flowering time
and grain yield; iii) an association between the symptoms observed during the vegetative
growth with those ones observed during reproductive phase; and iv) the radiation and
relative air humidity between 7 to 21 days post spraying moment are the two main
meteorological variables from the testing sites positively associated with the tolerance in
terms of plant height and yield. However, vapor pressure deficit and thermal amplitude
from the same period correlated in opposite manner. This is important for future

assessment place selections and overall post spraying practices in seed production.

Key words: herbicides, sulfonylureas, acetolactate synthase, parent inbred, maize,

hybrid, susceptibly, germplasm, environment.
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Capitulo 1. Introduccion general

1.1. Relevancia de los herbicidas en la produccion agricola

El control quimico de malezas es una parte del proceso de produccion agricola muy
importante a nivel global, cuyo valor se puede cuantificar a través de la evolucion y
magnitud de su mercado (Philips McDougall, 2017). Globalmente hubo un incremento
muy significativo de las ventas de agroquimicos desde mitad del siglo 20 hacia la

actualidad junto con el aumento de los rendimientos de los principales cultivos, siendo
los herbicidas los que ocupan la mayor proporcion de ventas (Oerke, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Evolucién del rendimiento por unidad de superficie para trigo, maizy arroz y la
venta de agroquimicos para el periodo 1960-2004. Extraido de Oerke (2006)

Los herbicidas son una herramienta importante en el control integrado de malezas,
permitiendo la reduccion de pérdidas de rendimiento por competencia de recursos con el
cultivo. Para maiz hay estimaciones de pérdidas potenciales causadas por las malezas de
un 40% y que se han podido reducir a un 10% a nivel global, siendo este uno de los
cultivos mayormente beneficiados (Oerke, 2006). En 2017 los herbicidas ya
representaron el 43% del mercado global de productos para proteccion de cultivos
estimado en 54,2 billones de ddlares, correspondiéndole a Latinoamérica el 27% de ese

mercado (Philips McDougall, 2017). En Argentina, los herbicidas, y principalmente el



glifosato, permitieron junto al avance y desarrollo de nuevos eventos biotecnolédgicos
relacionados, la expansion de la siembra directa (Trigo, 2011) (Figuras 2 y 3). En el afio
2017 la siembra directa alcanz6é un 91% del area sembrada de Argentina (Nocelli Pac,
Bolsa de Cereales & Aapresid, 2018). Para 2012 en Argentina, el 62% del mercado total
de agroquimicos era el de herbicidas con un valor 1.5 billones de d6lares, mientras que
esa proporcion se eleva al 65% si solo se considera maiz (Kleffmann Group, 2012). Junto
con esto, es importante considerar que el cultivo de maiz es el segundo después de trigo
en cuanto a cantidad de malezas resistentes a herbicidas, con 61 especies registradas

(Heap, 2019), por lo que el desafio para el cultivo en relacién con el control de malezas
y la diversificacion de principios activos es muy importante.
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Figura 2. Evolucion del volumen de atrazinay glifosato junto al areade siembradirecta en
Argentina. Fuente: AAPRESID y CASAFE, extraido de Trigo (2011)
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Figura 3. Evolucién del nGmero de permisos para evaluacion de eventos transgénicosy no
transgénicos con diferentes caracteristicasen Argentina. Fuente: INASE, extraido de Trigo
(20112)

De todos los grupos quimicos de herbicidas, se centrara en el presente trabajo en los
inhibidores de la acetolactato sintetasa (ALS). También se hara foco en los mecanismos
de tolerancia a dicho modo de accion, asi como en las caracteristicas y los antecedentes
relevantes relacionados a la familia de moléculas de las sulfonilureas desde el punto de
vista del germoplasma y el ambiente.

1.2. Herbicidas en la produccion de semilla hibrida de maiz

El manejo de malezas en cultivos de lineas endocriadas de maiz tiene mayor
complejidad que su manejo en hibridos comerciales. En campos de produccion de
semillas hibridas (o cultivares hibridos de maiz, un canopeo integrado por lineas
parentales endocriadas presenta una situacion muy desventajosa en cuanto a competencia
con malezas. Esto se debe fundamentalmente a la depresion por endogamia,
caracterizado por caracteristicas fenotipicas tales como disminucion del rendimiento,
aumento de susceptibilidad a enfermedades, baja altura de planta e insercion de espiga,

baja cantidad de ramificaciones en las panojas, aumento de plantas sin espigas y un



reducido indice de area foliar (Shull, 1908; Jones, 1939; Good y Hallauer, 1977; Meghiji
et al., 1984; Saleh et al., 1993; Lourenco Nass y De Miranda Filho, 1995) (esquema
ilustrativo en Figura 4).

Heterocigosis

Figura 4. Esquema representando el efecto fenotipico de la endocriaen maiz; P1y P2 son
los parentales que se usarian para la produccion de la F1 (hibrido). Extraido de Becker p. 146
(1993)

En lotes de produccion de semilla hibrida, el control quimico de malezas con
herbicidas inhibidores de la ALS se ve limitado si uno o ambos parentales son
susceptible/s a este tipo de herbicidas. El reflejo de lo dependiente que es la industria
productora de semilla hibrida al uso de este tipo de herbicidas se manifiesta en que las
decisiones de avances de hibridos de estadios pre comerciales a comerciales estan
fundadas, entre muchos otros factores, a que los parentales de los hibridos candidatos a
avanzar sean tolerantes a este grupo de herbicidas. Asimismo, la actividad semillera tiene
un interés creciente de producir sustentablemente, rotando principios activos y usando
los herbicidas que tengan bandas toxicolégicas de menor impacto sobre la salud y el
medio ambiente. Para esto, es relevante tener un conocimiento amplio con relacion a las
interacciones entre herbicida, genotipo y ambiente post aplicacion en caracteristicas
especificas de la produccion de semilla.

A diferenciade la produccion de maiz para grano con hibridos comerciales, al abordar
el impacto de un determinado principio activo en la produccion de semilla hibrida, se
suman variables relacionadas con la funcion que tiene el genotipo en el esquema

productivo, es decir si éste actlia como polinizador (parental “macho’) o como receptor



de polen (parental “hembra”). De esta manera, y a modo de ejemplo, cualquier efecto no
deseado del herbicida sobre atributos relacionados a la inflorescencia masculina, como
la incidencia y severidad de fendmenos particulares tales como la esqueletonizacion de
las panojas (i.e. panojas con menor numero de espiguillas completamente desarrolladas)
o la altura de la planta, son importantes desde el punto de vista sélo del polinizador. En
este mismo sentido, una afeccion causada a los polinizadores podria impactar en la
relacion desiembra a utilizar (proporcion desurcos de hembra frente a surcos del macho),
aumentando la necesidad desurcos de macho para compensar la disminucion de cantidad
de polen por el herbicida y por lo tanto disminuyendo en el area cosechable de semilla
hibrida. Contrariamente, la presencia de una anomalia como lo es el enrollamiento de
estigmas dentro de las chalas o la altura de insercion de espiga son sélo relevantes desde
el punto de vista del parental receptor de polen (Arisnabarreta y Solari, 2017) (Figura 5).
Asimismo, efectosdiferenciales en la fenologia de cualquiera de los genotipos que acttian
como parentales podria generar problemas de sincronizacion de floracion entre ellos,
generando esto resultados catastroficos sobre la fijacion de granos en la espiga, e
impactando fuertemente sobre los costos de produccion de semilla hibrida. Por ello es un

objetivo relevante en esta industria entender la relacion entre variables especificas de la
produccién de semillas y su interaccién con la aplicacion del herbicida y el ambiente.

Figura 5. Imagen de un lote de produccion de semilla hibrida de maiz con 6 surcos de linea
“hembra” despanojados y 1 surco de linea “macho” (relacién 6:1) (A); ejemplo de unapanoja
afectada por atrofia de espiguillas (esqueletonizacion de panoja) (B); y unaespiga con
enrollamiento de estigmas



1.3. Inhibidoresde la ALS, mecanismos de tolerancia

El grupo deherbicidas inhibidores de la enzima acetolactato sintetasa (ALS) pertenece
a los ultimos grupos lanzados al mercado desde principios del siglo XX1. Este grupo de
herbicidas ha sido uno de los mas difundidos durante los Ultimos afios globalmente,
habiendo 56 productos registrados en el mundo (Heap, 2019). Como consecuencia de
esto ultimo, el nimero de especies de malezas resistentes a este grupo de herbicidas se
ha incrementado muy rapidamente en los dltimos 30 afios (Heap, 2019) (Figura 6). Por
lo cual, el entendimiento de los mecanismos de tolerancia en un cultivo modelo como el
maiz, tiene especial relevancia ya que permitiria hacer un uso racional de este herbicida

tanto en malezas como en otros cultivos, generando un impacto significativo en el medio

ambiente.
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Figura 6. NUmero de especies malezas resistentes a los diferentes grupos de herbicidas
segun HRAC a través de los afios. Extraido de encuesta internacional sobre malezas resistentes
(Heap, 2019).



Dentro del grupo de los inhibidores dela ALS, la familia de las sulfonilureas ha tenido
gran difusion en Argentina para el control de malezas en maiz en post emergencia
(Tuesca, 2011). Esta expansion se dio tanto en cultivos no resistentes a glifosato, debido
a la necesidad de control de malezas de hoja ancha y de hoja angosta, como en cultivos
resistentes para el control de especies de hoja angosta, que incluyen biotipos resistentes
a glifosato como Sorghum halepense (Ustarroz, 2013). Asimismo, esta familia de
moléculas (ej. nicosulfuron, metsulfuron, primisulfuron, pirasulfuron, rimsulfuron, entre
otras) suele presentar bandas toxicoldgicas verdes en sus formulaciones comerciales
(Categoria I'V segun la Organizacién Mundial de la Salud, 2009), no presentando peligro
bajo condiciones de uso normal, favoreciendo la masificacion de su utilizacion bajo

condiciones seguras.

Los mecanismos bioguimicos de la tolerancia estudiados mediante 1C-clorsulfuron
indican un rol importante en la absorcion y, mas aun en la translocacion, como procesos
diferenciales entre especies de malezas con distinto grado de tolerancia (Goatley et al..,
1990). En otro trabajo con 4C -rimsulfuron, donde se compararon varias especies de
malezas susceptibles (entre ellas Sorghum halepense) y maiz tolerante, se halld6 una
rapida metabolizacion por parte de este Gltimo en comparaciéon con las malezas (Koeppe
et al., 2000). Adicionalmente, otro inhibidor de la ALS como nicosulfuron, mostro que
su selectividad entre especies (en una comparacion entre maiz frente a dos malezas
gramineas anuales) estuvo también ligada a la metabolizacién a compuesto no téxicos,
mientras que la variabilidad dentro de maiz estuvo asociada méas a la absorcion y
translocacion del principio activo (Hinz y Owen, 1996). En otro estudio de la variacién
de la susceptibilidad intraespecifica en maiz a rimsulfuron, la hipétesis de tolerancia por
absorcion y detoxificacion (metabolizacion) diferencial del principio activo fue hallada
como la més robusta y no asi tanto por translocacion o actividad de la ALS (Fuentes y
Leroux, 2003). En posteriores experimentos con 14C -foramsulfuron en hibridos de maiz
se ha observado que la tolerancia a esta molécula estd asociada al proceso de
detoxificacién o metabolizacion, no habiendo diferencias en cuanto a la absorcion entre
hibridos tolerantes y sensibles (Bunting et al., 2004b). No obstante, los autores
encontraron que el grado de susceptibilidad depende no solo de la translocacion y
metabolizacion del principio activo, sino también de la absorcion, translocacion y
metabolizacion del antidoto que integra la formulacién comercial (Isoxadifen-etilo). En

el mismo trabajo se observd que esta molécula incrementd la metabolizacion de



foramsulfuron a las 24 horas post aplicacién, pero sin diferencias a las 4 horas, indicando
un retraso en la absorcion y/o translocacion de Isoxadifen-etilo comparado al principio
activo (Bunting et al., 2004b). Esto altimo plantea que ciertas condiciones ambientales
en el corto plazo post aplicacién podrian tener efectos proporcionalmente diferentes en
la absorcidn y/o translocacion entre el principio activoy el antidoto, siendo especifico de
la molécula. Adicionalmente, se ha registrado relacién entre el impacto en el rendimiento
en lineas de maiz por sensibilidad a foramsulfuron con la alteracion de la concentracion
proteinas solubles en una fase inicial (48 horas) y una fase secundaria (21 dias) habiendo
correlacion entre ambas caracteristicas (Brankov et al., 2014; Dragicevic et al.,2017), lo
que plantea existencia de cuestiones asociadas a los procesos de absorcion vy
translocacion (repuesta inicial al momento de aplicacion) y la metabolizacion /

detoxificacién (respuesta de los dias posteriores a la aplicacion).

En relacion con la herencia del caracter, en maiz se ha encontrado una segregacion de
la susceptibilidad correspondiente a un locus simple recesivo o loci ligados para
foramsulfuron (Pataky et al., 2006; Nordby et al., 2008), nicosulfuron, primisulfuron y
thifensulfuron (Green y Ulrich, 1993; Willams et al., 2005) tanto en hibridos como en
lineas puras, encontrandose oportunidad de mejorar la tolerancia rapidamente con
parentales resistentes. Lo mismo se ha hallado para primisulfuron con estudios en
plantulas de lineas endocriadas de maiz (Harms et al., 1990). Afios mas tarde se encontro
un efecto de la condicién alélica de dominancia intermedia o codominancia para
foramsulfuron (Pataky et al., 2008) identificados dentro de los genotipos tolerantes. Los
trabajos de Pataky et al. (2008) y Nordby et al. (2008) fueron realizados estudiando la
segregacion de los caracteres considerados para determinar susceptibilidad en segundas
(F2) y terceras (F3) filiales respectivamente, utilizadas como poblaciones de mapeo. No
obstante, es valioso el analisis sobre lineas endocriadas homocigotas y primeras filiales
(F1) de origen diverso que muestren comportamiento diferencial y de valores intermedios
en cuanto a la susceptibilidad. El hallazgo de distintos grados de variabilidad entre los
grupos sumaria evidencia a la hip6tesis de que mas de un gen podria intervenir en el
mecanismo intraespecifico detras de los diferentes niveles de tolerancia. El tratamiento
simplificado de la herencia de manera cualitativa (locus simple recesivo = susceptible)
tiene una extraordinaria utilidad; siendo un ejemplo la diferenciacion entre genotipos de
maiz homocigotas y heterocigotas resistentes, con el uso de su polen sometido a

clorsulfuron en un probador susceptible conocido y observando la segregacion de esa



progenie (Frascaroli et al., 2000). Sin embargo, este tipo de practicas que actan sobre la
fase haploide solo surten efecto (capacidad de seleccionar) sobre el gen mayor que
relacionados a la metabolizacion del herbicida, pudiendo escapar genes menores de

caracter cuantitativo relacionados a distintos mecanismos de tolerancia de la especie que
definen distintos niveles y tipos de sintomatologia.

Foramsulfuron, como otras sulfonilureas, estan incluidas dentro del grupo de
moléculas metabolizadas por la familia de enzimas citocromo-P450 mono oxigenasa, y
se ha relacionado que la actividad de los antidotos en las formulaciones comerciales se
da sobre esta familia de enzimas (Barret, 1995; Kreuz et al., 1996; Robineau, 1998;
Hatzios & Burgos, 2004; Siminsky et al., 2006; Riechers et al., 2010). Relacionado a
esto, se han encontrado QTLs (del inglés quantitative trait loci) en poblaciones de maiz
derivadasde cruzas susceptibles x tolerantes, ligados a la susceptibilidad a primisulfuron,
nicosulfuron y foramsulfuron que mapean en la misma region del cromosoma 5S donde
ha sido secuenciado un gen codificante para el citocromo P450 (Nordby et al., 2008).

Hasta lo aqui expuesto se puedeapreciar la gran cantidad detrabajos relacionados con
la susceptibilidad a la familia de las sulfonilureas en distintas especies, con
aproximaciones clésicas y exitosas en los diferentes niveles de andlisis (i.e. pruebas de
los distintos principios activos con carbono-14, medicion de dinamica de proteinas
solubles, pruebas de progenie para estudiar heredabilidad del caracter, mapeo de
poblaciones segregantes con QTLS, entre otras). La integracion de estos conceptos es lo
que lleva a analizar la variabilidad de la sintomatologia en diversos parentales de maiz
hibrido en la seccién 3.1, junto con la interaccion en distintos ambientes, y luego
analizando en la seccion 3.2 como las variables meteoroldgicas podrian explicar parte de
dicha variabilidad a la respuesta del herbicida. Para tal fin se analizaran caracteristicas
relacionadas al crecimiento vegetativo y reproductivo, asi como el grado de dependencia
deellas entre si y como es su interaccion con variables ambientales, tales como radiacion,
temperatura y humedad relativa, con la expresion de la tolerancia/susceptibilidad a
Equip® cuya formulacion esta compuesta por foramsulfuron, lodosulfuron metilo Sodio,
y Isoxadifen-etilo en un grupo de lineas y parentales 2 vias usados para la generacion de
hibridos simples y 3 0 4 vias de diferentes fuentes de origen de la empresa Bayer Crop
Science. La finalidad del trabajo reside en investigar en funcion de estos conceptos
integrados y en este marco, como se relacionan el germoplasma y el ambiente post
aplicacion con el manejo del herbicida en la produccion de semilla hibrida de maiz.
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1.4. Sintomatologiacausadapor el herbicida: variacién genotipicay

ambiental

Los sintomas de fitotoxicidad en el cultivo de maiz relacionado al uso de principios
activos de la familia de las sulfonilureas, como nicosulfuron, rimsulfuron, primisulfuron
0 lodosulfuron + foramsulfuron sobre germoplasma sensible, se pueden observar a los
pocos dias de la aplicacion a través de clorosis en el tejido foliar joven, detencion del
crecimiento y acortamiento de entrenudos (Kidnie, 1998; Boerboom, 2005; Shumway y
Scott, 2006). En hibridos de maiz dulce se encontrd gran variabilidad genotipica a la
respuesta de aplicaciones de nicosulfuron y primsulfuron en tejido vegetativo, asi como
en el rendimiento medido en peso de espigas comercializables por superficie y la altura
final (Grey et al., 2000). En otro trabajo realizado sobre hibridos de maiz dulce se
encontré una respuesta cuadratica del rendimiento en grano a dosis crecientes de
nicosulfuron con gran variacion entre afios y entre genotipos (Morton y Harvey, 1992).
A su vez, existen evidencias de problemas de cuaje de granos, reducciones del
rendimiento y malformacion de espigas, dependiendo del momento de aplicacién
(Bunting et al., 2004a).

Especificamente en la produccion de semilla hibrida, se ha encontrado en un grupo de
20 lineas de maiz susceptibles, una reduccion en la altura de la planta y de la altura de
insercion dela espiga que ha limitado el uso denicosulfuron, primisulfuron y rimsulfuron
(Stefanovic et al., 2004 y 2010). Sumado a esto, la limitacion del uso de herbicidas de la
familia de las sulfonilureas por la susceptibilidad del germoplasma ya ha sido reportada
en relacion a sus efectos no solo sobre caracteristicas como altura y rendimiento, sino
también sobre caracteristicas especificas como tamafio, esqueletonizacién y cantidad de
ramificaciones de las panojas y enrollamiento de los estigmas dentro de las chalas
(Nielsen, 2000; Reising-Rechner et al., 2014; Dragicevic, 2017). Estas variables son
claves para la caracterizacion de lineas parentales de maiz hibrido en la industria de
semilla y muestran una clara dependencia genética como ambiental (Arisnabarreta y
Solari, 2017). Por lo tanto, el conocimiento, no sélo del impacto de un herbicida sobre
una variable determinada sino de la relacion entre ellas, es de mucho valor y plantea la
necesidad de su caracterizacion en la industria de semillas.
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1.5. Condiciones meteorolédgicas post aplicacion del herbicida y su

relacion con la sintomatologia

Existe una gran cantidad de conocimiento empirico, como bibliografia cientifica
respecto a la relacion entre el ambiente post aplicacion con el grado de sensibilidad
observada a campo de los distintos herbicidas, medido esto sobre la efectividad del
control sobre diversas especies maleza (blanco) como frente a la tolerancia del cultivo
no blanco. Este balance determinaria el éxito de un determinado producto pero que
resultan validas y Utiles para el entendimiento de las variables ambientales que afectan
la susceptibilidad al herbicida.

Desdeel punto devista de los trabajos realizados con focoen la eficacia de herbicidas,
se encontrd una mayor susceptibilidad con menores temperaturas post aplicacion en
Abutilon theophrasti Medic con un inhibidor dela ALS como thifensulfuron (Zhao et al.,
1990). Opuestamente, en el caso de un herbicida inhibidor de la enzima HPPD (p-
hidroxi-fenil-piruvato-deshidrogenasa) como mesotrione, se encontré que la actividad
foliar fue influenciada por la temperatura post aplicacién, pero cuyo aumento se
correlacioné con menor susceptibilidad, mientras que mayores humedades relativas
aumentaron la susceptibilidad en 5 especies de malezas, siendo la magnitud de los efectos
dependientes de la especie (Johnson y Young, 2002). Por otro lado, se ha encontrado que
herbicidas como cletodim, tralkoxydim (ciclohexanodionas), fenoxaprop-P y quizalafop
(ariloxifenoxipropionatos) aplicados sobre avena y cebada disminuyeron su biomasa
proporcionalmente en mayor magnitud con ausencia de radiacion ultravioleta (UV) en
las horas posteriores a la aplicacion cuando se lo compard con un tratamiento de
exposicién UV de 4 horas post aplicacion, mostrando la gran inestabilidad de este tipo
de moléculas frente a este factor (McMullan, 1996). Contrariamente con glifosato, se
encontro que su eficacia de control disminuye en ausencia de luz en Abutilon theophrasti
Medic (Aaron, 2004).

En trabajos combinados con malezas como Brachiaria platyphylla y maiz hibrido,
donde se evaluaron combinadamente temperatura y radiacion con nicosulfuron, se ha
encontrado que éste se transloco al vastago y se metabolizd6 mas rapido con mayores
temperaturas e irradiancia durante las 72 horas post aplicacién tanto en la maleza como

y en el cultivo (Gallaher, 1999). Adicionalmente, en otro trabajo de evaluacion
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simultanea de maiz hibrido y diferentes malezas sensibles como Solanum nigrumm, S.
halapense D. sanguinalis, E. crus-galli, Chenopodium album y Amaranthus retroflexus
con aplicaciones de rimsolfuron, se hallé que el maiz metaboliz6 rapidamente la
molécula frente a las malezas y que la temperatura tuvo un rol importante en el cultivo,
disminuyendo su vidamedia en el vastago y la raiz al aumentar de 10 a 30 °C en las horas
posteriores a la aplicacion (Koeppe, 2000). En relacion con trabajos enfocados
exclusivamente en la tolerancia del cultivo, se ha hallado una mayor pérdida de materia
seca a los 14 dias posteriores a la aplicacion de rimsulfuron frente al control a medida
que aumenta la temperatura y la humedad relativa para hibridos de maiz, asi como una
triple interaccion genotipo x Temperatura x Humedad Relativa (Fuentes y Leroux, 2002).
En trabajos recientes se observd un mayor efecto de foramsulfuron (entre varios

herbicidas evaluados) sobre Eleusine indica con mayores valores de déficit de presion de
vapor cuando el cultivo tiene adecuada disponibilidad hidrica (Shekoofa et al., 2020).

En resumen, se puede apreciar una serie de trabajos de estudio sobre herbicidas
inhibidores de la ALS donde ponderan el efecto de variables ambientales sobre sobre el
cultivo y la maleza blanco, asi como un unico antecedente focalizado exclusivamente en
el cultivo. Asimismo, estos se mencionan a la radiacién, a la temperatura y a la humedad
relativa como factores importantes en relacion con el impacto del herbicida en genotipos
con algun grado de susceptibilidad. Finalmente, como valor adicional se desprende el
valor de considerar al déficit de presion de vapor, combinando temperatura y humedad

relativa, como variable adicional de interés en un marco de adecuada disponibilidad
hidrica edéfica.

1.6. Objetivos e hipodtesis de trabajo

El objetivo general de esta tesis es estudiar caracteristicas relacionadas al crecimiento
vegetativo y reproductivo en lineas endocriadas y parentales 2-vias utilizados en la
produccion de semilla hibrida y su interaccion con diferentesambientes con la aplicacién

en post emergencia de un herbicida del grupo de inhibidores de la ALS.

La hipotesis general es que existe una menor susceptibilidad al herbicida en
germoplasma 2 vias que en las lineas puras, pero con diversidad de su respuesta dentro

de cada uno de estos grupos segun su grupo de madurez y origen (Tropical, Subtropical
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o Templado), y que dicha respuesta se encuentra condicionada por variables ambientales

post aplicacion como la temperatura, la radiacion, la humedad relativa y el déficit de
presion de vapor.

Los objetivos especificos que se desprenden son (i) analizar la respuesta en tejido
vegetativo, la fenologia, afecciones en drganos reproductivos, la altura de planta a
floracion y el rendimiento frente a la aplicacion del herbicida en los distintos genotipos
y ambientes de evaluacion, (ii) estudiar la correlacion de la respuesta entre variables
vegetativas y reproductivas, y (iii) profundizar acerca de que variables ambientales tienen
mayor impacto en la respuesta a la aplicacion del herbicida en los distintos parentales de
maiz hibrido.

Las hipotesis particulares que se desprenden de estos objetivos especificos son que
() hay distinta respuesta al herbicida con relacion a las caracteristicas vegetativas y
reproductivas exploradas para los distintos genotipos y ambientes, (ii) existe una
asociacion entre el mayor dafio foliar observado en el periodo post aplicacion, con una
menor altura de planta a floracion y el rendimiento, y (iii) existe mayor probabilidad de
hallar impacto en tejido vegetativo y 6rganos reproductivos ante condiciones de menor
humedad relativa, mayor déficit de presion de vapor, mayor amplitud térmica y menor
radiacion durante los 21 dias posteriores a la aplicacion del herbicida
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1. Descripcion general de los experimentos

Con el fin de llevar a cabo los objetivos planteados, el ensayo se llevo a cabo en 18
ambientes dados por distintas fechas de siembra y localidades del pais, desde la provincia
de Catamarca hasta el sur de la provincia de Buenos Aires, con el fin de explorar un
amplio rango de variabilidad ambiental. Los datos obtenidos en la presente tesis fueron
recolectados en experimentos conducidos por el area de Investigacion para la Produccién
de Bayer Crop Science de Argentina. Se realizaron en cuatro camparfias agricolas desde
2006-2007 hasta la campafia 2009-2010, segun se detalla en la Tabla 1 donde se agrupan
las variables evaluadas respecto a severidad post aplicacion, Fenologia, Rendimiento y
Altura de planta. Cabe aclarar que al mencionar “notas de severidad post aplicacion” en
todos los andlisis y discusiones del trabajo, se hace referencia especificamente a notas de
evaluacion de dafio en tejido vegetativo causado por el herbicida segun la escala detallada

en la Figura 9 de la seccién 2.3.1.

Tabla 1. Detalle general sobre los ambientes explorados, germoplasma, y variables evaluadas
en los experimentos conducidos para el proyecto. Tr: germoplasma subtropical/tropical, Te:
germoplasmatemplado. Sev 7, Sev 14y Sev 21 refieren a las notas de severidad medidasa los
7,14y 21 dias post aplicacion del herbicida.

Informacion general sobre el ambiente de evaluacion Tipo de Informacion general de tipo de variable evaluada
Campafia agricola gemoplas -
Locdlidad Provincia Fechade  6ud Latitad Longitd Taadn Severidad post | logia Rendimiento T 0€
siembra evalu aplicacion planta
Puerta Grande, Catamarca 20-lul 405 2279 654 Tt Sev7 Sev 14, 8ev2l  Si Si Si
Quines, San Luis 17-Ago 475 -322 650 Tr+Te Sev7 Sevl4Sev2l  Si Si Si
20062007 Rojas, Buenos Aires 21-Oct 720 -2 600 Te Sev . Sev 14, Sev 21 Si Si Si
Fanandez Santiago delEstero  29-Ago 154 2270 <630 Tr Sev . Sev 14, Sev 21 Si Si Si
Carmen, SantaFe 20 113 33T -6L9 Te Sev7 Sev 14, 8ev2l  Si Si Si
Carmen, SantaFe 11-8ep 113 -337 619 Te Sev7 Sev 14, 8ev2l  Si Si Si
Puerta Grande, Catamarca 2-Ago 405 279 654 Tr SevT. Sev 14, Sev 21 S S S
20072008 Carmen. SantaFé 22-8ep 13 -337  -6L9 Te SevT. Sev 14, Sev 21 S S S
Villa Dolores, Cordoba 6-Sep 41 318 654 Tr+Te Sev7. Sev 14, Sev 21 S S S
Villalonga, Buenos Aires 1-0ct 42 -318 -654 Te Sev . Sev 14, Sev 21 S S S
Puerta Grande, Catamarca 1-Ago 05 279 654 T Sev . Sev 14, Sev 21 S No No
20082009 Villa Dolores, Cordoba 3l-Ago 442 318 654 Tr+Te Sev7. Sev 14, Sev2l S No No
Rojas, Buenos Aires 6-Sep T2 -2 609 Te Sev . Sev 14, Sev 21 S No No
Villalonga, Buenos Aires 11-0ct 442 -318 654 Te Sev . Sev 14, Sev 21 S No No
Puerta Grande, Catamarca 28-Tul 05 279 654 T Sev . Sev 14, Sev 21 S No No
20093010 Villa Dolores, Cordoba 1-8ep 41 318 654 Tr+Te Sev7. Sev 14, Sev2l S No No
Rojas, Buenos Aires 12-Sep 20 -2 609 Te Sev 7. Sev 14, Sev 21 S No No

Cuamini, Buenos Aires 14Ot 182 -371 617 Te Sev 7, Sev 14, Sev 21 Si No No
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El germoplasma evaluado comprendié diferentes parentales usados para la produccion
de semilla de la empresa Bayer, clasificandose, por un lado, en funcién a su programa /
madurez relativa en; Templados (origen: Argentina, Sudafrica y Estados Unidos),
Subtropicales (origen: Brasil, Argentina y Sudafrica) o Tropicales (origen: México,
Brasil, Tailandia y Filipinas), y por otro lado, por su conformacion; 1x - material simple
de una via o material 2x que corresponden a una F1 relacionados a la produccion de
hibridos 3 vias o0 4 vias que por lo tanto presentan cierto grado de heterosis (entendida
bajo la definicion de Shull, 1948). Todos los grupos de genotipos incluyen materiales del
grupo heterético machos (i.e. polinizadores) y hembras (i.e. productores de semilla)
desde el punto de vista del cruzamiento (Tabla 2). De acuerdo con los genotipos
normalmente sembrados en cada region, los ambientes fueron clasificados como zona
norte (localidades de testeo de genotipos tropicales y subtropicales; Tr), de transicién
(localidades de testeo de todos los tipos de germoplasma; Tr + Te) y templada

(localidades de testeo de genotipos templados; Te).

Tabla 2. Detalle de lossitios de evaluacion incluyendo, densidad, tamafio de parcela (largo y

distanciamiento entre surcos), repeticiones y la cantidad de parentales evaluados por tipo de

germoplasma.
Campafa Caracteristicas del ensayo por ambiente de evaluacion Cantidad de genotipos por grupo de germoplasma
agricola Localidad. Provincia Densidad  Largode  Distanciamiento ~ Tropical Tropical Subtropical Subtropical Templado Templado
' (plm®)  parcela(m) entre surcos (cm.) 1x 2X 1x 2X 1x 2X
Puerta Grande, Catamarca 80 7 70 3 17 21 8 10
Fernandez, Santiago del Estero 80 7 70 3 19 21 9 12
. . *
2006.2007 Quines, San Luis 80/90 7 70 3 18 21 8 10 20
Rojas, Buenos Aires 90 7 70 3 68 15
Carmen, Santa Fé 1 90 7 70 3 29 12
Carmen, Santa Fé 2 90 7 70 3 30 12
Puerta Grande, Catamarca 80 6 70 3 25 25 14 6
2007-2008 Villa Dolores, Cérdoba 80 6 70 3 43 31 31 9 50 15
Carmen, Santa Fé 90 6 70 3 81 15
Villalonga, Buenos Aires 90 6 70 3 80 15
Puerta Grande, Catamarca 80 6 70 2 17 9 7 1
Villa Dolores, Cordoba 80/90* 6 70 2 19 10 8 1 1
2008-2009
Rojas, Buenos Aires 90 6 52 2 23
Villalonga, Buenos Aires 90 6 52 2 25
Puerta Grande, Catamarca 80 5 70 2 60 16 16 7
. . *
20092010 Villa Dolores, Cordoba 80/90 5 52 2 65 15 22 3 6
Rojas, Buenos Aires 90 5 52 2 112
Guamini, Buenos Aires 90 5 52 2 86

* 80 para materiales tropicales o subtropicales y 90 para templados
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2.2. Disefio experimental y descripcion de los tratamientos

Los experimentos fueron llevados a cabo siguiendo un disefio en bloques completos
al azar con un arreglo espacial en parcelas divididas con tres repeticiones para las
campafas 2006-2007 y 2007-2008, mientras se utilizaron dos repeticiones para el resto
de las temporadas. La unidad experimental consistié en parcelas de un surco con largos
de 5,6 0 7,0 metros distanciadosa 70 0 52 cm dependiendo del germoplasma y sitio de
evaluacion detallado en la Tabla 2. La densidad de siembra fue de 11 plantas (pl.) / m2y
se realizé un raleo entre V2 'y V3 para llegar a una densidad final de 8 pl. / m? para los
genotipos tropicales o subtropicales y de 9 pl. / m2 para germoplasma templado (Tabla
2). Los tratamientos resultaron de la combinacion de los distintos niveles de herbicida en
la parcela principal, habiendo un control sin aplicar y otro aplicado con la dosis
recomendada de marbete de Equip WG® en combinacién con cada genotipo parental de
maiz de distinto origen en la subparcela. El herbicida aplicado consistio en una
formulacién en granos dispersables compuesta por foramsulfuron 30% + iodosulfuron
metilo sodio 2% + isoxadifen-etilo 30% a razén de 120 g/ ha + 1600 cm? / ha de éster
metilico de aceite de soja 85% (p/p) + 2 kg / ha de sulfato de amonio. El herbicida fue
aplicado entre V4 y V6 (Ritchie et al., 1986) con mochila de CO2 o cuatriciclo
pulverizador (Figura 7) con un caudal constante entre 120 a 140 | / ha, pastillas de abanico
plano a 30 cm por encima del canopeo y a una presion de trabajo de 2 a 2.4 bares. Todos
los experimentos fueron mantenidos libres de malezas, plagas y enfermedades, sin
restricciones hidricas ni nutricionales. En todos los experimentos se incluyd un testigo
de conocida susceptibilidad al herbicida para verificar la eficacia de la aplicaciéon del
herbicida (Figura 8).

En cada localidad se registraron variables ambientales mediante estaciones
meteorolégicas automaticas (Davis® e Imetos de Pessl Instruments®) instaladas en cada
localidad. Circunstancialmente, en ausencia de datos en algtn lapso debido a fallas en la
medicion de las estaciones experimentales, se complementaron las variables ambientales
con datos meteorolégicos de la NASA (POWER Data Access Viewer v1.1.1)
(Stackhouse et al., 2018). Para asegurar consistencia entre ambas fuentes se validaron
series de datos solapadas de las estaciones meteoroldgicas con la base anteriormente
mencionada, verificando relaciones 1:1y coeficientes dedeterminacion siempre mayores
a0.8.
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Figura 7. Cuatriciclo pulverizador de 4 picos. El equipo se desplaza por pasillos laterales a
las parcelas para la aplicacion del producto.

Figura 8. Parcela experimental mostrando un genotipo muy susceptible al herbicida (testigo
de susceptibilidad). Imagen de ensayo de Villalonga, Bs, As, de campafia 2009-2010.



2.3.Variables respuesta

2.3.1. Severidad del dafio post aplicacion en tejido vegetativo

18

Como método de evaluacién de la sintomatologia en el crecimiento vegetativo se

utilizd una escala visual de severidad del dafio (Sev), siendo 1 = plantas sin sintomas

visibles, 2 = plantas con amarillamiento y acortamiento de entrenudos moderado, 3 =

plantas con amarillamiento y acortamiento de entrenudos severo y 4 = plantas muertas

(Figura 9). El registro de la sintomatologia se realiz6 a los 7, 14 y 21 dias post - aplicacion

del herbicida. Estos momentos de lectura se basan en trabajos previos realizados con este
herbicida y cultivo (Bunting et al., 2004a y 2004b; Pataky et al., 2008). Las mediciones

de sintomatologia se tomaron en las parcelas aplicadas como en el tratamiento control

para evitar confundiren los analisis caracteristicas ocasionalmente relacionadas a efectos

por endocria de los parentales.

Nota de Severidad = 1

Nota de Severidad =2 Nota de Severidad =3

Nota de Severidad =4

Figura 9. Escala de severidad de dafios post aplicacion con imagenes de ejemplo para cada

nota.
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2.3.2. Fenologia y afecciones sobre tejido reproductivo

El momento de aparicion de estigmas (S50) y antesis (P50) se registr6 como la fecha
en que el 50 % de las plantas dentro de cada parcela comenzaron con la emisién de
estigmas y polen respectivamente. El tiempo térmico acumulado (°C dia) a S50 y P50
fue calculado como la sumatoria de °C diarias desde siembra a S50 o P50, usando una
temperatura base de 10 °C y maxima de 30 °C (Gilmore, 1958).

En antesis se registrd (i) la cantidad de polen emitido por las panojas (POL), alrededor
de media mafana, utilizando una escala visual de 1 a 9 (1 = mucho polen; 9=poco polen)
(Figura 10.a), (ii) el tamafio de las panojas (TSZ), utilizando una escala visual del a 9
(1 = panojas muy grandes y ramificadas; 9 = panojas muy pequefias sin ramificaciones,
Figura 10.b) y (iii) el grado de esterilidad o atrofia de las espiguillas masculinas (i.e.
esqueletonizacion SKLP), evaluando la proporcion de las panojas sin espiguillas
desarrolladas en relacién a la superficie total de la panoja (Figura 10.c), y el nimero de
plantas dentro de cada parcela que manifiesten dicho caracter en relacion con el total de
plantas dentro de la parcela. Los valores de intensidad y frecuencia fueron ingresados a

la matriz de la Tabla 3 para consolidarlos en una escala de1 a9.

Tabla 3. Parametros de referencia paratomar la variable de esqueletonizacion de panoja

(SKLP) en funcion a la intensidad y la frecuencia observadaen la parcela.

Intensidad
KPP T3 456 78 9
1111111111
2111111222
sl3111122233
S|4111223344
S|5112233445
&’611233455
71223455
8123445
912345
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A su vez, en antesis se midid (i) la densidad de plantas por parcela para corroborar
que la densidad fuese homogénea y cercana a la establecida en todas las unidades
experimentales, y (ii) el apelotonamiento de estigmas (SLBR), mediante una escala
visual de1 a9 (1 = todoslos estigmas emergidos - ausencia de estigmas enrulados dentro
de las chalas; 9 = ausencia de estigmas emergidos — estigmas completamente enrulados
dentro de las chalas) (Figura 10.d).

a) Ejemplo nota 1 para
cantidad de polen (POL)

¢) Intensidad para evaluar
esqueletonizacion de panoja (SKLP)

d) Enrulamiento de estigmas (SLBR)

Figura 10. Escalas utilizadas para; a) Cantidad de polen (POL), b) Tamafio de panoja (TSZ), ¢)
Intensidad de esqueletonizacion (SKLP) y d) enrulamiento de estigmas (SLBR).

2.3.3. Altura de planta y rendimiento

La altura de planta (Alt, cm) se registro en antesis (P50) midiendo la distancia desde
la superficie del suelo hasta la punta de la ramificacion principal de la panoja. A su vez,
el rendimiento en grano o semilla (Rend, kg / ha) se estimo através de la cosecha manual
detodas las espigas dentro de una unidad experimental, su desgrane y medicion de peso

y humedad con posterior ajuste a 12.5% con una balanza Kretz Delta Digital ECO2®y
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computador de analisis de granos DICKEY -John® GAC2100 para determinacion de
humedad. Para lograr contar con datos balanceados, la altura de planta en antesis y el
rendimiento s6lo se consideraron en las campafias agricolas 2006-2007 y 2007-2008
(Tabla 1).

2.4.Variables meteorologicas post aplicacion del herbicida

Las variables meteoroldgicas fueron medidas desde siembra a floracion para el calculo
de unidades térmicas diarias y para evaluar las condiciones de los 2 dias posteriores a la
aplicacion (condiciones inmediatas relacionados a la absorcion sin coincidencia con el
momento de lectura de severidad) asi como los 7, 14 y 21 dias post tratamiento del
herbicida (condiciones relacionados a la detoxificacion coincidente con los lapsos de las
lecturas de severidad). La razon de los periodos evaluados fue seleccionada en funcion
del entendimiento de los mecanismos iniciales de respuesta y los de detoxificacion
posteriores a la aplicacion en base a los resultados de la dindmica de severidad, siguiendo
aproximaciones similares a las de Brankov et al., 2014 y Dragicevic et al., 2018. Las
variables meteoroldgicas fueron registradas con una frecuencia horaria y a partir de
dichos registros se calcularon; i) la radiacion incidente media diaria (Rad Inc.) en Kw/m?,
i) la humedad relativa promedio diaria (HR) en %, iii) la temperatura minima absoluta
(Tmin) y temperatura maxima absoluta (Tmax) diaria en °C, iv) la amplitud térmica
diaria como la diferencia entre Tmax y Tmin, v) el Déficitde Presion de Vapor promedio

diario (DPV) a partir de HR, Tmax y Tmin basado en el método de Allen et al., FAQ,
1998 (férmulas 12 y 19) y expresado en mmHg.

2.5. Analisis de los datos

Para analizar el grado de sintomatologia de los distintos genotipos evaluados mediante
las notas de severidad post aplicacion, se realizd6 un modelo general linealizado (MGL)
para variables binarias con una regresion logit (Berkson, 1953) en el cual se consideraron
como efectos fijos al tratamiento del herbicida (parcela principal), tipo de germoplasma

(subparcela) y su interaccion, mientras que se especificaron como efectos aleatorios al
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ambiente, y la combinacion de afio y localidad, mientras que los bloques se asignaron
como sitios dentro de ambiente. Para poner a prueba las hipotesis planteadas en el
capitulo 1.6 se realiz6 la prueba LSD de Fisher con un valor o de 0.05. Para definir una
respuesta binaria se considerd a los valores de severidad 1y 2 como los casos sin
afecciones significativas, mientras que los valores de 3 y 4 se los consider6 como casos
de afecciones significativas. Se ejecutd el modelo para cada momento de medicion de
severidad por separado (i.e. a los 7, 14 y 21 dias post aplicacion del herbicida).
Posteriormente, para la interpretacién de la asociacion entre los sitios de testeos y las
diferentes notas, se realizd un andlisis de correspondencia multiple (ACM) (Benzécri,
1979) de las parcelas tratadas con el herbicida dentro de cada zona de testeo (i.e. norte
(Tr), transicion (Tr + Te) y templada (Te)). Como parametros de diagnostico del ACM
se consideraron principalmente a la masa y ala inercia relativa delos valores de las notas
y cada fuente de variacion. Siendo la masa relativa la frecuencia relativa de determinado
valor en el caso de la severidad o de un nivel deun factor frente al resto en el caso del
criterio de clasificacion, mientras que la inercia relativa es la suma ponderada de las
distancias entre los puntos-fila y su centro de gravedad usando como ponderacion a la

masa de cadapunto-fila relativo al totaly serd mayor entre mas se aleje de las frecuencias
de la condicién de independencia.

Para las variables medidas S50, P50, SBLR, TSZ, POL, SKLP, Alt y Rend se utilizd
un modelo general lineal por maxima verosimilitud restringida (RELM) de efectos
mixtos, especificando al ambiente (combinacion afio y localidad) y la repeticion como
componentes aleatorios, asi como al tratamiento de aplicacion (parcela principal) vy al
tipo de germoplasma (subparcela) como variables de clasificacion fijas. Para comparar
el nivel de significancia de los tratamientos se realizd una prueba t de student con un
valor o de 0.05. Por otro lado, las agrupaciones de germoplasma y ambientes definidas
por rendimiento y altura de planta se hicieron mediante metodologia de Ward (1967)
graficado mediante dendogramas de 2 vias (JMP® 14.1. - SAS, 2018) con los valores
relativos medios y normalizados de la parcela tratada frente al control para el
germoplasma Templado por un lado y para el Tropical/Subtropical por el otro. Cuando
se realizd este analisis la localidad de Quines fue excluido el germoplasma templado por

tener un muy alto desbalance de genotipos.

Para la agrupacién de ambientes por sus variables meteoroldgicas se siguié la

metodologia de agrupamiento Ward (Ward, 1963), considerando todas las variables
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ambientales normalizadas Y, a su vez, se procedi6 a realizar un analisis de componentes
principales (SAS, 2018) para entender la correlacién entre dichas variables
meteoroldgicas con la altura y el rendimiento con y sin la aplicacion del herbicida para 4
lapsos de tiempo; 2, 7, 14 y 21 dias post aplicacion del herbicida. Adicionalmente, se
procedi6 con un analisis de correlaciones lineales multiples (SAS, 2018) entre las mismas
variables respuesta de rendimiento y altura a floracion frente a cada variable
meteoroldgica de los 4 periodos, comparando como se comportaron dichas correlaciones
bajo los 2 tratamientos. So6lo se incluyeron aquellos casos donde se hallaron sintomas de
fitotoxicidad post aplicacion sobre tejido vegetativo mayores a 1 y menores a 4. Tanto
para el analisis de componentes principales como el de correlaciones multiples se
utilizaron las medias de Alt. y Rend. obtenidas de las medias por minimos cuadrados del
modelo mixto donde se computaron todas las fuentes de variacién. Los 2 pasos antes
mencionados tuvieron como objetivo disminuir al maximo el desbalance de

germoplasma susceptible entre localidades y, por ende, evitar sesgar el analisis.

Los andlisis de los datos se realizaron mediante el programa Infostat® (Di Rienzo et
al., 2008) con los paquetes basados en R (libreria Ime4) para los MGL para variables
binarias, con JMP® 14.1. (SAS, 2018) para modelos lineales mixtos con método RELM
para las variables continuas y los ACMs de severidad. Las graficas de dendogramas y
barras combinadas con lineas se hicieron con los programas TIBCO Spotfire® a partir de
las salidas de JMP® 14.1.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Sintomatologiacausada por el herbicida: variacién genotipicay

ambiental

3.1.1. Severidad del dafio post aplicacion en tejido vegetativo

Como control de calidad de las aplicaciones, se verificd que los testigos de conocida
susceptibilidad (susceptibles y tolerantes) fueran afectados por el herbicida con valores
de severidad de 4 en caso del susceptible y 1 en el tolerante. En términos generales, fue
observada la aparicién de sintomatologia del dafio tipicos de los inhibidores de ALS (gj.
acortamientos de entre nudos y/o clorosis) durante todos los afios de testeo y en todos los
experimentos conducidos, a partir de los 7 dias post aplicacion. Al mismo tiempo, la
observacion de manera objetiva e independiente mostrd ser efectiva ya que en los
controles sin aplicacion se observaron a través de los afios, en muy baja frecuencia,
fenotipos con caracteristicas que llevaron a clasificar parcelas con valores mayores a 1 e
incluso a2 (Figura 11). Como segundo punto, se procedié a analizar el conjunto de datos
a través de un cuadro de proporciones y conteo de transiciones de evaluaciones para
comprender cudl es la relacion y dindmica entre las notas tomadas a los 7, 14 diasy 21
dias. En relacion con esto, se observé una mayor proporcion de casos que mantuvieron
el mismo valor de severidad a los 14 y 21 dias post aplicacion (69 a 83%) que desde los
7 a los 14 dias (11 a 67%) (Tabla 4). Por otro lado, se observo que las parcelas con
sintomatologia leve a los 7 dias post aplicacion se recuperaron en un 41% de los casos
sin presencia de sintomatologia a los 14 dias.
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Tabla 4. Cantidad y porcentaje de transiciones de notas de severidad desde la lecturahechaa
los 7 dias a la realizadaa los 14 dias y desde la relevada a los 14 diasa la realizadaa los 21 dias
post aplicacion del herbicida. Fondo amarillo indica mantenimiento de la nota, verde esuna

disminucion de la severidad y naranja un aumento en la severidad

Cantidad y porcentajes de transiciones de notas desde los 7 a los 14 dias

Cantidad de casos Porcentaje de casos
A: 1 2 3 4 A: 1 2 3 4
de 1 1126 363 36 0 de 1 42%  11% 8% 0%
de 2 1103 2158 139 18 de 2 4% 67% 30% 20%
de 3 463 696 288 63 de 3 17% 22% 62%  69%
de 4 0 0 0 10 de 4 0% 0% 0% 11%

Cantidad y porcentajes de transiciones de notas desde los 14 a los 21 dias

Cantidad de casos Porcentaje de casos
A 1 2 3 4 A 1 2 3 4
de 1 2374 288 27 0 de 1 69% 12% 6% 0%
de 2 1038 2052 123 5 de 2 30% 83% 29% 4%
de 3 15 146 271 27 de 3 0% 6% 64% 22%
de 4 0 0 0 91 de 4 0% 0% 0% 74%

Se hall6 una interaccion significativa (p < 0.05) detipo de germoplasma x tratamiento
del herbicida para la severidad medida en los tres momentos de medicion (7, 14y 21
dias) y la probabilidad de hallar el tipo sintomatologia severa (>2) en el control fue casi
nula por la aparicion de afecciones relacionados exclusivamente al genotipo (Figura 11).
Adicionalmente, se observd que los genotipos subtropicales y tropicales 1x fueron los
que tuvieron la mayor probabilidad de tener sintomatologia severa (>3) con la aplicacion
del herbicida, y en menor medida los templados 1x que, asimismo, mostraron una
evidente recuperacion en la segunda y tercera lectura de severidad frente a la primera
(Figura 11). En relacion con los genotipos 2x, estos mostraron menor probabilidad de
tener afecciones significativas frente a los 1x y notablemente los subtropicales y
templados de este grupo tuvieron una recuperacion equiparandose a los controles a los
21 dias de la aplicacion (probabilidad nula de hallar sintomas severos), mientras que los
tropicales mostraron una probabilidad diferencial frente al control incluso en la Gltima

medicion.



26

S
<
-
0, . a a) 7 dias
4% i
a aa @ b) 14 dias
20% a b b g 8 .L‘W:l(iiﬂs
, d E N

Probabilidad de sintomatologia severa
o=

a) 7 dias

by 14 dias
c) 21
)
byl
c) 21
)
)1
©) 2
)
1
.
)
1
.
)
by 14 dias
1
>
1
1
)
1

1%
2x
1x
1x
2x
1x

]

Templado
Templado

Templado
Tropical 1x b

Subltropical
Subtropical
Tropical 2x by
Subtropical
Subtropical
Tropical 1x
Tropical 2x b

ALS
ol

Contr

Tratamiento de aplicacion y tipo de germoplasma

Figura 11. Probabilidad de tener valores de severidad significativos (Sev>3)alos 7, 14y
21 dias post aplicacién para los diferentes tratamientos (Control: sin aplicar, ALS: aplicacién
del herbicidaen V4) y grupos de genotipos. Letras similares indican ausencia de diferencias
significativas (p > 0.05) mediante prueba LSD de Fisher dentro de cada momento de
aplicacion.

El analisis de correspondencia multiples (ACMs) permitié identificar la variabilidad
de la severidad en funcién al ambiente de evaluacion, organizados por zonas, norte, de
transicion y templada (Figuras 12, 13 y 14). Los valores de masa relativos ACM
relacionados al tamafio de las figuras y especificados en las leyendas de cada gréfica,

ayudan a entender la frecuencia relativa de la categoria dentro del conjunto de datos.

En lo que respecta a la zona norte de evaluacion (Figura 12), se observo concentracion
de notas de alta severidad (3) en la localidad de Puerta Grande en 2007 y 2008, muy
asociado ala notade los 7 dias y en contrastante con los afios 2009 y 2010, manifestando
este caracter una gran variacion interanual. Asimismo, hay masas relativas semejantes
entre notas moderadas (2) y severas (3), lo que indica frecuencias de notas semejantes
entre si, pero clara diferenciacion en las situaciones donde se relevaron (germoplasma y
ambientes de evaluacion). Por otro lado, se observa una asociacion entre las notas de
severidad moderadaen la localidad de Ferndndez en Santiago del Estero y Puerta Grande
en 2007. A su vez, existe también una asociacion entre las notas de los 14 y 21 dias post

aplicacion con valores 1, muy ligadas a los genotipos 2x contrastantes con la de los 7
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dias. Es importante destacar que a la relacién de la severidad causada por el herbicida
con el germoplasma (también analizado en la Figura 11), se le suma un componente
relacionado al sitio de testeo en los mismos rangos de aporte de variabilidad; un ejemplo
para observar esto es alta frecuencia denotas “1” no solo asociados a genotipos tolerantes
2X y a notas tardias por recuperacion, sino que también a condiciones particulares de
Puerta Grande en 2010 (Figura 12).
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Figura 12. ACM para la zona de evaluacion Norte, representando los criterios de
clasificacién en diferentes combinaciones de formas y colores (cuadrados azules = Ambiente,
Circulos amarillo = Momento de medicion, Pentagonos negros = Nota y triangulos verdes =
tipo de germoplasma), el tamafio representa la Masa relativa del valor.

En lo que respecta a la zona de transicion (Figura 13), se observa una relacién entre
las notas severas con el momento de 7 dias de evaluacion, contrastante con las notas de
los 14 y 21 dias asociadas menor severidad por lo que la dinamica de recuperacion
coincidente con lo detallado en la Tabla 4. Asimismo, se observa una asociacion entre
las notas 1 con sitios especificos como 2010VillaDolores contrastando con el mismo
lugar en otro afio, como el caso de 2009VillaDolores con mayor asociacion a notas 3, lo
que refuerza la necesidad del entendimiento del componente ambiental asociado a los
diferentes afios de evaluacion diferencia de la zona norte, en la zona de transicion hay

una mayor masa relativa en la nota 2 frente a la 3, indicando menores afecciones
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generales en esta zona relacionado al tipo de germoplasma menos susceptible (inclusion

de genotipos templados) y reforzando la asociacion con el germoplasma 1x tropical y

subtropical de las notas més altas de la Figura 12.
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Figura 13. ACM para la zona de evaluacion de transicién, representando los criterios de
clasificacion en diferentes combinaciones de formas y colores (cuadrados azules = Ambiente,
Circulos amarillo = Momento de medicion, Pentdgonos negros = Nota y triangulos verdes =

tipo de germoplasma), el tamafio representa la Masa relativa del valor.

Por ultimo, en lo que respecta a la zona templada de testeo (Figura 14), se observo

que la masa relativa de notas (frecuencia relativa al total) se concentré sintomatologia

moderada (2) y leve (1) con gran parte de la variabilidad no asociada al germoplasma o

al sitio de evaluacion. La limitada relacion con el sitio de evaluacion y la nota que se

observa estd dada por correspondencia entre 2008Villalonga y 2008Carmenl con notas

de severidad 2 mayor que frente a las notas 1. Asimismo, se encontré menor variabilidad

general producto de la ausencia de sintomatologia severa (Sev = 3) en germoplasma

templado.
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Figura 14. ACM para la zona de evaluacion Templada, representando los criteriosde
clasificacion en diferentes combinaciones de formas y colores (cuadrados azules = Ambiente,
Circulos amarillo = Momento de medicion, Pentagonos negros = Nota y triangulos verdes =
tipo de germoplasma), el tamafio representa la Masa relativa del valor.

3.1.2. Fenologia y afecciones sobre caracteristicas reproductivas

En relacion con el impacto del herbicida sobre la fenologia y caracteristicas
reproductivas, es importante dividir el analisis en relacion con caracteristicas de
importancia para un parental que acttia como receptor (i.e. S50 y SLBR) o como emisor
de polen (i.e.P50, POL, SKLPy TSZ).

Se hallé una interaccion significativa entre el herbicida y el tipo de germoplasma

(valor-p < 0.0001) para las unidades térmicas acumuladas hasta que la parcela alcanzo el
50% de plantas con estigmas visibles (S50) (Figura 15).
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Figura 15. Unidades térmicas acumuladas a 50% de floracion femenina (S50) para cada
combinacion detipo de germoplasmay tratamiento. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas para la prueba t de student (p <0.05).

Si bien la aplicacion con el herbicida provocd una demora de 10 a 20 °C.dias al
momento en el que se llega a 50% de emision de estigmas en los genotipos subtropicales
1x y tropicales 1y 2x, estas diferencias no son significativas en términos agronémicos.
Por otro lado, no se observé un cambio significativo en los genotipos subtropicales 2x,
templados 1x, y templados 2x (Figura 15). La respuesta de los genotipos subtropicales
1x y de los tropicales 1y 2x, se condice con lo hallado previamente con la mayor
proporcion de notas severas frente a la aplicacion del herbicida (Figura 11). Sin embargo,
los genotipos tropicales 2x, si bien mostraron una sintomatologia en el tejido foliar menor
que la de los genotipos templados 1x, cuando se les aplicd el herbicida manifestaron
diferencias significativas en el S50 con la aplicacién mientras que los templados no la
tuvieron (Figura 15).

Al analizar el enrulamiento de estigmas (SLBR), no se observaron diferencias
significativas entre el control y el tratamiento aplicado con herbicida ni en interaccion
con el germoplasma, hallandose solo diferencias relacionadas exclusivamente al

germoplasma, observandose que los genotipos subtropicales 1x tuvieron mayor
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incidencia frente al resto (valor-p 0.05) (Figura 15). Cabe destacar que el ambiente
contribuyd a mas del 30% de la variabilidad de SBLR (Figura 16).
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I ! I I plé !
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Figura 16. Enrulamiento de estigmas (SLBR) para los diferentes grupos de germoplasma,
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas para la pruebat de student (p

<0.05).

Con relacion al tiempo térmico acumulado a antesis (P50) se encontrd una interaccion

significativa entre el herbicida y el tipo de germoplasma (p < 0.0001) (Figura 17).

1020

1000

980

960

P50 (°C.dia)

900

860

840

820

L e —

a

c | | | | 1008.07 be

99361 | | 1 i
[_][983‘681 i | | | | | o073

! | f f
e

e

83148
825.85 |

Formas

[ subtropical 1x

-| (D Subtropical 2x

€ Templado 1x
A Templado 2x
'V Tropical 1x
<] Tropical 2x

Colores

Q@ ALS
@ Control

ALS Control ALS Control ALS Control ALS Control ALS Control ALS Control
Subtropical 1x  Subtropical 2x Templado 1x Templado 2x Tropical 1x Tropical 2x

Tipo de germoplasma y tratamiento

Figura 17. Unidadestérmicas acumuladas a 50% de floracion masculina (P50) para cada

combinacion de tipo de germoplasmay tratamiento. Letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas (p <0.05).
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El herbicida demord el momento en el que se llega a 50% de emisién de polen en los
genotipos subtropicales 1x y tropicales 1x coincidente con la respuesta observada en la
evaluacion de severidad en periodo vegetativo (Figura 11) y tambien en linea con lo
observado en S50 (Figura 15) a excepcion de los genotipos tropicales 2x que, en cambio,
no mostraron diferencias con la aplicacion para P50 y si para S50. Como fuera
mencionado anteriormente para P50, el tratamiento de herbicida no afect6 de forma
significativa en términos agronémicos el momento de antesis.

La cantidad de polen (POL) no fue afectada significativamente (p>0.05) producto de
la aplicacion del herbicida, mientras que si hubo un efecto significativo por el
germoplasma (Valor-p <0.05) (Figura 18).
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Figura 18. Cantidad de polen (POL) para los diferentes grupos de germoplasma, Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas parala pruebat de student (p <
0.05).

Contrariamente, tanto TSZ como SKLP fueron afectados significativamente (p<0.05) por
el tratamiento de aplicacion delherbicida, asi como por el germoplasma (Figura 19y 20),
pero no se observo una interaccion significativa entre estas fuentes de variacion (Valor-
p >0.05). El herbicida produjo una disminuciéon del tamafio (Figura 19) y aumento
significativo de la esqueletonizacién de las panojas (Figura 20).
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Figura 19. Tamarfio de panoja (TSZ) para los diferentes grupos de germoplasma (A) y
tratamiento post emergenciade herbicida (B), Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas para la prueba t de student (p <0.05).
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Figura 20. Esqueletonizacion de panoja (SKLP) para los diferentes grupos de germoplasma
(A)y tratamiento post emergencia de herbicida (B), Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas para la prueba t de student (p <0.05).
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3.1.3. Altura a floracion y rendimiento

Las fuentes de variacion para altura de la planta a floracion y para rendimiento se
pueden observar en la Tabla 5. EI modelo explicé el 85% y el 79% de la variacion total
para altura de planta y rendimiento, respectivamente. A excepcion de la interaccion
tratamiento x ambiente para altura de planta, el resto de las fuentes de variacion fueron
significativas (Tabla 5). El genotipo explicé la mayor proporcion de la variabilidad para
ambas variables, lo cual era esperable al consolidar todos los grupos de germoplasma
(43,5 % para altura'y 27,4% para rendimiento) y muestra la necesidad del analisis de los
parentales segregada por gran grupo de germoplasma (i.e. Subtropical o Tropical, 1x o
2x). El tratamiento de aplicacion de herbicida tuvo una interaccion altamente
significativa con el parental para ambas variables (p<0.01), explicando en mayor
proporcion la variabilidad que la interaccion tratamiento x ambiente y siendo de mayor
significancia estadistica que el efecto simple del tratamiento (p<0.05). La triple
interaccion también resultd significativa (p<0.05) por lo que planted la necesidad del
analisis en mayor profundidad de los ambientes de testeo.

Tabla 5. Fuentes de variacion paraalturade plantay rendimiento para los diferentes genotipos,
tratamientos de aplicacién y ambientes evaluados (S?=Varianza, %=proporcién de la varianza

total, Sig.=nivel de significancia estadistica)

Andlisis de la varianza para Altura de planta y Rendimiento

o Altura de planta (cm.) Rendimiento (kg./ha)

Fuente de variacion .~ % Sig. & % Sig.
Ambiente 127,62 9,94 faled 237596,4 6,2 *
Tratamiento 31,86 2,48 * 122113,7 3,2 *
Parental 558,59 43,5 foll 1053427,8 27,4 bl
Ambiente x Parental 95,92 7,47 *x 869781,1 22,7 *x
Tratamiento x Ambiente 8,58 0,7 ns 146998,5 3,8 *
Tratamiento x Parental 220,95 17,21 ** 251861,3 6,6 **
Tratamiento X Ambiente x Parental 46,62 3,63 * 212470,5 55 *
Residual 19399 1511 943572,6 24,6

ns= no significativo para la prueba t de student con un valor-p < 0.05
*= significativo para la prueba t de student con un valor-p < 0.05
**= significativo para la prueba t de student con un valor-p < 0.01
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En la Tabla 6 se detallan los resultados de los experimentos agrupados por tipo de
germoplasma en cada uno de los ambientes de evaluacion para la altura de la planta a
floracion. Como primera apreciacion, la altura de planta estuvo significativamente (p
<0.01) ligada al genotipo como era de esperarse. En lineas generales se observé que los
parentales de los grupos Subtropicales y Tropicales simples (1x) fueron los que
presentaron una disminucién de la altura de la planta significativa por la aplicacion del
herbicida en casi todos los ambientes evaluados. La diferencia porcentual de la altura de
planta del nivel herbicida frente al control vari6 entre el 5%y el 20% de reduccién (Tabla
6). Cuando se hizo el analisis dentro de cada grupo genético, la interaccion tratamiento
x genotipo o parental dejé de ser significativa en mucho de los casos, salvo en los
genotipos Tropicales 1x, dondeen 3 de los 5 sitios de evaluacion considerados en este
analisis hubo interaccion significativa (p<0.05), lo que representa la alta variabilidad de
respuestas dentro de este grupo. Esto Gltimo contrasto con el grupo templado 1x para el
cual no se encontraron interacciones significativas (p>0.05). Es importante resaltar que
en los ambientes donde hubo efecto de tratamiento sobre la altura de la planta, la
magnitud de dicho efecto fue muy amplio ain dentro deun grupo de germoplasma, como
por ejemplo el grupo Subtropical 1x que tuvo reduccion relativa de altura desdeun 5 a
un 20% dependiendo el sitio. Por Gltimo, los grupos 2x fueron menos afectados siendo
los Tropicales los que en 3 ambientes presentaron diferencias significativas entre control
y aplicado, mientras los subtropicales presentaron reduccion en 2 ambientes y los
templados sélo en uno. Es decir que la conformacion 1x/2x vy el tipo de germoplasma

guardaron relacién con la respuesta al herbicida.
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Tabla 6. Resumen de resultados para alturade planta a floracion (cm) incluyendo la media (X),

nimero de evaluaciones (n), coeficiente de determinacion (R?) y las fuentes de variacion.

Resumen de efectos fijos para la variable respuesta altura de planta a floracion (cm)

General Fuente de variacion
Tipo de germoplasma Ambiente de evaluacion - 2 . Tratamiento
X n R Parental Tratamiento

X Parental
2007-Carmen, Santa Fé1 194 80 0.92 *x ns ns
2007-Carmen, Santa Fé2 181 80 0.92 *x ns **
2007-Quines, San Luis1 179 96 0.52 *x ns ns
Templado 1x 2007-Rojas, Buenos Airesl 188 82 0.90 folal ns ns
2008-Carmen, Santa Fé1 176 82 0.89 *x -3%* ns
2008-Villa Dolores, Cordobal 170 74 0.87 *x -3%* ns
2008-Villalonga, Buenos Aires1 161 80 0.73 ** ns ns
2007-Carmen, Santa Fé1 219 48 0.88 *x ns ns
2007-Carmen, Santa Fé2 197 48 0.78 *x -8%** o
Templado 2 2007-Rojas, Buenos Airesl 214 48 0.94 ** ns ns
2008-Carmen, Santa Fé1 201 48 0.95 ** ns ns
2008-Villa Dolores, Cérdobal 194 48 0.77 il ns ns
2008-Villalonga, Buenos Aires1 185 48 0.92 il ns ns
2007-Fernandez, Santiago del Esterol 181 48 0.92 il -14%** **
2007-Puerta Grande, Catamarcal 206 48 0.8 *x -5%** *
Tropical 1x 2007-Quines, San Luis1 188 48 0.59 ** -50%* ns
2008-Puerta Grande, Catamarcal 184 30 0.79 ** -20%** *
2008-Villa Dolores, Cérdobal 157 32 0.93 *x -T%** ns
2007-Fernandez, Santiago del Esterol 223 60 0.79 ** -1%** *
2007-Puerta Grande, Catamarcal 230 60 0.67 ** ns ns
Tropical 2x 2007-Quines, San Luis1 212 59 0.67 ** ns ns
2008-Puerta Grande, Catamarcal 200 40 0.8 *x -1%* ns
2008-Villa Dolores, Cérdobal 173 36 0.97 *x -T%** *
2007-Fernandez, Santiago del Esterol 194 42 0.45 ns ns ns
2007-Puerta Grande, Catamarcal 194 42 0.69 *x -49%** ns
Subtropical 1x 2007-Quines, San Luis1 187 42 0.8 folal -89%0** xx
2008-Puerta Grande, Catamarcal 190 20 0.85 * -8%** ns
2008-Villa Dolores, Cordobal 189 20 0.57 *x -T%** ns
2007-Fernandez, Santiago del Esterol 229 30 0.77 ** -5%* ns
2007-Puerta Grande, Catamarcal 233 30 0.33 * ns ns
Subtropical 2x 2007-Quines, San Luis1 212 30 0.8 ** ns *
2008-Puerta Grande, Catamarcal 241 20 0.88 ** ns *
2008-Villa Dolores, Cordobal 234 20 0.8 *x -50%** ns

ns= no significativo para la prueba t de student con un valor-p <0.05

*= significativo para la prueba t de student con un valor-p < 0.05

**= significativo para la prueba t de student con un valor-p < 0.01

El valor de % detallado en tratamiento es la variacion porcentual del tratamiento aplicado comparado a su control

En la Tabla 7 se detallan los resultados agrupados por germoplasma en cadaambiente
de testeo para el rendimiento donde, al igual que para la variable altura de planta a
floracion, se aprecia una relacion significativa en la mayoria de los ambientes evaluados
con el parental evaluado. Nuevamente, los genotipos 1x tropicales y subtropicales fueron
los mas afectados por el herbicida en la mayoria de las localidades (Tabla 7). El

rendimiento de los genotipos Tropicales 2x fue méas afectado en relacion con lo que se
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observo en la altura de planta a floracion, con reducciones que llegaron hasta un 23%

producto de la aplicacion del herbicida (p<0.01). La interaccion parental x tratamiento

fue altamente significativa en la mayoria de los sitios de evaluacion. Se observé una

variacion muy alta de la respuesta del rendimiento por la aplicacion del herbicida sobre

germoplasma susceptible entre ambientes de evaluacion (rango 4% a 34%).

Tabla 7. Resumen de resultados para rendimiento (kg. /ha) incluyendo la media (X), nimero de

evaluaciones (n), coeficiente de determinacion (R?) y las fuentes de variacion.

Resumen de efectos fijos para la variable respuesta rendimiento (kg. /ha)

General Fuente de variacion
Tipo de . y .
Ambiente de evaluacion - . Tratamiento x
germoplasma X n R? Parental Tratamiento
Parental
2007-Carmen, Santa Fé1 3563 80 0.85 *x ns ns
2007-Carmen, Santa Fé2 3810 80 0.63 * ns ns
2007-Quines, San Luis1 2945 96 0.56 faded ns *x
Templado 1x 2007-Rojas, Buenos Aires1 3128 82 0.91 wx ns i
2008-Carmen, Santa Fé1 2743 82 0.95 o -4%* ns
2008-Villa Dolores, Cérdobal 1922 74 0.66 *x ns ns
2008-Villalonga, Buenos Airesl 2838 80 0.96 il -49p** *
2007-Carmen, Santa Fé1 4889 48 0.66 ns ns ns
2007-Carmen, Santa Fé2 5030 48 0.52 ns ns ns
Templado 2x 2007-Rojas, Buenos Aires1 4543 48 0.83 el ns fald
2008-Carmen, Santa Fé1 5131 48 0.95 w ns folad
2008-Villa Dolores, Cérdobal 2490 48 0.68 * ns **
2008-Villalonga, Buenos Airesl 4071 48 0.87 *x ns *
2007-Fernandez, Santiago del Esterol 2301 48 0.8 i -16%** ns
2007-Puerta Grande, Catamarcal 2978 48 0.89 *x -26%** **x
Tropical 1x 2007-Quines, San Luis1 2926 48 0.78 ol ns *x
2008-Puerta Grande, Catamarcal 1444 32 0.98 * -34%** *x
2008-Villa Dolores, Cérdobal 3142 32 09 il -22%** ol
2007-Fernandez, Santiago del Esterol 5517 60 0.94 *x -14%** wx
2007-Puerta Grande, Catamarcal 4293 60 0.57 * -23%** ns
Tropical 2x 2007-Quines, San Luis1 4969 59 0.89 faded -159%** *x
2008-Puerta Grande, Catamarcal 4494 40 0.82 *x -23%** ns
2008-Villa Dolores, Cérdobal 3625 36 0.98 ok -20%** ol
2007-Fernandez, Santiago del Esterol 2961 42 0.51 il -14%* faled
2007-Puerta Grande, Catamarcal 3566 42 0.61 * -30%* *x
Subtropical 1x 2007-Quines, San Luis1 4399 42 0.65 wx ns ns
2008-Puerta Grande, Catamarcal 1959 20 0.98 *x -28%** **
2008-Villa Dolores, Cérdobal 2297 20 0.79 *x -22%** ns
2007-Fernandez, Santiago del Esterol 4670 30 0.97 il -20%* faled
2007-Puerta Grande, Catamarcal 4233 30 0.56 ns ns ns
Subtropical 2x 2007-Quines, San Luis1 5573 30 0.32 ns ns ns
2008-Puerta Grande, Catamarcal 5840 20 0.7 *x -9%* ns
2008-Villa Dolores, Cérdobal 4495 20 0.8 o -14%** *

ns= no significativo para la prueba t de student con un valor-p < 0.05

*= significativo para la prueba t de student con un valor-p < 0.05

**= significativo para la prueba t de student con un valor-p < 0.01

El valor de % detallado en tratamiento es la variacion porcentual del tratamiento aplicado comparado a su control

Para analizar el patron de comportamiento de los grupos de parentales y los ambientes,

se realiz6 un procedimiento jerarquico de agrupamiento normalizado por la media (Ward,
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1963) para el germoplasma tropical y subtropical en funcion de la altura de la parcela
aplicada relativa su control por un lado (Figura 21) y para el rendimiento relativo al
control por el otro (Figura 22). Luego se procedié a agrupar con la misma metodologia
al germoplasma templado (Figuras 23y 24). En las figuras se distinguen con rojo y azul
las 2 ramas principales de agrupacion que, aunque las mismas no distingan la separacion
de grupos donde se da el mayor salto dedistancia euclidea en todoslos casos, sirven para

entender la primera separacion de agrupaciones (familias de nudos) contrastantes o
diferenciales.

Quines, en San Luis, fue el ambiente que se diferencié del resto, asociado a
reducciones de altura de planta menores por la aplicacion por la aplicacion del herbicida
(Figura 21 resaltado en rama roja del dendograma). Puerta Grande en 2007 y 2008
parecieron tener comportamientos similares entre si como se habia visto tambien para las
notas de severidad en estadios vegetativos (Figura 12). En relacion con el germoplasma,
el agrupamiento por la caida relativa de altura frente al control de cada genotipo mostré
un moderado patron de relacion con el grupo origen de clasificacion, pudiéndose
observar una tendencia de agrupacion similar en los genotipos subtropicales 2x con
menores reduccion frente a los tropicales 1x con mayores disminuciones, mientras que
el resto no se definid claramente en ramas separadas. Adicionalmente, se observa en un
mismo grupo (por ejemplo, rama roja del dendograma de parentales) distintos tipos de
genotipos (1x y 2x) a pesar de diferenciarse del resto de genotipo y ser una agrupacion
reducida. Finalmente, a la interaccion genotipo x tratamiento detalladaen la Tabla 5, la
Figura 21 muestra que independientemente del programa de origen y el efecto general

del herbicida sobre un grupo, la variabilidad dentrode los grupos fue alta (ej. P90y P35).
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Figura 21. Doble agrupamiento en funcion del ambiente y el parental teniendo en cuenta la
respuesta relativade la alturade planta frente al control sin aplicar para el germoplasma
Subtropical y Tropical. Colores mas oscuros indican efectos mas marcados del herbicida frente
al control. Los simbolos indican los distintos grupos de germoplasma (O: Subtropical 1x, %:
Subtropical 2x, ¥ : Tropical 1x, Tropical 2X: ==).

Alanalizar el rendimiento relativo de la parcela aplicada frenteal control en los grupos
subtropicales y tropicales (Figura 22), Quines se diferencia del resto al igual que en lo
hallado previamente, pero esta vez en menor medida (misma rama azul del
dendrograma). Adicionalmente, Puerta Grande muestra un patrén de agrupacion
diferente dependiendo el afio de evaluacion en relacion con su similitud con lugares
geograficamente contrastantes como Villa Dolores, Cordoba y Fernandez, Sgo. Del
Estero. Esto refuerza la necesidad de ahondar en las variables ambientales post aplicacion
relacionadas al efecto del herbicida y como estas agrupan los ambientes de testeo. Por

otro lado, el germoplasma no mostré un patron de agrupacion definido.
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Figura 22. Doble agrupamiento en funcion del ambiente y el parental teniendo en cuenta la
respuesta relativa del rendimiento contra el control sin aplicar para el germoplasma Subtropical
y Tropical. Colores mas oscuros indican efectos mas marcados del herbicida frente al control.
Los simbolos indican los distintos grupos de germoplasma (O: Subtropical 1x, #: Subtropical
2x, ¥ : Tropical 1x, Tropical 2X: ==).

En la Figura 23 se puede observar la altura relativa del tratamiento aplicado frente al
control de los genotipos templados; en este caso se observa una distincién de Carmen en
2007 frente al resto con menores disminuciones de altura y, por otro lado, no se observa
una agrupacion directamente relacionada con la zona agroecoldgica. Esto refuerza
nuevamente la necesidad del entendimiento en relacion con la condicion agroecoldgica
explorada post aplicacion del producto. En relacion con el germoplasma, se puede
observar un claro patrén deagrupacion delos genotipos 1x (con mayor reduccion relativa
en ramas rojas) contrastantes con los 2x (menor reduccion relativa en ramas azules). En
este caso, independientemente de no encontrar efecto significativo del herbicida, el
patrén claramente esta definidoen la composicion de las ramas, pero con distanciamiento
en los nudos muy cortos dentro de las 2 grandes ramas, lo que indica una similitud en
cada una. Esto resulta en informacion adicional muy importante a considerar en funcion
al objetivo de entender la variabilidad dentro de un grupo (Tabla 8) en contraste con la
variabilidad de entre los grupos (Figura 22).
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Figura 23. Doble agrupamiento en funcion del ambiente y el parental teniendo en cuenta la
respuesta relativa de la altura contrael control sin aplicar parael germoplasma Templado.
Colores mas oscuros indican efectos mas marcados del herbicida frente al control. Los

simbolos indican los distintos grupos de germoplasma (a: Templado 1x, 4 : Templado 2x).

En relacién con el rendimiento relativo al control del tratamiento aplicado para
germoplasma templado (Figura 24), se observa una agrupacion diferencial en lo que
respecta a ambientes en relacion con lo observado para altura relativa. No obstante,
Carmen en 2007 mostré una diferenciacion frente al resto (rama azul del dendograma de
ambientes). También se observaron patrones muy ligados al efecto afio, sin una clara
asociacion geografica. En lo que respecta a germoplasma, no se observo un patron de
agrupacioén de los parentales en funcion a su grupo de origen como si se observé para

altura de planta en la Figura 22 para altura.
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Figura 24. Doble agrupamiento en funcion del ambiente y el parental teniendo en cuentala
respuesta relativa de la altura contrael control sin aplicar para el germoplasma Templado.
Colores mas oscuros indican efectos mas marcados del herbicida frente al control. Los

simbolos indican los distintos grupos de germoplasma (a: Templado 1x, 4 : Templado 2x).

Es importante destacar en funcion a los resultados detallados en esta seccion sobre la

variacion asociada al grupo de germoplasma; i) una mayor susceptibilidad en los grupos

tropicales y subtropicales frente a los templados; ii) una variacion asociada al ambiente,

no estando tan claramente definido por la ubicacion o afio particular; iii) una gran

variacion entre parentales, ain dentro de cada grupo de germoplasma; y finalmente iv)

una interaccién significativa entre los tratamientos de aplicacion del herbicida con los

parentales y el ambiente.
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3.1.4. Correlacion entre la altura a floracion y rendimiento con sintomas post

aplicacién del herbicida

Como se observd en el subcapitulo 3.1.1., las evaluaciones de sintomatologia en
estadios vegetativos mostraron una estabilizacion en las notas de severidad entre los 14
y los 21 dias post aplicacion. Asimismo, las probabilidades de tener sintomas severos
(>3) se evidenciaron en mayor medida en los genotipos subtropicales y tropicales 1x
cuando fue aplicado el herbicida. Por otro lado, los ambientes afectaron
significativamente la distribucion de frecuencias de las notas de severidad. En el capitulo
3.1.2. se mostro que la aplicacion tuvo un efecto significativo sobre fenologia solo en
grupos Tropicales y Subtropicales, asi como un efecto sobre el tamafio y
esqueletonizacion de la panoja, pero sin tener efecto en la evaluacion de cantidad de
polen. En el subcapitulo 3.1.3. se observaron diferencias significativas para la interaccion
gemoplasma x herbicida en varios sitios de evaluacién para altura de planta y
rendimiento, con una asociacion con las condiciones del sitio de evaluacion y el
germoplasma. No obstante, tener una asociacion entre lo observado con las notas 3.1.1.
y los valores derendimiento y altura de planta detallados en 3.1.3 es de suma importancia
para entender el valor relativo de la evaluacion temprana. Para ello se procedi6 a analizar
mediante un modelo mixto, considerando todas las fuentes de variacion a la relacion entre
las notas de los 21 dias post aplicacion de las parcelas tratadas (nota estabilizada) con la
altura a floracion y el rendimiento de la parcela (Figura 25).
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Figura 25. Resultados del modelo mixto para rendimiento en kg. ha* (barrasazules, eje
izquierdo) y alturade la planta a floracién en centimetros (barras grises, eje derecho) en
funcion a la nota de severidad tomadaa los 21 dias post aplicacion. Los valores son los

minimos cuadrados medios resultantes del modelo. Letras diferentes indican valores que
difieren significativamente (pruebat de student con valor-p <0.05). n=ndmero de parcelas,
considerando s6lo aquellas que tuvieron ambos datos presentes.

Las notas de sintomatologia moderaday severa estuvieron asociadas a una menor
altura a floracion, mientras que el rendimiento solo difirié significativamente con notas
desintomatologia severa. Paraahondar en la correlacion de la sintomatologia con la nota,
se procedié a realizar una correlacion lineal para la altura entre la parcela control y la
parcela tratada de cada repeticion de cada material para las parcelas sin sintomas (Figura
26.a), las parcelas con sintomas leves (Figura 26.b) y las parcelas con sintomas severos

(Figura 26.c). Lo mismo se realizd para rendimiento (Figura 27.a para parcelas sin
sintomas, Figura 27.b para sintomatologia leve y Figura 27.c para sintomatologia severa).
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Figura 26. Correlaciones entre las alturas de las parcelas controles y las aplicadas para cada
repeticién de cada material para los casos que no tuvieron sintomas de severidad a los 21 dias
postaplicacion o nota “1” (a), para aquellas parcelas con sintomas leves o nota “2” (b) y las
parcelas connota “3” 0 nota severa (c). En cadagréfico se incluye la ecuacion lineal ajustada,
el error cuadratico medio (del inglés RMSE), el R?, y el valor-p. Gris oscuro se resalta el
intervalo de confianzay en gris claro el intervalo de prediccion.
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Figura 27. Correlaciones entre los rendimientos de las parcelas control y las aplicadas para
cada repeticion de cada material para los casos que no tuvieron sintomas de severidad a los 21
dias post aplicacion o nota “1” (a), para aquellas parcelas con sintomas leves o nota“2” (b) y
las parcelas con nota “3” (c). En cada grafico se incluye la ecuacion, el error cuadratico medio
(del inglés RMSE), el R?, y el valor-p. Celeste oscuro se resalta el intervalo de confianza y en

celeste claro el intervalo de prediccion.

Las correlaciones de altura y rendimiento entre la parcela aplicada frente a su control
se vieron afectadas en funcion a la nota de severidad tomada a los 21 dias post aplicacion

del herbicida. En la Figura 26 se puede observar que a medida que se observé mayor
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severidad de la nota; i) la pendiente de relacion lineal entre la altura del control y la
parcela aplicada disminuye (Sev 1=0.82, Sev 2=0.71 y Sev 3=0.60) vy ii) el coeficiente
de determinacion disminuye, en este caso también asociado a un menor n (Sev 1 =0.71,
Sev 2 =0.53 y Sev 3 =0.40). Para el caso de rendimiento, la diferencia de la pendiente
de la ecuacion lineal no es alta entre el grupo de parcelas tratadas con valores 1y 2 pero
si para las parcelas con Severidad 3 (Sev1 =0.61, Sev 2 =0.59y Sev 3 = 0.55), mientras
sus coeficientes de determinacion disminuyeron con el aumento de la nota también
asociado a menor n (Sev 1 =0.51, Sev2 =0.47y Sev 3 = 0.44). Es decir que a medida
que aumenta la severidad en la parcela tratada, se encontré una menor altura de planta
que el control, pero también una mayor variabilidad. Finalmente, para rendimiento se
observd que los menores valores frente al control se dieron cuando condiciones de
severidad de 3, reforzandoel resultadodel modelo de la Figura 25 con un aporte adicional
sobre el entendimiento en término cuantitativo de que esperar entre tratamientos a
medida que se observa severidad en periodo vegetativo.

3.2. Condiciones meteorologicas post aplicacion del herbicida:

su relacion con la sintomatologia

En general, dado la variacion interanual y dispersion geogréfica, se observo gran
variabilidad de condiciones meteoroldgicas. En la Tabla 8 se pueden observar los valores
de temperatura minima (Tmin) y méaxima (Tmax), el déficit de presion de vapor (DPV),
la radiacion incidente (Rad Inc), la humedad relativa (HR) y la amplitud térmica (AT)
para todos los ambientes de evaluacion obtenidos a través de las medias delos 2, 7, 14 y

21 dias posteriores a la aplicacion del herbicida.



Tabla 8. Medias de variables ambientales para los 2,7, 14y 21 dias post aplicacion:
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Temperatura minima (Tmin, °C) y maxima (Tmax, °C), el déficit de presion de vapor estimado

(DPV, mmHg), laradiacionincidente (Rad Inc, Kw.m?), la humedad relativa (HR, %) y la

amplitud térmica (AT, °C).

Tabla de medias para las variables ambientales post aplicacion

48 hs post aplicacion

7 dias post aplicacion

Ambiente

Tmin DPV Radinc HR AT Tmax Tmin DPV Radinc HR AT Tmax
2007-Carmen, Santa Fé1 114 58 77 610 137 251 116 6.8 79 580 153 269
2007-Carmen, Santa Fé2 125 6.0 9.2 646 148 273 153 6.3 9.1 658 132 285
2007-Fernandez, Santiago del Esterol ~ 20.8  12.3 7.2 541 147 355 184 144 1.4 419 157 341
2007-Puerta Grande, Catamarcal 10.3 120 6.7 251 165 269 114 141 6.6 226 179 293
2007-Quines, San Luis1 156 11.2 6.7 450 148 304 120 103 71 386 154 274
2007-Rojas, Buenos Aires1 154 6.0 8.7 679 132 286 149 6.0 9.0 66.3 13.0 279
2008-Carmen, Santa Fé1 164 6.1 8.3 679 124 287 114 57 8.5 602 129 243
2008-Puerta Grande, Catamarcal 10.3 10.0 5.6 30.0 143 245 100 6.9 5.9 489 136 236
2008-Villa Dolores, Cérdobal 155 120 8.0 462 170 325 142 107 8.2 457 160 30.2
2008-Villalonga, Buenos Aires1 159 94 8.4 421 9.6 255 156 9.3 8.7 473 116 273

Ambiente . 14 dias post aplicacion _ 21 dias post aplicacion

Tmin DPV Radinc HR AT Tmax Tmin DPV RadInc HR AT Tmax
2007-Carmen, Santa Fé1 112 71 8.1 551 151 264 127 82 8.1 530 153 279
2007-Carmen, Santa Fé2 165 7.7 9.0 625 141 306 16.0 6.9 8.9 655 139 2938
2007-Fernandez, Santiago del Esterol ~ 19.9  15.9 7.4 406 157 356 202 144 7.6 442 146 3438
2007-Puerta Grande, Catamarcal 12.2 135 6.5 267 170 293 136 13.3 6.6 323 166 30.2
2007-Quines, San Luis1 136 115 7.3 385 156 293 135 121 7.4 360 160 295
2007-Rojas, Buenos Aires1 165 79 8.9 60.6 13.6 30.1 165 7.3 8.9 63.3 134 299
2008-Carmen, Santa Fél 116 6.9 8.5 56.7 149 264 117 76 8.6 546 158 275
2008-Puerta Grande, Catamarcal 101 9.1 6.3 411 162 26.3 121 9.1 6.4 456 152 274
2008-Villa Dolores, Cordobal 13.0 10.8 8.4 420 163 29.2 122 101 8.6 420 158 28.0
2008-Villalonga, Buenos Aires1 155 84 8.9 505 109 265 164 8.9 8.7 49.7 107 271

Para comprender como las variables ambientales definen a un ambiente post

aplicacion determinado, se agruparon los ambientes por sus variables meteorologicas

tomadas los 4 periodos de tiempo (Figura 28).



48

*2008-Villalonga, Buenos Aires1

2-Tmin
2-HR
2-Rad Inc
7-Rad Inc
14-Rad Inc
21-Rad Inc
7-HR
14-HR
21-HR
2-DPV
2-AT
7-AT
14-AT
21-AT
2-Tmax
7-Tmax
14-Tmax
21-Tmax
7-Tmin
14-Tmin
21-Tmin
7-DPV
14-DPV
21-DPV

Figura 28. Doble agrupamiento jerarquico de los ambientes de evaluacion considerando las
diferentes mediciones meteoroldgicas estandarizadas a los 2, 7, 14 y 21 dias post aplicacion del
herbicida

El agrupamiento por variables meteoroldgicas de la Figura 28 separ6 los ambientes
templados de los subtropicales. Las principales caracteristicas ambientales que
definieron esta separacion fueron, por un lado, una mayor radiacién incidente en los
ambientes templados con relacion a los subtropicales (asociado esto con la latitud) y, por
el otro, a una mayor humedad relativa y menor temperatura (lo que combinadamente
también se puede observar a través del DPV). Por otra parte, observando las distancias
de las bifurcaciones de las ramas del dendograma, se logra apreciar una mayor
variabilidad dentro del gran grupo de ambientes subtropicales relacionado
principalmente a la localidad de Fernandez, Sgo. del Estero. Asimismo, dentro del grupo
de ambientes templados, Villalonga fue la localidad que mas se diferencié del resto
(Figura 28).

Para comprender las posibles variables relacionadas a la interaccion ambiente x

tratamiento, se procedié a realizar un andlisis de componentes principales para altura de
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planta (Figura 29) y rendimiento (Figura 30), incluyendo en ambos casos los valores del
modelo mixto para cada ambiente considerando el resto de las fuentes de variacion.
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Figura 29. Anélisis de componentes principales a través de bi-plots considerando las medias
ambientales de DPV, Tmax, Tmin, Rad Inc, HRy AT de los 2 (a), 7 (b), 14 (c) y 21 (d) dias
post aplicacion frente a la altura de las parcelas control y las aplicadas con el herbicida.

En lo que respecta a altura, en la Figura 29.a se observa un angulo muy agudoy largo

de vectores equivalentes de la altura para ambos tratamientos al analizar las medias

ambientales de los 2 dias post aplicacion. Como tendencia general de la Figura 29 se ve

una correlacion de las alturas con Tmax directamente proporcional e inversamente

proporcional a AT. En el resto de los periodos de medicion, los angulos de los vectores

de altura con la temperatura se empiezan a acercar a 90 ° lo que indica ausencia de

correlacion. Por otro lado, se observa a los 7 dias una asociacion diferencial de la altura

del tratamiento aplicado y el control frente Rad In y HR, asi como a Tmin; los ambientes
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con mayor humedad relativa y radiacion estuvieron méas positivamente asociados a las
alturas de las parcelas tratadas que al control y esto se mantuvo en el resto de los periodos,
mas alld de conservar angulos agudos las alturas de ambos tratamientos entre si para
todos los periodos. También hubo una relacién diferencial al observar DPV y AT; el
control pareci6 ser mas independiente a estas variables (angulo préximo a 90 °), mientras

que la altura del tratamiento aplicado se correlaciond negativamente a estas variables.
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Figura 30. Analisis de componentes principales a través de bi-plots considerando las medias
ambientales de DPV, Tmax, Tmin, Rad Inc,HRy AT de los 2 (a), 7 (b), 14 (c) y 21 (d) dias
post aplicacion frente al rendimiento de las parcelas control y las aplicadas con el herbicida.

En la Figura 30 se observa como tendencia general la relacion directa entre el
rendimiento de ambos tratamientos, pero un patron claro para todos los periodos que se
puede resumir en; i) ausencia de correlacion fuerte con las temperaturas, ii) correlacion
inversa a DPV y AT y iii) correlacion directa con HR y Rad Inc. No obstante, la fuerza

de la asociacion no parece ser la misma dependiendo del periodo y el tratamiento.

Para corroborar la existencia de variables ambientales que incidieron sobre la

susceptibilidad al herbicida, se procedio a la ejecucion de un analisis de correlaciones
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multiples entre las variables ambientales con la altura a floracion (Figura 31) y con el
rendimiento (Figura 32) para el tratamiento control y el aplicado por separado
considerando las medias ambientales de los 4 periodos post aplicacion del herbicida (2,
7, 14 y 21 dias). Lo importante de este analisis es comparar la diferencia entre
tratamientos y no los valores absolutos ya que se concentran s6lo en un periodo muy
especifico del cultivo.

En lo que respecta a los coeficientes de correlacion entre las variables meteoroldgicas
y la altura de planta a floracion, se puede observar en la Figura 31 que la mayor humedad
relativa estuvo asociada positivamente a la altura del tratamiento aplicado mientras que
el control no correlaciondé con HR con las mediciones desde los 7 a los 21 dias post
aplicacion (Figura 31.b, ¢, y d.). Asimismo, la altura se correlaciond positivamente a
mayor radiacion desde los 7 a los 21 dias al tratamiento aplicado y sin estarlo con los
valores de los controles. Las temperaturas no tuvieron un impacto tan marcado, pero si
en combinacion con la HR a través el DPV; donde mayores valores de DPV impactaron

mas negativamente al tratamiento aplicado que al control (Figura 31.a, cy d)
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Figura 31. Correlacionesentre la Altura a floracion de las parcelas aplicadas con herbicidas
(barras rojas) y el control (barras azules) frente a las diferentes variables ambientales medias de
los a)2 dias, b) 7 dias, ¢) 14 diasy d) 21 dias post aplicacion (*correlacién significativa valor-
p<0.05; **correlacion significativa valor-p<0.01: ns: correlacion no significativa). Las flechas
naranjas indican donde hubo un cambio de correlacion entre tratamientos.
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Enlo que respecta a los coeficientes de correlacion entre las variables meteoroldgicas
y el rendimiento diferencial entre tratamientos, al igual que para altura, hubo un cambio
de coeficiente de correlacion a favor del tratamiento aplicado a mayor HR (Figura 32.a.,
b., ¢. y d.)y Radiacion (Figura 32. b., c. yd.). Por otro lado, la Tmax media de los 7 dias
post aplicacion estuvo positivamente asociada a un mayor rendimiento en el tratamiento
aplicado en contraste con el control sin aplicar (Figura 32.c.). Mayor amplitud térmica
contrastd en cuanto a su correlacion entre el tratamiento aplicado y el control, siendo
negativa en el primero y no significativa en el segundo para lapsos de 2, 7 y 14 dias
(Figuras 32.a., b. y c.). EI DPV tuvo una relaciéon diferencial con el rendimiento a
excepcion del valor medio del lapso de los 14 dias post aplicaciéon (Figura 32. c.)
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Figura 32. Correlacionesentre el rendimiento de las parcelas aplicadas con herbicidas
(barras rojas) y el control (barras azules) frente a las diferentes variables ambientales medias de
los a)2 dias, b) 7 dias, ¢) 14 diasy d) 21 dias post aplicacion (*correlacién significativa valor-
p<0.05; **correlacion significativa valor-p<0.01: ns: correlacion no significativa). Las flechas
naranjas indican donde hubo un cambio de correlacion entre tratamientos.

En la Tabla 9 se puede observar el resumen de los coeficientes de correlaciones. A
grandes rasgos, aumentos en la amplitud térmica y el DPV tuvieron un impacto

desfavorable en la parcela tratada y, contrariamente, la humedad relativa y la radiacién
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incidente tuvieron un impacto favorable, asi como la temperatura méaxima, pero de
manera aislada sélo en altura de planta considerando los 7 dias. Por otra parte, se observa
que usando las variables medias de los 2 dias post aplicacién se hallaron menos cambios

en las correlaciones que con las medias de lapsos mas largos de tiempo.

Tabla 9. Resumen de los cambios de significanciade correlaciones del rendimientoy la altura
de planta entre parcelas aplicadas con el herbicida frente al control. “Pos” (en verde): indica
que la variable respuesta tuvo un aumento del coeficiente frente al control para esavariable

ambiental, “Neg” (en rojo): indica que la variable respuesta tuvo una disminucion del

coeficiente frente al control para esa variable ambiental

Resumen de cambios de correlaciones frente a la aplicacion del herbicida

Variable  Lapso Variable ambiental
respuesta  (dias) AT DPV HR RadInc Tmax Tmin
2 Neg - Pos - - -
Rendimiento 7 Neg - Pos Pos Pos -
(Kg.ha™) 14 Neg Neg Pos  Pos - -
21 - - Pos Pos - -
2 - Neg - - - -
Altura (cm) 7 Neg - Pos Pos - -
14 - Neg Pos Pos - -

21 - Neg Pos Pos - -
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4. Discusién

4.1. Sintomatologia causada por el herbicida: variacion genotipicay

ambiental

En este trabajo se pudo observar una dinamica de recuperacion y posteriormente de
estabilidad de la severidad relevada durante crecimiento vegetativo que indicarian que
los cambios en la severidad se manifiestan fundamentalmente entre los 7 y los 14 dias
post aplicacion del herbicida, para posteriormente fijarse entre los 14y 21. Los tiempos
de recuperacion estan en linea con trabajos previos en hibridos de maiz con el mismo
herbicida (Bunting et al., 2004a) y también con rimsolfuron en el mismo cultivo (Fuentes
& Leroux, 2002). Sin embargo, la dinamica de recuperacion varid entre genotipos, siendo
los genotipos 2 vias subtropicales y templados los que mayor recuperacion mostraron
posteriormente a los primeros registros de dafio a los 7 dias post aplicacion. La
variabilidad entre genotipos también estuvo relacionada con las variables especificas de
produccion de semillas medidas durante el periodo reproductivo, siendo los genotipos
tropicales y subtropicales 1x los que mostraron una demora, aunque sutil, en alcanzar el
momento de 50 % de estigmas visibles y de emision de polen producto de la aplicacion
del herbicida. No obstante, no fueron encontradas diferencias en S50 en genotipos
templados 1x. Los genotipos tropicales 2x tuvieron una demora en S50 por la aplicacion
del herbicida, no siendo asi para P50. Lo hallado es de sumo valor para entender la
relacion de las variables y el potencial impacto en la coincidencia de floracién cuando se
recomiendan los diferimientos de siembra para alcanzar los cruzamientos en la

produccion de semilla hibrida, aun cuando no se presentan sintomas visibles
previamente.

La aplicacion del herbicida impacté negativamente sobre caracteristicas del tejido
reproductivo, lo cual se evidencio en una mayor esqueletonizacion y tamafio de panojas
en antesis. Evidencias previas también hallaron reducciones en el tamafio de las panojas
en maiz en lineas endocriadas de maiz aplicadas con primisulfuron-methyl o rimsulfuron
(Stefanovic et al., 2004 y 2010). Este hallazgo es de suma relevancia para el proceso de
caracterizacion de las lineas para las recomendaciones de manejo en produccion de

semilla hibrida, donde claramente variables como estas deben ser consideradas para la
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toma de decisiones de aplicacion desde el punto de vista del parental polinizador en el
esquema de cruzamiento, pero considerando al mismo tiempo que la variable de cantidad
de polen no se ve afectada por la aplicacion. Finalmente, la ponderacién del efecto sobre
cada una de las variables podria ser complementado con un indice que integre mas de
una caracteristica en un solo valor para una mejor caracterizacién fenotipica de los
parentales polinizadores. Dicho de otra forma, en el presente trabajo se analizaron las
variables POL, TSZ, SKLP y Alt por separado, pero seria provechoso generar indices
integrados que ponderen cada una estas caracteristicas para entender el impacto en la
aptitud final como polinizador de los parentales que cumplan dicha funcién en el
esquema de produccion de semilla hibrida de maiz y que puedan ser afectados por un

herbicida.

La altura de planta a floracion y el rendimiento se vieron afectados por el herbicida
en ciertos genotipos y ambientes y no en otros, con una clara prevalencia de genotipos
sensibles al herbicida dentro del grupo subtropical y tropical y més ain en los parentales
simples. La interaccion genotipo x tratamiento explicé el 17,2 y 6,6 % de la variacién
para altura de planta y rendimiento respectivamente, mientras que el ambiente (definido
por el sitio de testeo y campafia agricola) en interaccion con el parental explicé 0,7% de
la variabilidad de altura y un 3,8% del rendimiento. Por otro lado, la triple interaccién
genotipo x tratamiento x ambiente explicd un 3,6% la altura de planta y un 5,5% de la
variacion del rendimiento. El grupo subtropical 1x fue el que experimentd la mayor
reduccion en altura de planta frente a la aplicacion del herbicida a través de los ambientes,
mientras que el tropical 2x fue el que lo tuvo para rendimiento. Es importante destacar la
alta interaccién genotipo x tratamiento del herbicida dentro de los grupos subtropicales
y tropicales, en contrastante con lo hallado con los genotipos templados. Esto dltimo
estaria indicando una mayor homogeneidad en el segundo grupo frente al primero en lo

que respecta a la tolerancia al herbicida.

La agrupacion de genotipos por la respuesta relativa a la aplicacion del herbicida
contra el control tuvo relacién con el programa de origen, sobre todo contrastando el
germoplasma tropical y subtropical 1x, pero al observar los genotipos 2-vias en estos
mismos 2 grupos, dicha separacién no fue tan clara. Contrastantemente, en los genotipos
templados, donde la susceptibilidad fue menor, si se vio la separacion 2x vs 1x. Esto
demuestra una primera causa mayor relacionada al programa / grupo origen y segunda

causa relacionada a la conformacién / heterosis. El hecho de encontrar mucha
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variabilidad de los genotipos 1x y 2x dentro de las ramas con mayor 0 menor reduccion
en los programas subtropicales y tropicales, es un fuerte indicio de codominancia /
dominancia intermedia del caracter (Pataky et al., 2008) ante la presencia del alelo mayor
susceptible, mientras que, sin ese alelo presente, la heterosis marco las agrupaciones
como en el caso de los genotipos templados. Estos hallazgos son de relevancia para su
consideracion en programas de mejoramiento considerando el caracter de
tolerancia/resistencia, que es fundamental para el avance de hibridos de estadios pre
comerciales a comerciales. Finalmente, conocimiento de la interaccion del herbicida con
el genotipo es de mucha relevancia para su correcta caracterizacion en cuanto a la
tolerancia genética al herbicida, y el hecho de haber ambientes donde se expresa dicha
interaccion y otros en los que no, plantea una necesidad de entendimiento mas profundo
para seleccionar los sitios de evaluacion, asi como la posibilidad de estudiar la tolerancia
en relacion con el parentesco para trabajar activamente sobre la seleccion genética.

El primer objetivo de la presente tesis fue analizar como variables relacionadas a
fitotoxicidad en tejido vegetativo, la fenologia, afecciones en 6rganos reproductivos,
la altura de planta a floracion y el rendimiento responden frente a la aplicacion del
herbicida en los distintos genotipos y ambientes de evaluacion, desprendiéndose la
primer hipétesis que establecia que hay distinta respuesta al herbicida con relacion a las
caracteristicas vegetativas y reproductivas exploradas para los distintos genotipos y
ambientes. De esta manera, y por los resultados hallados en los capitulos 3.1.1, 3.1.2 y

3.1.3 es posible aceptar esta hipotesis.

En esta tesis se hallo una relacion entre la altura de la planta a floracion y el
rendimiento con las notas de severidad medidaa los 21 dias post aplicacion; se afectaron
los pardmetros de la correlacion lineal entre el tratamiento aplicado frente al control al
considerar las parcelas que tuvieron sintomatologia leve para altura, y méas ain con las
parcelas desintomatologia severa para alturay rendimiento (Figuras 26 y 27). El presente
trabajo permitio evaluar un elevado nimero de parentales, escenario probable de hallar
en distintos programas de la industria semillera. La asociacion entre valores de
sintomatologia leve con reducciones de altura, y valores de sintomatologia severa con
reducciones en el rendimiento en distintos parentales, permitiria identificar de forma
temprana aquellos parentales que no debieran ser considerados para el uso del herbicida
usado en este estudio para control quimico de malezas en la industria de semillas. Asi,

genotipos que manifiesten valores de sintomatologia leve, debieran manejarse con sumo
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cuidado en relacién con las condiciones que favorezcan la mayor susceptibilidad al
herbicida que se discutird mas adelante, ya que son los que mostraron reduccién
significativa en la altura de la planta a floracion, pero no en el rendimiento (Figura 25).
La ausencia de una relacion directa entre la disminucién de la altura de planta por la
aplicacion con un impacto en el rendimiento coincide con trabajos previos en lineas de
maiz (Stefanovic et al., 2004 y 2010).

Claramente en un programa donde se requiera trabajar en la tolerancia al principio
activo estudiado en el presente trabajo seria deseable seleccionar en contra de los
genotipos con valores mayores a 2 de severidad o, pensando en las recomendaciones de
produccion de semilla, evitar el uso del herbicida en genotipos con valores de severidad
también mayores a 2. En la industria de semilla son extremadamente costosos los
procesos de caracterizacion de germoplasma. Los resultados de esta tesis plantean sobre
un proceso de caracterizacion delineas endocriadas para focalizarse en la sintomatologia
del dafio en tejidos vegetativos, y no en rendimiento, altura de planta y otras variables
asociadas con la fenologia del cultivo, como P50 y S50, permitiendo en una eficiente

redistribucion de recursos para tal fin.

El segundo objetivo de esta tesis planteaba estudiar la correlacion de la respuesta
entre variables vegetativas y reproductivas, mientras que la hipltesis que se
desprendia mencionaba que existe una asociacion entre el mayor dafio foliar observado
en el periodo post aplicacion, con una menor altura de planta a floracion y el
rendimiento . Por lo visto en el capitulo 3.1.4 es posible parcialmente aceptar la segunda

hipotesis de este trabajo.
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4.2. Condiciones meteorologicas postaplicaciony su efecto sobre la

expresion de la sintomatologia del herbicida

Las condiciones ambientales post aplicacion se pudieron agrupar, segun las variables
meteoroldgicas registradas, en 2 grandes grupos: subtropical y templado. Estos quedaron
definidos por la combinacion contrastante de radiacion y temperatura; alta radiacion y
baja temperatura en templados y lo inverso en el grupo subtropical. Asimismo, se
encontré gran variabilidad dentro de estos dos grupos. Dicha variabilidad permitio
encontrar condiciones ambientales especificas que tuvieron una correlacion diferencial
cuando se comparo el efecto sobre el tratamiento aplicado comparado al del control sobre
variables como la altura de las plantas a floracion y el rendimiento. Estas fueron
principalmente: i) la radiacion y la humedad relativa impactando positivamente de
manera diferencial a la parcela tratadafrente al control, y ii) el déficit de presion de vapor
y la amplitud térmica impactando negativamente. El patron de correlaciones cambia para
ambas variables respuesta usando las medias ambientales de los 2 dias posteriores a la
aplicacion frente a lapsos de los 7 a 21 dias post aplicacion (Tabla 10), siendo las medias
del segundo grupo las que mas tuvieron cambios de correlaciones entre los tratamientos
de herbicidas. Esto refuerza la conveniencia de usar esos lapsos como ya fue planteado
en estudios previos (Brankov et al. 2014 y Dragicevic et al. 2018), asi como
posiblemente, en relacion especifica a HR, la absorcién del antidoto inmediata si bien es
importante (Bunting, 2004b) sea vea mas afectada por episodios como lavado producto
de riego o precipitaciones y no en relacion con la humedad relativa del ambiente. En ese
mismo sentido, lo hallado en relacién con esta Ultima variable ambiental (mayor
humedad relativa, mas beneficio relativo en las parcelas tratadas frente al control) difiere
de trabajos realizados con rimsulfuron en hibridos de maiz (Fuentes y Leroux, 2003) en
donde se evalud el impacto de la HR combinadamente con temperatura en 4 situaciones
0 con trabajos sobre malezas con principios activos como glufosinato de amonio donde
la mayor humedad relativa mejoré la eficacia (Anderson et al., 1993). No obstante, la
integracion de la variable temperatura y HR a través del DPV es un concepto interesante
para considerar, ya que la misma tuvo una fuerte relacion con la respuesta diferencial
entre tratamientos (mayor DPV, mayor diminucion de altura y rendimiento en el
tratamiento aplicado frente al control) y plantea un interrogante acerca de condiciones de

stress que censa el cultivo en un ambiente post aplicacion. Asimismo, estos hallazgos
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estan en linea con las hip6tesis de metabolizacion o detoxificacion que serian importantes
vias de recuperacion posterior a la aplicacién del herbicida, como ya se ha encontrado en
maiz y otras especies para varias sulfonilureas (Goatley et al., 1990; Gallaher, 1999;
Fuentesy Leroux, 2003). Por otro lado, es importante resaltar que el ambiente explorado
en términos térmicos debe relativizarse a los 6ptimos térmicos del tipo de germoplasma,
para lo cual se ha reportado variabilidad (Hunter, 1973). En este sentido, el ambiente de
produccion de semillas de siembras de agosto en la zona del noroeste de Argentina
presenta, desde el punto de vista térmico, una condicion mucho mas desfavorable cuando
esto se relativiza a los Optimos térmicos que pueden tener genotipos tropicales y
subtropicales frente a los templados, siendo importante este contraste en etapas iniciales
del cultivo por sus efectos fenotipicos (Hardacre y Eagles, 1989). Por dicho motivo,
realizar un testeo de genotipos templados junto a los subtropicales / tropicales en zonas
subtropicales y templadas respectivamente podria ser de mucha utilidad para el
conocimiento de las interacciones germoplasma x ambiente de tratarse de genotipos que
puedan adaptarse en ciclo. Finalmente, tener este tipo de balance de germoplasma podria
ayudar a observar las correlaciones en términos absolutos y no solo las comparaciones
entre aplicado y control. De esta forma, el tercer y Gltimo objetivo planteado en esta tesis
fue de profundizar acerca de que variables ambientales tienen mayor impacto en la
respuesta a la aplicacién del herbicida en los distintos parentales de maiz hibrido.
Latercer y Gltima hipétesis mencionaba que existe mayor probabilidad de hallar impacto
en tejido vegetativo y organos reproductivos ante condiciones de menor humedad
relativa, mayor déficit de presion de vapor, mayor amplitud térmica y menor radiacion
durante los 21 dias posteriores a la aplicacion del herbicida. De esta manera, y por los

resultados hallados en el capitulo 3.2 es posible aceptar la Gltima hipotesis.
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5. Conclusiones

En la presente tesis se encontrd una gran variabilidad ambiental y genotipica en la
sintomatologia causada por foramsulfuron + iodosulfuron aplicado en post emergencia.
Fue muy evidente la mayor probabilidad de tener dafios severos en germoplasma
subtropical y tropical frente al templado, y particularmente en ambientes de evaluacion
especificos que estuvieron asociados con una mayor posibilidad de encontrar sintomas
moderados a severos en periodo vegetativo. Asimismo, la aplicacion del herbicida tuvo
un efecto leve (p<0.05) pero significativo sobre el tamafio de la panoja, aumentd la

esqueletonizacién, y no logré impactar en la cantidad de polen.

Se pudo observar variabilidad en el rendimiento y altura de planta a floracion por la
aplicacién del herbicida para los distintostipos de germoplasma. Asu vez, dentrodecada
grupo de origen de germoplasma, se encontrd variabilidad significativa entre los
parentales. Los genotipos tropicales fueron los mas afectados, seguido por los
subtropicales y siendo los menos afectados los templados, en marco de germoplasma
diverso perteneciente a una sola empresa y programa de mejoramiento de maiz. Los
genotipos 1-via fueron més afectados que los 2-vias para estas 2 variables dentro de cada
grupo, a excepcion de los genotipos tropicales 2x para rendimiento que mostraron
reducciones significativas. Se encontrd una mayor interaccion genotipo x tratamiento en
los grupos tropicales y subtropicales frente a los templados, siendo esta diferencia de
comportamiento un aspecto que futuros trabajos podran determinar en cuanto a causas

directas o interacciones.

Hubo asociacion entre la severidad de los sintomas post aplicacion con el rendimiento
y la altura de la planta a floracion. Se hall6 una relacion de valores de severidad mayores
con alturas a floracién menores, mientras que para el rendimiento no hubo diferencias
entre las notas leves a moderadas de severidad relevadas en periodo vegetativo, pero si
para las parcelas con severidad severa que se correlaciond con valores significativamente

menores de rendimiento.

Se encontraron variables meteorolégicas asociadas a un mayor impacto en altura de
planta y rendimiento en las parcelas que mostraron alguna sintomatologia en periodo
vegetativo: i) las condiciones de mayor radiacion y humedad relativa medidas desde los

7 alos 21 dias post aplicacion tuvieron coeficientes de correlacién positivos comparando
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la parcela tratada frente al control y ii) el déficit de presion de vapor estimado y la
amplitud térmica tuvieron coeficientes de correlacion negativos sobre altura vy
rendimiento comparando la parcela aplicada con herbicida frente al control.

La Figura 33 resume en forma esquematica los resultados de la presente tesis:

‘ Ambiente post aplicacion Floracion ‘ Cosecha ‘
! 2 Sintomatologia If’gg Al Rend
i AT _ ga : - Rend.
Rad moderada- severa | rSKIP
s 501 g
, HR :
M Tropical Tl Sisonatologia
MK intermedid infomatologia - Alt = Rend.
° /" Subtropical - O moderada- leve Al
0 i
£ Susceptible i Parcela |
S 3 :‘ l senescente i
0] ']‘Templado Nox ! i
Tofcmme | Sin i
sintomatologia |

Figura 33. Esquema conceptual resumiendo el aporte del presente trabajo en relacion con la
aplicacién del herbicida, el genotipo y la ambiente post aplicacion. 1x: lineas endocriada, 2x:
parentalesdobles, 1/]: aumenta/disminuye la probabilidad del siguiente estado por el aumento

de lavariable, 11/]|: aumenta/disminuye mucho la probabilidad del siguiente estado por el
aumento de la variable. (-): efecto negativo sobre la variable, (+): efecto negativo sobre la
variable / HR: Humedad Relativa, DPV: déficit de presion de vapor, Rad: radiacion incidente,
AT:amplitud térmica). S50: momento de 50% de floracion femenina (°C. dia), P50: momento
de 50% de floracion masculina ((°C. dia), SKLP: esqueletonizacion de panoja (1 “menor
severidad”- 9 “mayor severidad”), TSZ: tamafio de panoja (1 “grande”-9 “pequena”), Rend.:
Rendimiento (kg. hat) y Alt: Altura de la planta a floracion (cm)
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5.1. Trabajosfuturos

A partir de los hallazgos obtenidos en la presente tesis se derivan lineas de

investigacion que podrian ayudar al entendimiento de la interaccion Genotipo x

Ambiente x Tratamiento para mejorar los métodos de evaluacion de parentales para la

produccién de semilla hibrida de maiz, seleccionar germoplasma tolerante y mejorar las

recomendaciones agronémicas generales. Las mismas podrian ser:

i)

i)

i)

Vi)

Estudios de similitud genética para QTLs o haplotipos que controlan el
caracter

Realizar estudios sobre familias segregantes para corroborar la herencia del
caracter deresistencia / tolerancia mediante variables fenotipicas ya validadas.
Utilizacion de indices para caracterizar polinizadores que integren varias
mediciones con diferente ponderacion en funcion al impacto en la produccion
de semilla y entender el impacto del uso de inhibidores de la ALS sobre estos
indices.

Generar un analisis para evaluar el riesgo asociado a falta de sincronia de la
floracion y riesgos en la produccion y pureza de semillas de maiz

Estudiar variables relacionadas a la viabilidad y germinacion de polen ante
aplicaciones tardias de inhibidores de la ALS.

Realizar estudios basados en series de afios extensas de informacion
meteoroldgica para robustecer y profundizar el entendimiento de las variables

ambientales en relacion con la respuesta a los herbicidas.
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