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Kesumen

Resumen

Las partes verdes de la espiga (e.g. bracteas, aristas) son fuente de
asimilados en cereales Cs. Sin embargo, la contribucion de la fotosintesis de
la espiga en trigo pan (Triticum aestivum L.) es menos conocida que el resto
de las fuentes de asimilados (v.g. fotosintesis de la hoja bandera,
retranslocados del tallo). En trigo es ampliamente aceptado que la limitacién
por fuente no esta presente en cultivares antiguos (Kruk et al. 1997; Borras
et al. 2004). Sin embargo, en germoplasma moderno, la limitacién por fuente
podria estar emergiendo (e.g. Alvaro 2008a). En este contexto los asimilados
fijados por los érganos verdes de la espiga (v.g. glumas y aristas) podrian
ser mas relevante para sostener el llenado de granos.

Capitulo 2: El principal objetivo de este capitulo fue evaluar la
contribucion de la espiga mediante tres aproximaciones experimentales
diferentes: (1) reduciendo la fotosintesis de la espiga por remocion de las
aristas 0 sombreo de las espigas (combinados con un tratamiento de
desfoliado) y (2) comparando el peso de granos por espiga, en cultivos
completamente sombreados versus plantas donde uUnicamente se les
sombre6 la parte vegetativa (‘espigas emergiendo’) y (3) reduciendo la
fotosintesis de la espiga con DCMU (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-
dimethylurea) un inhibidor especifico del foositema Il.

En experimentos a campo en La Plata (Argentina), los cultivares Klein
Escudo and Biolnta 3000, fueron sujetos a los tratamientos de remocion de
las aristas, sombreado de espigas, con y sin desfoliacion, y a los
tratamientos de ‘sombreo total’ vs. el de ‘espigas emergiendo’. Aunque la
estimacion de la contribucion de la fotosintesis de la espiga difirio,
dependiendo de la aproximacion experimental usada (desde 12 a 42%), el
cv. Escudo (con mayor proporcion de aristas) mostré una mayor contribucién
en la fotosintesis de la espiga. En ambos cultivares la mayor contribucion de
la espiga se encontré en plantas desfoliadas. La magnitud de esta

contribucion se relacion6 positivamente con el largo de las aristas de cada
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cultivar. La remocion de las aristas no tuvo un efecto significativo (p< 0.05)
sobre el peso de grano en el cultivar de aristas cortas (Biolnta 3000). El
efecto del desaristado fue mayor en el cv. Escudo, alcanzando valores de
reduccion del peso de granos por espiga de ca. 15y 19% en plantas no
desfoliadas y desfoliadas respectivamente. En los dos cultivares, la posicion
de granos méas afectada por la disminucién de la fuente fotosintética fue la
de los granos distales dentro de la espiguilla. La tasa fotosintética de la
espiga (medida por IRGA) fue mayor en el cv Escudo que en el cv. Biolnta
3000.

También se analizdé la contribucién de la remobilizacion de los
asimilados acumulados en pre-antesis (tallo + vainas). Comparando ambos
cultivares, la materia seca translocada desde los tallos mostré el patron
opuesto a la contribucion de la fotosintesis de la espiga, i.e. fue mayor en el
cv. Biolnta 3000 que en el cv. Escudo.

En Bordenave, Argentina, el sombreo de las espigas reveld0 una
importante contribucion de la fotosintesis de la espiga al llenado de granos
en el cv. Huenpan (un genotipo de aristas largas, y tolerante al déficit
hidrico), tanto bajo condiciones de riego como de secano, mientras que en el
cv. Baguette Premiun 11 (de aristas cortas) aparentemente no hubo efecto
de la fotosintesis de la espiga sobre el peso de granos.

Por dltimo, la reduccion de la fotosintesis de la espiga con DCMU
redujo el peso de granos por espiga en proporcion similar al sombreo de las
espigas por ‘encapuchado’.

Capitulo 3: El principal objetivo de este capitulo fue: (1) analizar si la
mejora empirica ha cambiado la contribucion de la fotosintesis de la espiga
al llenado de granos, a través de un estudio retrospectivo con cultivares de
trigo pan liberados en Argentina entre 1920 y 2008, y (2) estudiar si la
introgresion de los alelos de enanismo han cambiado la contribucién de la
fotosintesis de la espiga al llenado de granos, usando lineas isogénicas de

un cultivar de trigo pan difiriendo en la presencia/ausencia en los alelos Rht.
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En los dos experimentos se sombrearon espigas con papel
aluminio para reducir la fotosintesis, tanto en plantas intactas como
desfoliadas. La contribucion de la fotosintesis de la espigase incrementd en
los cultivares modernos, y esta contribucion fue mayor en las plantas
desfoliadas que en las intactas. La contribucion de la espiga se correlacion6
negativamente con la altura de planta (r>= 0.62 y 0.71 en plantas intactas y
desfoliadas respectivamente) y especialmente con el peso de tallo (r>= 0.75
y 0.80 en plantas intactas y desfoliadas respectivamente). La eficiencia de
materia seca retranslocada (es decir, la relacién entre la materia seca
retranslocada y el peso de tallo en antesis; DMTe) no se modificod
considerablemente con el afio de liberacion de los cultivares. La contribucion
de asimilados pre-antesis al granos (CPA, i.e. la relacion de reservas del
tallo movilizadas y el peso de granos por espiga) claramente disminuyd en
los cultivares mas modernos. La correlacion entre la contribucion de la
espiga y el tamafo de aristas fue despreciable en este estudio.

En las lineas isogénicas diferenciadas en los alelos de enanismo
Rht, la contribucion de la espiga fue mayor cuando los alelos estuvieron
presentes, principalmente en plantas no desfoliadas. Sin embargo, no hubo
una relacion consistente entre el peso de tallo y las respectivas
contribuciones de las espigas, sugiriendo que otros factores (ademas de los
alelos de enanismo) estan involucrados en el incremento de la contribucién
de la espiga en el estudio retrospectivo.

Capitulo 4: Los objetivos de este capitulo fueron: (1) estudiar la
actividad fotosintética (tasa de transporte de electrones o ETR,
indirectamente por fluorescencia de la clorofila) durante el llenado de granos,
de la hoja bandera, el cuerpo de la espiga y de las aristas en dos cultivares
con diferente contribucion de la espiga al llenado de granos; (2) analizar la
respuesta diferencial de la hoja bandera vs. las aristas al déficit hidrico
mediante la medicién de variables de estado hidrico (contenido relativo de
agua, potencial hidrico) y actividad fotosintética (tasa de transporte de

electrones o ETR); (3) estimar la influencia de la presencia/ausencia de

X
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aristas en la temperatura del cuerpo de la espiga; (4) analizar si existe
correlacion entre el tamafio de las aristas vs. la contribucion de las
aristas/espiga al llenado de granos en seis variedades modernas de
cultivares argentinos con distinto tamafio de aristas; (5) explorar si el tamafo
de aristas han cambiado durante la Ultima centuria (estudio retrospectivo).
En este capitulo hemos reportado que (1) durante el final del llenado de los
granos, las partes de la espiga (aristas y particularmente el cuerpo de la
espiga, es decir glumas y lemmas) podrian tener mayor actividad
fotosintética que la hoja bandera; (2) la presencia de aristas podria tener un
efecto levemente favorable (i.e. enfriando) sobre la temperatura de la espiga
durante la mafiana, pero deletéreo (i.e. aumentando la temperatura de la
espiga) después del mediodia; (3) una caracteristica positiva de las aristas
es una cierta “tolerancia” al déficit hidrico, manteniendo un contenido relativo
de agua y una ETR mayor que la hoja bandera bajo sequia; (4) encontramos
una correlacion positiva (moderada bajo condiciones de secano) entre el
tamafno de las aristas y la contribucién de la espiga durante el llenado de
granos y (5) en el andlisis retrospectivo de los cultivares de trigo pan de
Argentina no encontramos una clara tendencia a lo largo de la mejora del
tamafo de las aristas ni de la contribucion de las aristas durante el llenado

de granos.
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Abstract:

Green parts of the ear (e.g., bracts, awns) are sources of
photosynthates in Cs; cereals. However, the contribution of ear
photosynthesis to grain filling in bread wheat (Triticum aestivum L.) is less
known compared with other sources of assimilates (e.g., flag leaf
photosynthesis, C stem retranslocation). In wheat is widely accepted that
source limitation are not present in old cultivars. In modern germoplasm,
however, source limitation could be emerging. In this context, assimilates
fixed by green organs of the ear (e.g. awns) seems to be more relevant to
sustain the grain filling.

Chapter 2: The main objective of this Chapter was to evaluate this
contribution through three different experimental approaches: 1) ear
photosynthesis was reduced by removing awns or shading the ears (in
combination with a defoliation treatment), 2) another experimental
approach was to compare grain weight per ear in an ‘all shaded’ crop
versus plants where only the vegetative parts were shaded (‘ear
emerging’), and 3) finally, ear photosynthesis was reduced with DCMU (3-
(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea), a specific inhibitor of photosystem
Il.

In field experiments in La Plata (Argentina), cultivars Klein Escudo
and Biolnta 3000 were subjected to awn removal and ear shading
treatments, with or without severe defoliation, and the ‘all shade’ vs. ‘ear
emerging’ treatments. Although the estimated contribution of ear
photosynthesis to grain yield differed depending on the experimental
approach used (from about 12 to 42%), in general cv. Klein Escudo (with
the highest proportion of awns) showed a greater contribution of ear
photosynthesis to grain filling. In both cultivars, the percentage contribution
of ear photosynthesis was larger for defoliated plants. The magnitude of
this contribution was positively associated with the length of the awns of
each cultivar. Awn removal had a non significant (p< 0.05) effect on grain
weight per ear (GWeqy) in the short-awned cv. Biolnta 3000. In cv. Klein

Escudo, the effects of de-awning were larger, producing a decrease of ca.
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15 and 19% of GWea in non-defoliated and defoliated plants respectively.
In both cultivars, grains in a distal position within the spikelet (G3) were
most affected by the decrease of the photosynthetic source. The
photosynthetic rate of the ear (measured by IRGA) was higher in cv. Klein
Escudo than in cv. Biolnta 3000.

We also analysed the contribution of remobilization of pre anthesis
assimilates (stem plus sheaths). Comparing both cultivars, dry matter
translocation from the stem showed the opposite pattern to the contribution
of ear photosynthesis, i.e. it was higher in cv. Biolnta 3000 than in cv. Klein
Escudo.

In Bordenave, Argentina, ear shading treatments revealed an
important contribution of ear photosynthesis to grain yield in cv. Huenpan
(a long awned, water-deficit tolerant genotype), either under water deficit or
irrigation, whereas in cv. Baguette Premiun 11 (short awns) there was
apparently no effect of ear photosynthesis on yield.

Finally, inhibition of ear photosynthesis with DCMU reduced grain
weight per ear to a similar extent as ear shading.

Chapter 3: The main objectives of this chapter were: (i) to analyze if
empirical breeding has changed the contribution of ear photosynthesis to
grain filling through a retrospective study of cultivars of bread wheat
released in Argentina between 1920 and 2008 and (ii) to study if the
introgression of dwarfism alleles has changed the contribution of ear
photosynthesis to grain filling using near-isogenic lines of a cultivar of
bread wheat differing in absence/presence in Rht alleles.

In both experiments we covered ears with aluminum foil to reduce
photosynthesis, in intact and defoliated plants. The contribution of ear
photosynthesis increased in modern cultivars, (particulary in defoliated
plants). Ear contribution was negatively correlated with plant height (r?=
0.62 and 0.71 in intact and defoliated plants, respectively) and especially
with stem dry weight (r’= 0.75 and 0.80 in intact and defoliated plants
respectively). Dry matter translocation efficiency (the ratio between the
translocated dry matter and the stem dry weight at anthesis; DMT,) did not
change consistently with year of release of the cultivars. The contribution of

preanthesis stem assimilates to grain yield (CPA, i.e. the ratio of stem
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mobilized reserves to GWey) clearly decreased in more modern cultivars.
The correlation of ear contribution with awn size was negligible in this
retrospective study.

In near-isogenic lines differing in Rht alleles, the contribution of the
ear was higher when dwarfism alleles were present, mainly in non-
defoliated plants. However, there was no consistent relationship between
stem weight of the near-isogenic lines and their respective contributions of
ear photosynthesis, suggesting that other factors (beyond the Rht alleles)
are involved in the increase of ear contribution in the retrospective study.

Chapter 4: The objectives of this Chapter were: (i) to study the
photosynthetic activity (electron transport rate or ETR, indirectly by
chlorophyll fluorescence) during the grain filling, comparing flag leaf, ear
body (glumes) and the awns in two cultivars differing in ear contribution to
grain filling (ii) to analyze the response of the flag leaf vs. awns to water
deficit (relative water content and ETR measurements); (iii) to estimate the
influence of presence/absence of awns in the temperature of the body of
the ear (iv) to analyze if there are correlation between awn size vs. awn/ear
contribution to the grain filling in six modern cultivars of Argentinean wheat
differing in this trait and (v) to explore if the awn size and awn contribution
to grain filling has changed during the past century (retrospective study).

In this chapter we show that: (1) during late grain filling, ear parts
(including the awns, and particularly the body of the ear) can have a higher
photosynthetic activity than the flag leaf; (2) the presence of awn could
have some favorable effect in ear temperature during the morning, but
deleterious (i.e. increasing the temperature of the ear) after midday; (3)
however, a positive trait of the awn is some ‘tolerance’ to water deficit,
keeping a higher RWC and ETR than the flag leaf under water deficit; (4)
we found a positive (moderate under rainfed conditions) relationship
between awn length and contribution of the ear to grain filling and (5) in a
retrospective analysis of Argentinean bread wheat we did not find a clear
tendency during the breeding in awn size and awn contribution to the grain

filling.
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INTRODUCCION

1.1 El trigo como cultivo en el mundo

La importancia del trigo como alimento se remonta a tiempos muy
antiguos de la historia occidental. Existe un detallado registro de la evolucion
de sus caracteristicas hasta llegar al cultivo que actualmente conocemos.
Todas las formas cultivadas de trigo tienen su origen en las montafnas del sur-
oeste de Turquia (Feuillet et al. 2008). La seleccion natural no fij6 las
caracteristicas que hoy le conocemos al cultivo. Los trigos originarios tenian
espigas dehiscentes y granos pequefios que facilitaban la dispersion de
semillas. Los primeros agricultores desde el comienzo de su utilizacion
eligiendo por altos rendimientos, facilidad para transportar y almacenar, fueron
fijando muchas de las caracteristicas que hoy encontramos en el trigo (Feuillet
et al. 2008).

El trigo pertenece a familia Poaceae (Gramineas), subfamilia Pooideae,
tribu triticeae (hordeae), género Triticum (Cronquist 1988). Las especies del
género Triticum pueden agruparse en tres grupos diferenciables por su ploidia,
(con un namero basico de cromosomas (n=7, 14 o 21). Los trigos comerciales
actualmente pertenecen a las especies Triticum turgidum var. durum
(tetraploide 2n = 28 genoma AABB es decir, poseen 4 juegos de los 7
cromosomas basicos) trigo duro o candeal y Triticum aestivum (hexaploide 2n =
42 genoma AABBDD) trigo pan o trigo harinero. La tercer especie Triticum
monococcum posiblemente la mas antigua carece de importancia en la
agricultura actual. Los trigos hexaploides posiblemente se formaron por
cruzamiento de un tetraploide T. turgidum dicoccum (AABB) con una especie
diploide Aegilops tauschii (genoma DD) que en algin momento de la evolucién
generaron progenie fértil. Dado que el genoma D de los trigos hexaploides
proviene de un trigo adaptado a climas continentales del centro de Asia, los
trigos pan pueden ser cultivados en zonas ambientalmente mas amplias que

los trigos duros (Feuillet et al. 2008; Gill & Friebe 2002 y referencias ahi
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citadas). Es importante destacar que la mayor parte del mercado internacional
(aproximadamente el 99%) comercializa trigo pan (Javier Ekboir 2001).

Actualmente, el trigo es un cultivo de gran importancia a nivel mundial,
como fuente de alimento, ya que el 75 % del trigo es destinado a consumo
humano y es la segunda fuente de proteinas y carbohidratos de los paises en
desarrollo después del arroz. Junto al arroz, el trigo sirve de alimento, al 50%
de la poblacion mundial (FAO Madrid, 2006 http://www.fao.org). Su distribucion

es muy amplia y es bastante tolerante a las adversidades climéaticas debido en
parte a la compleja naturaleza de su genoma que le otorga gran plasticidad. Es
el cultivo mas sembrado en el mundo con una produccién de 600 millones de
toneladas en mas de 200 millones de hectareas. En términos absolutos el
volumen de trigo comercializado internacionalmente supera el de cualquier otro
grano, y en la ultima década el mercado internacional alcanzé un promedio de
105 millones de toneladas (el 18% de la produccion mundial;
http://www.fao.orq).

Durante el proceso de mejoramiento de trigo, la identificacion de alelos
de enanismo y la generacion de variedades semi-enanas representd un salto
histérico en los rendimientos del cultivo. La utilizacion de las variedades semi-
enanas, ademas de evitar las pérdidas por vuelco, permitié incrementar el uso
de fertilizantes, por lo que los alelos de enanismo se expandieron en diversos
sitios del mundo. Por ejemplo, en Argentina, la mejora del rendimiento aumento
de 12 kg/ha/afio (antes de la incorporacién de los genes de enanismo, i.e.,
previo a 1960) a 34 Kg/ha/afio (después de su incorporacion) (SAGyP). Sin
embargo en las ultimas décadas se ha observado que esta tasa de mejora de
los rendimientos se ha reducido en la mayoria de los paises productores de
trigo (Miralles & Slafer 2007). Se ha reportado que cuando el rendimiento del
trigo esta mejorando al 1% al afio, la demanda lo esta haciendo al 2 %
(Skovmand et al. 2001). Por lo tanto, serd necesario idear estrategias para que
los incrementos en rendimiento acompafien los incrementos en la demanda.
Entre ellas, se destacan el mejoramiento genético y la expansion del area

sembrada.
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1.2 El cultivo de trigo en Argentina y el impacto del estrés ambiental
sobre la produccion de trigo.

El cultivo de trigo se introduce en el Rio de La Plata en 1527, pero su
difusion y expansion comienza en 1870. Recién a comienzos de 1900 se inicia
el mejoramiento formal. Hasta 1960 los rindes no superaron los 1.000 kg/ha y
fue recién a partir de ca. 1970, con la llegada al pais de trigos con alelos de
enanismo provenientes de germoplasma mexicano, que se producen los
mayores incrementos en el rendimiento. Para la economia nacional es un
cultivo muy importante, ya que anualmente en la Gltima década se han llegado
a exportar 16 millones de toneladas, posicionando al pais como el 8vo
exportador mundial ($ 5.500 millones en divisas). Aproximadamente se han
llegado a sembrar 6 millones de ha/afo, (el 17,5 % del area nacional
sembrable), y el rendimiento medio ronda las 2,7 Ton/ha (http://www.fao.org).
Si bien el volumen de las exportaciones actualmente ha cambiado debido a
diferentes estrategias economicas que ha adoptado el Estado Nacional, de
alguna manera esos valores describen la importancia del cultivo. La produccién
actual de trigo en el pais promediando las ultimas cinco campafas se mantiene

(Bolsa de Comercio de Rosario).

Como se menciona en el parrafo anterior, un aumento de los
rendimientos podra ocurrir como resultado, entre otras cosas, del aumento del
area sembrada o del mejoramiento genético. El aumento del area sembrada no
ha representado un aporte importante al aumento del rendimiento en la dltima
década y esta tendencia parece continuar en el futuro. En la década del 90 en
Argentina la produccion de trigo se incrementd un 50%, alcanzando valores de
16,5 millones de toneladas, este incremento fue consecuencia del aumento de
un 39% en los rendimientos y solo de un 8% en el area sembrada. Actualmente
el area de siembra de trigo esta disminuyendo por lo que no se puede esperar
mejoras en la producciéon por este camino. Los aumentos del rendimiento
experimentados en la década del 90, se lograron por la incorporacion de
nuevas variedades y técnicas de manejo (fertilizacion y siembra directa) (Ekboir
& Morris 2001). Aun asi, el rendimiento medio nacional es similar al rendimiento

promedio mundial pero menor que el de otros paises que llegan a 7 Ton/ha
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(Francia). Esta diferencia no se vincula solo con las diferencias genéticas y el
uso de insumos sino que también se relaciona con los ambientes donde se
desarrollan los cultivos. En Argentina el cultivo de trigo se desarrolla en
condiciones menos favorables que estos paises de altos rendimientos, con
menor oferta de radiacion y temperaturas medias mayores (Miralles &
Gonzélez 2009). La brecha entre los rendimientos registrados y los potenciales
en la pampa argentina es atribuida principalmente a las altas temperaturas y al
déficit hidrico que afecta la Ultima etapa del llenado (Calvifio & Sadras 2002).

El cultivo de trigo esta distribuido en las diferentes subregiones
trigueras con distintas condiciones agroclimaticas. Cada subregion presenta
diferentes limitantes al rendimiento que hacen que el cultivo deba enfrentar
diferentes estreses dependiendo de la subregion y de la variabilidad ambiental
interanual. Los episodios de déficit hidrico durante el llenado de los granos son
comunes en muchas regiones trigueras de Argentina (v.g., SO de la Pcia. de
Buenos Aires, centro de la Pcia. de Cordoba). En el norte de la provincia de
Buenos Aires y sur de Santa Fe, regiones que concentran mas del 40% de la
produccion de trigo, la ocurrencia de sequias de diferente magnitud e
intensidad constituye la causa principal de variacion interanual de los
rendimientos (Guia Practica para el cultivo de trigo-INTA). EI déficit hidrico es
uno de los estreses que mas afecta la produccion nacional y que se visibiliza
en la generalizacion de los sistemas de riego registrada durante el ultimo censo
nacional (SAGyP).

Ademas, las perspectivas climaticas para los proximos afios en la
region triguera Argentina son desfavorables. Se pronostican afos “Nifia” que
van a dejar por debajo de las precipitaciones aceptables a gran parte de las

regiones trigueras (www.bolcereales.com.ar/ver-proclima-76).

Otra de las limitaciones a la produccién de trigo es impuesta por las
temperaturas. El territorio argentino cuenta con ciertas peculiaridades producto
de su geografia. Al no presentar barreras transversales, los vientos célidos del
norte tienen acceso a todo el territorio por lo que las variaciones térmicas se
suceden con frecuencia, afectando el balance hidrico (resultado de la

temperatura y la precipitacion) (Ruggiero & Conti 1988). La ausencia de
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barreras transversales también desfavorece la produccion al dejar pasar
vientos frios del suroeste durante el momento de floracion del cultivo. Cerca del
20% de las zonas trigueras tienen riesgo de heladas en la época reproductiva
(Abate INTA-UBA en Revista El Federal 2013). Este hecho abre un juego de
costo beneficio ya que al correr el cultivo hacia los meses mas calidos, la
produccién puede verse perjudicada por las altas temperaturas durante el
llenado de granos.

1.3 Desarrollo fenolégico de la planta de trigo

Los efectos del estrés ambiental sobre el rendimiento de trigo
dependen del estadio fenoldgico considerado. En este sentido, algunas etapas
son mas importantes que otras en la determinacion del rendimiento, y es
importante su conocimiento para poder predecir efectos del estrés ambiental
(v.g. ‘'ventanas de sensibilidad’) sobre la produccion. Como se puede ver en la
Fig. 1. 1. todas las etapas del desarrollo estan involucradas en la determinacion
del rendimiento (a través de sus diferentes componentes), desde la
germinacion hasta la madurez de los granos, aunque en diferente grado cada
una. Las etapas del desarrollo pueden ser estudiadas desde varios puntos de
vista, ya sea atendiendo a cambios en la morfologia externa (como aparicion
de hojas, elongacién del tallo) o analizando los cambios apicales (Slafer et al.
2010). Poniendo el foco de atencién en los cambios apicales, el desarrollo de la
planta de trigo se divide en tres fases: (1) vegetativa, (2) reproductiva y (3) de
maduracion (Slafer et al. 2010). La duracion de cada fase es determinada por
la interaccion genotipo-ambiente (temperatura, fotoperiodo y vernalizacion)
(Miralles 2004).

(1) Fase vegetativa: va desde la imbibicion de la semilla hasta el estadio de
doble lomo del apice. Se caracteriza por la formacion de los primordios foliares
(futuras hojas) y es donde se determina el area foliar potencial de la planta.
Durante esta fase, el 4pice tiene una yema simple que da lugar a los primordios

foliares. En la siguiente fase del desarrollo el apice pasa a tener doble lomo
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meristeméatico, cuya parte inferior representa el vestigio del primordio foliar y la
parte superior desarrolla los primordios de las espiguillas.

(2) Fase reproductiva: comienza con la formacién en el &pice de los
primeros primordios de las espiguillas y finaliza en antesis, con la polinizacion
de las flores. Cuando se forma la espiguilla terminal es el momento en que se
alcanza el maximo numero de espiguillas. La diferenciacion de los érganos
florales comienza en las flores basales de las espiguillas centrales y contintia
hacia el apice. Durante esta etapa se produce el macollaje (formacion de tallos
secundarios a partir de yemas secundarias), se establece en numero de

espigas por m?y el nimero de granos potencial por espiga.
pigas p

(3) Fase de maduracién del grano: comienza luego de la fecundacion, con el
crecimiento del grano. Esta fase se puede dividir en tres etapas. La primera es
la de multiplicacion celular, la segunda la de acumulacion de carbohidratos y
proteinas y la tercera es la de desecacion. En esta fase se determina el Gltimo
componente del rendimiento, es decir el peso de grano. Este componente
depende de la tasa de llenado (mg de materia seca acumulados por dia) y de la

duracion de la etapa de llenado (dias desde antesis a madurez).
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Fig. 1. 1 Diagrama esquematico del crecimiento y desarrollo de un cultivo de trigo. Se
muestran los estados que delimitan las fases del desarrollo y los eventos que dan lugar a la
formacion de los componentes del rendimiento. Adaptado de Slafer y Rawson (1994).

Para la descripcion precisa de los diferentes estados morfolégicos
externos que atraviesa el cultivo es comun el uso de escalas. La escala de
Zadoks (Zadoks et al. 1974) es la mas ampliamente aceptada. Esta escala
utiliza dos digitos para definir los estados, el primer digito divide el ciclo de
cultivo en diez etapas principales, y el segundo divide a su vez a estas etapas
en diez etapas secundarias (ver tabla Tabla 1. 1). En los experimento de esta
tesis utilizaremos la escala de Zadoks en toda ocasion que se requiera
identificar un estado fenoldgico.



Capitulo i+ |ntroduccion

Tabla 1. 1. Principales estados descriptos en la escala de Zadoks et al.
(1974)

Primer digito del cédigo Descripcién

Germinacion

Crecimiento de plantula
Macollaje

Elongacion del tallo

Estado de bota

Emergencia de inflorescencia
Antesis

Estado lechoso del grano

Estado pastoso del grano

© 00 N O 0o A W N, O

Madurez

1.4 Los componentes del rendimiento

La generacion del rendimiento puede ser estudiada desde dos
perspectivas complementarias: a través de sus componentes fisiolégicos o
desde sus componentes numeéricos. Estos dos enfoques, han sido utilizados
para estudiar los cambios en el rendimiento a lo largo del mejoramiento
genético y se espera, que faciliten la identificacibn de caracteristicas que
permitan continuar con la mejora del rendimiento. Los llamados componentes
numéricos del rendimiento son: el nimero de granos y el peso individual de

granos.

R =NG x PGi

Entre los componentes numéricos, el peso de grano es un parametro
gue (indirectamente) va a ser usado en la mayoria de los experimentos de esta

Tesis. Los componentes del rendimiento se generan de forma secuencial
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durante el desarrollo de la planta (ver Fig. 1. 1). Esto otorga al cultivo la
capacidad de compensar efectos adversos que ocurran en los primeros
estadios del desarrollo. Como resultante, el rendimiento presenta alta
estabilidad bajo una amplia variedad de condiciones ambientales. Las
estrategias para mejorar el rendimiento apuntan a un aumento en alguno de

estos componentes sin la disminucién de los otros.

1.4.1. La relacion fuente- destino y el rendimiento

Uno de los aspectos relevantes que constituyen las bases fisiol6gicas
de la produccién de materia seca durante todo el desarrollo de cultivos de
plantas, es la llamada relacion ‘fuente-destino’. Se denomina ‘fuente’ a la
capacidad fotosintética potencial de la planta y ‘destino’ a la capacidad
potencial para utilizar esos productos fotosintéticos. Se incluye dentro de los
destinos a los oOrganos que presentan actividad meristematica, de
diferenciacion o de almacenamiento (hojas en expansion, espigas, granos,
tallos en crecimiento), y por lo tanto importan asimilados desde las fuentes

(6rganos fotosintéticos y/o de almacenamiento) (Satorre 2010).

El concepto de fuerza de los destinos (el cual esta relacionado con la
habilidad de los destinos para influir sobre la importacion de los asimilados), es
definido como la capacidad potencial para atraer asimilados, es decir
representa la tasa maxima a la cual puede utilizar los sustratos bajo
condiciones no limitantes. La produccion de biomasa siguiendo esta relacion,
puede estar limitada por cualquiera de sus partes, es decir por la fuente o por el
destino. Si la capacidad de los destino es pequefia, la produccién de grano se
verd limitada y si la capacidad de los destinos es alta pero la capacidad de la
fuente no lo es, la produccion de biomasa (como grano) tampoco podra ser
elevada (Alam et al. 2008). El resultado final del flujo de asimilados desde los
organos fuente a los 6rganos destino, se denomina particion de biomasa. La
particion de los asimilados entre los distintos destinos de la planta depende de

la fuerza de estos destinos.
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- Determinacion del nimero de granos

El nUmero de granos por unidad de area se comienza establecer desde
las primeras etapas del desarrollo, desde que se determina el numero de
plantas establecidas. EI numero de granos por unidad de &rea, surge de la
compleja combinacion de diferentes componentes: numero de plantas
establecidas por m? macollos por planta, espigas por planta, espiguillas por
espiga y granos por espiguilla. La fijacion de estos componentes tiende a ser
secuencial y a darse en determinados estadios del ciclo ontogenético.
Componentes mas tardios en el ciclo pueden compensar a los anteriores. La
magnitud de cada componente es establecida por la relacion fuente-destino del
momento en el que se fija (Satorre 2010). Por ejemplo, durante el macollaje se
pueden remediar pérdidas en el numero de plantas establecidas, ya que si bien
el n° de macollos varia con el genotipo y el ambiente, esta fuertemente
relacionado con la densidad.

Fischer (1985) identifico una fase critica en la determinacion del
numero de granos entre 20 y 30 dias antes de antesis (desde la iniciacion de la
espiguilla terminal a antesis), que es donde se produce una fuerte competencia
entre tallos y espigas. Como resultado de esta competencia, los macollos mas
pequefios mueren y los primordios florales dependen de la habilidad de la
espiga para competir. Nuevas investigaciones refuerzan la importancia del
peso de las espigas al momento de antesis en la determinacion del mayor
numero de granos, y atribuyen este mayor peso de las espigas a una extension
en la duracion en la etapa bota a antesis (Slafer 1996; Miralles & Slafer 2007;
Isidro et al. 2011). Algunos trabajos hablan de variabilidad genética en el peso
de la espiga y en el niumero de granos y cada vez es mas estudiado el
coeficiente de fertilidad de espiga (mg de espiga ‘no grano’, por grano) como
determinante del nimero de granos (Gonzéles et al. 2003; Gonzalez et al.
2011). En un trabajo de Garcia et al. (2011) sugieren, luego de encontrar
variabilidad en nimero de granos para duraciones de fase de elongacién de
tallo similares, que en la determinacion del numero de grano estan
interviniendo otras caracteristicas ecofisiolégicas como tasa de crecimiento de

la espiga, particion a espiga o el coeficiente de fertilidad de espiga.
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- Determinacion del peso de granos

Tradicionalmente se ha estudiado el establecimiento del peso de granos
como determinado entre antesis y madurez, sin embargo se ha encontrado que
la etapa previa a antesis (10 dias) puede ser muy importante también (Calderini
et al. 1999). La relacibn encontrada entre el peso de los granos y las
condiciones de crecimiento previas a antesis estaria relacionada con el
desarrollo de los carpelos florales (futuro pericarpio del grano). Se ha
encontrado relacion entre el peso de granos y el peso de los carpelos al
momento de antesis. Siendo asi, la determinacion del nimero de granos y la
determinacién del peso de los mismos se superpondria unos dias en el tiempo.
Ademas esta superposicion en el tiempo generaria un “trade-off’ por la
disponibilidad de asimilados entre el numero de granos por espiga y el peso

potencial de los mismos (Gambin & Borras 2010).

Luego de “antesis” comienza la etapa de llenado de los granos, en donde
se determina el peso individual de los mismos. A diferencia del numero de
granos, el peso de los granos es definido en una etapa mas acotada en el
tiempo, que comprende desde floracion (como fue mencionado arriba) hasta
madurez fisioldgica (ver Fig. 1. 1). En condiciones normales, durante esta etapa
de llenado, los granos reciben asimilados de las partes superiores de la planta.
Tradicionalmente se consider6 a la hoja bandera como al principal
contribuyente de asimilados para el llenado de los granos (Evans et al., 1975),
dada su posicion superior en la planta, (recibiendo mayor radiacion) y a que se
encuentra ubicada mas cerca de los granos (i.e. los destinos) que el resto de
las hojas. Actualmente, se reconocen otros contribuyentes: la retranslocacion
de asimilados no estructurales almacenados en el tallo en periodo en pre-
antesis (Gebbing & Schnyder 1999; Alvaro et al. 2008; Foulkes et al. 2007;
Blum, 1998; Ehdaie et al., 2008) y a fotosintesis de la espiga (Passioura, 1994).
La proporcion de peso de grano que corresponde a cada aporte varia con los
cultivares y con el ambiente sin embargo la informacion que se encuentra es
fragmentaria (Tambussi et al. 2007).

Durante esta etapa lo que determina el peso final de los granos es

(ademés del peso potencial de los granos) la relacién fuente-destino, que
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dependen tanto del genotipo como de las condiciones ambientales en donde
transcurrio el cultivo.

Existe un consenso que durante la etapa de llenado de granos el
rendimiento en trigo estaria limitado fundamentalmente por destinos (Slafer &
Savin, 1994; Borras et al. 2004), aunque existen también reportes de limitacidén
por fuente (Alam et al. 2008; Bijanzadeh & Emam 2010; Fischer &
HilleRisLambers 1978; Herzog 1982; Mohammadi 2012; Rharrabti et al. 2010;
Simmons, Crookston, & Kurle 1982; Wang et al. 1998; Herzog 1982; Balkan et
al. 2011; Serrago et al. 2011; Zhang et al. 2010) .

1.4.2. Efectos de la mejora sobre los componentes del rendimiento y posible

limitacion por fuente en cultivares modernos

El analisis de los componentes numéricos del rendimiento a lo largo de
la mejora genética muestra que el aumento del rendimiento correlaciona
fuertemente con el aumento del nimero de granos por unidad de area. Existen
muchos trabajos en donde se reporta al nimero de granos como el principal
componente del rendimiento (Savin & Slafer, 1991; Fischer, 1993; Sayre et al.,
1997; Gonzalez et al., 2003a). Dentro de la espiga, el mayor nUmero de granos
observado durante la mejora ha sido producto tanto del incrementos en el
numero de espiguillas por espiga, como de aumentos en el nimero de granos
por espiguilla (Fischer et al., 2007; Alvaro et al., 2008; Royo et al. 2007; Isidro
et al. 2011).

La falta de incremento en el peso de granos a lo largo de la mejora,
aun no esta resuelta y puede deberse a varias razones: (1) a la insensibilidad a
las giberelinas inducida por los alelos de enanismo (Miralles et al. 1998), (2) a
la competencia por asimilados post-antesis (Flintham et al. 2000), (3) o a la
aparicion de granos en posiciones con menor peso potencial (posiciones
distales de las espiguillas) (Slafer et al. 1996) (Miralles & Slafer 1996).

El incremento en el numero de granos de los cultivares modernos,
pareceria ser el resultado de la relocalizacion de asimilados de la parte

vegetativa a la reproductiva (Miralles & Slafer 1995). Sinclair & Jamieson
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(2006) postulan que la correlacion observada entre el nimero de granos y el
rendimiento se trata de una correlacidbn empirica, es decir que las dos variables
serian controladas por los mismos factores, variables no independientes entre
si. En este trabajo se muestra que cuando se disminuye la fuente de asimilados
post-antesis (por desfoliado o sombreado), un mayor nimero de granos fijado
no se corresponde con mayores rendimientos y se observa que las reducciones
de fuente generan una disminucion del peso de los mismos. Esto significa que
el numero de granos es un estimador ‘optimista’ en antesis dado que el peso
de granos puede disminuir cuando la disponibilidad de asimilados en post-
antesisis se reduce (Sinclair & Jamieson 2006). Los autores sostienen que un
aumento en el namero de granos, sin un incremento paralelo de los asimilados
disponibles, no producird mejoras en los rendimientos. Segun Fischer et al.
(2008), la mejora en los ultimos 30 afios se logré con un incremento del nUmero
de granos por lo que, al menos para condiciones de rendimiento potencial, los

argumentos de Sinclair & Jamieson 2006 no son validos.

¢ Limitacion por fuente o por destino en germoplasma moderno?

Por otro lado, analizando el proceso de mejora genética del
rendimiento, se sabe que la introduccion de los alelos de enanismo, ha
reducido la biomasa de tallos, al momento de antesis (principalmente biomasa
de tallos; Alvaro et al. 2008). Coincidente con esto, investigaciones recientes
evidencian que alguna limitacion por fuente podria estar emergiendo en
cultivares modernos (Alvaro et al. 2008, en trigo duro), que tienen mas granos
por unidad de area y menos biomasa vegetativa debido a la presencia de
genes de enanismo. En este trabajo, utilizan veinte variedades de trigo
liberadas en diferentes periodos y les modifican la relacion fuente-destino. En el
tratamiento donde les eliminan espiguillas, observan un incremento del 15% del
peso de grano en las variedades modernas y una mayor sensibilidad a la
modificacion de la relacion fuente-destino que las variedades antiguas. Por lo
tanto, si bien las variedades antiguas de trigo eran poco afectadas por
tratamientos de defoliacion post antesis (Kruk et al. 1997), cultivares mas
modernos parecen responder en mayor medida a limitaciones por fuente
(Alvaro et al. 2008).
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También existen otros trabajos donde se han registrado incrementos
en el peso de los granos luego de modificaciones en la relacion fuente —
destino, por desespiguillado (Alam et al. 2008; Bijanzadeh & Emam 2010;
Fischer & HilleRisLambers 1978; Herzog 1982; Mohammadi 2012; Rharrabti et
al. 2010; Simmons et al. 1982; Wang et al. 1998; Herzog 1982). Por ejemplo en
el trabajo de Wang et al. (1998), donde analizan el efecto de manipulaciones de
fuente y los destinos en antesis (eliminacibn de hojas y reduccion de
espiguillas) sobre los componentes del rendimiento, se observa un incremento
significativo del peso de granos en el tratamiento de desespiguillado. Los
autores concluyen que para alcanzar mayores rendimientos, a través de un
mayor nimero de granos, se requerira mejorar la disponibilidad de asimilados
durante la determinacion del nimero de granos. Otro ejemplo donde realizan
reduccion del niumero de granos por desespiguillado en antesis es en el trabajo
de Bijanzadeh & Emam (2010). En éste, los autores evaltan el efecto de la
modificacion de fuente sobre los componentes del rendimiento en cinco
cultivares y observan que solo en uno no registran incrementos significativos
del peso individual de granos por el tratamiento de desespiguillado. Las
diferencias encontradas respecto a la limitante del rendimiento en los diferentes
trabajos son atribuidas a diferencias en el background genético de los

cultivares.

Ademas también existen indicios indirectos como el trabajo de
Mohammadi del 2012, donde sugieren que posiblemente es por una limitacion
en la fuente de asimilados durante el llenado de granos que algunos cultivares

son menos tolerantes al estrés térmico.

1.4.3. Estreses abioticos y bidticos

Las posibles limitantes por fuente en cultivares modernos podrian estar
exacerbadas frente al estrés ambiental. En situaciones ambientales 6ptimas se
ha propuesto que en las variedades modernas de altos rendimientos, la
limitacién durante el llenado de granos esta dada fundamentalmente por la
fuerza de los ‘destinos’ (Slafer et al. 1999). Existen numerosos trabajos que
establecen que la limitacion por fuente no seria significativa en el trigo, porque

tratamientos de disminucion de fuente disminuyen el peso del grano en bajo
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porcentaje (Borras et al. 2004 y referencias citas alli). Ademas estos estudios
se respaldan en que a lo largo de la mejora el incremento del rendimiento se
correlaciona mejor con el numero de granos que con el peso de los mismos.
Sin embargo, en estos mismos estudios, se puede ver a lo largo de la mejora
genética, variaciones en el peso de granos para igual nimero de granos, que
podrian ser indicio de limitacion en la fuente de asimilados (Lucas Borras et al.
2004).

Las condiciones ambientales donde se lleva a cabo el cultivo de trigo
suelen alejarse bastante del 6ptimo, ya que estreses abidticos (v.g. sequia) o
bidticos (v.g. patégenos que disminuyen el area fotosintética) inciden
fuertemente en el rendimiento final. Como se menciond anteriormente, en
Argentina, el estrés ambiental adquiere especial importancia sobre la
produccion de trigo, ademas considerando que las regiones trigueras estan
siendo desplazadas a regiones de menores rendimientos. La identificacion de
mecanismos que permitan mitigar la reduccion de la fotosintesis en condiciones
de déficit de fuente permitira mejorar el rendimiento en muchas situaciones
ambientales. El llenado de los granos se produce en un momento del afio
donde las temperaturas y la evapotranspiracion comienzan a aumentar,
reduciendo el agua disponible en el suelo. La actividad fotosintética disminuye
marcadamente en respuesta al estrés hidrico, (Cornic & Masacci, 1996; Muller
& Whitsitt 1996), la cual declina en respuesta al cierre estomatico y si el
periodo de estrés se prolonga, se acelera el proceso normal de senescencia
foliar (Aparicio-Tejo & Boyer, 1983). Asimismo, también pueden aparecer
limitaciones no-estomaticas (i.e. metabdlicas) a la fotosintesis si el estrés es

severo o se prolonga en el tiempo (Lawlor 2002).

El déficit hidrico disminuye la fuente de asimilados no solo reduciendo
la fotosintesis de las partes verdes sino que repercute en las reservas del tallo
acumuladas en pre-antesis. Se ha demostrado que cuando la asimilacién de
carbono se reduce debido al estrés hidrico durante el crecimiento de los tallos,
su elongacion también se reduce disminuyendo la cantidad de asimilados
almacenables (Blum 1998; Davidson & Chevalier,1992).
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Ademas al considerar el estrés bidtico, se encuentra que la mayoria de
las enfermedades foliares del trigo se intensifican en el periodo post-antesis,
alcanzando las hojas superiores del canopeo. Generalmente, este periodo es el
momento donde las condiciones de T° y humedad propician la dispersion de la
enfermedad, afectando las hojas que mas aportan al rendimiento, lo que se
traduce al igual que el estrés hidrico en una reduccién de la radiacién
interceptada (Blum 1998;. Serrago et al. 2011).

1.5 La fotosintesis de la espiga como fuente de asimilados para el llenado

Se sabe que la fotosintesis de la espiga es importante en condiciones
de sequia post-antesis (Abbad et al. 2004; Tambussi et al. 2007; Blum 1985;
Araus et al. 1993; Bort et al., 1994), aunque tanto su contribucién al llenado de
los granos como la base mecanistica de esta aparente tolerancia a la sequia de

la espiga aun son inciertas.

Las espigas, ademas de por las estructuras propiamente reproductivas,
estan compuestas por varios o6rganos fotosintéticos: (i) las bracteas (glumas,
lemmas, y en menor medida, las paleas), (ii) las aristas (Que son en realidad
parte de las lemmas) y (iii) el pericarpio de los granos. Estos Organos
fotosintéticos pueden efectuar una importante contribucién al rendimiento en
grano (Blum 1985; Araus et al. 1993; Bort et al. 1994), aunque la contribucién
relativa de la fotosintesis de cada uno de ellos se desconoce hasta el
momento. Extrapolando lo que ocurre con otras fuentes de asimilados durante
el llenado de granos, es posible que la importancia relativa de cada una de

estas ‘fuentes’ varie con el cultivar y el ambiente (Tambussi et al. 2007).

Las espigas son una fuente particular de asimilados para los granos, y
tienen caracteristicas que la diferencian del resto de las fuentes Estas son: 1)
capacidad de refijacion del CO, respirado por los granos, 2) alta eficiencia en el
uso del agua, 3) capacidad de ajuste osmoético, 4) rasgos xeromorficos, y 5)
retardo de la senescencia respecto a la hoja bandera (ver citas bibliograficas

mas adelante).
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La presencia de paleas, lemmas y glumas (rodeando los granos) y el
pericarpio de los granos parecen ser importantes tejidos fotosintéticos para fijar
el CO; respirado por los granos (Kriedemann 1966; Bort et al., 1996; Gebbing
et al., 2001). La respiracién nocturna en espigas de trigo durante el llenado de
granos ha sido medida alrededor del 44% de la fotosintesis bruta (Knoppik et
al., 1986). Si consideramos la fotosintesis total de la espiga, la refijacién parece
ser un proceso cuantitativamente importante (Gebbing & Schnyder 2001).
Aunque algun trabajo muestra que la capacidad de refijacion en trigo duro
parece estar genéticamente determinada (Bort et al. 1996), el rango de
variabilidad genética no ha sido estudiado aun. Se ha reportado una alta
eficiencia  instantanea del uso del agua (i.e., el cociente
fotosintesis/transpiracion) en la espiga (Blum 1985; Araus et al. 1993), que
podria estar relacionada con la capacidad de reciclar el CO, respirado (Bort et
al. 1996) y con ciertas caracteristicas morfo-fisiologicas de la espiga, tales
como la presencia de aristas, rasgos xeromorficos y capacidad de ajuste
osmotico, caracteristicas que también podrian aportar una mayor tolerancia a la

sequia (Morgan 1980).

Se ha encontrado que la espiga senesce mas tarde que el resto de
organos verdes (Martinez et al. 2003), mostrando un retraso (respecto de la
hoja bandera) en la degradacion de componentes fotosintéticos (v.g. Rubisco,
complejos proteicos de la antena del fotosistema Il, clorofila) (Martinez et al.
2003). Mediciones de la tasa de asimilacion de carbono por medio de técnicas
de intercambio de gases (IRGA) y de la actividad del fotosistema Il
(fluorescencia modulada de la clorofila) indican que este caracter ‘stay green’
de la espiga no es meramente ‘cosmético’ sino funcional, es decir, la
persistencia de componentes del aparato fotosintético se ve correspondido con
un mantenimiento de la actividad fotosintética (v.g. Abad et al. 2004; Tambussi
et al 2005). Este es otro atributo que posiciona a la espiga en una condicion de
ventaja como fuente de asimilados, frente al resto de los tejidos verdes de la

planta durante la etapa final del ciclo del cultivo.

Ademas de las ya mencionadas, la espiga presenta otras

caracteristicas, que también pueden ser importantes en condiciones de déficit
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de fuente, las cuales se enumeran a continuacion: (i) la cercania a los destinos,
por lo que el camino que los asimilados deben recorrer es mucho menor que
desde otras fuentes (v.g. hoja bandera); (ii) por la posicion superior en el cultivo
como 6rgano fotosintético dentro de la planta, tiene una posicion de privilegio
frente a la radiacién y al CO, (Evans et al. 1972); (iii) la presencia de ceras
epicuticulares aumenta la reflectancia de la espiga, lo que evita la absorcion
excesiva de energia (en condiciones de estrés un exceso de energia puede
llevar a la fotohinibicion de la fotosintesis, fotooxidacion y en general
senescencia prematura Romagosa y Araus (1992); (iv) Dada la posicién apical
de la espiga en el cultivo, es el 6érgano mas expuesto a la radiacién solar y
posiblemente el que mas se calienta, por lo que la fijacion de CO; respirado por
los granos debe ser una ventaja para disminuir las pérdidas por
fotorrespiracion. Es decir, el reciclado de CO, puede ser una ventaja en
ambientes de altas temperaturas (Araus et al. 1993). Otro aspecto interesante a
mencionar es que las espigas forma parte de los Organos que contindan
aportando al llenado de granos cuando los cultivo son afectados por
enfermedades foliares, como se menciond unos parrafos arriba. Incluso, en
condiciones de disminucion de asimilados, su aporte podria incrementarse,
como el de otros tejidos remanentes de la planta (Serrago et al. 2011,
Carretero et al. 2011).

Las aristas son el 6rganos de la espiga que mas ha sido estudiado
(Blum 1985; Motzo & Giunta 2002; Martin et al. 2003; Weyhrich et al. 1994,
Tambussi et al. 2007; Bort et al. 1994; Foulkes et al. 2007; Mc Kenzie, 1972) y
sin embargo su efecto sobre el aporte de la fotosintesis de la espiga es
controversial. Mas adelante en esta Tesis se profundizan algunos aspectos de

las mismas.
Objetivos e hipotesis de trabajo

El objetivo general del proyecto en el que se enmarca esta Tesis es
determinar el impacto sobre el rendimiento de caracteres que pueden contribuir
a mantener la disponibilidad de fotoasimilados en cultivos de trigo sometidos a

limitacién por ‘fuente (v.g. sequia, defoliacion) durante el periodo reproductivo.
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Particularmente en esta Tesis, se trabajo en determinar el impacto del
aporte de fotoasimilados sobre el peso total de granos en cultivos trigo pan,
sometidos mediante diversos tratamientos de disminucion de fuente (v.g.
desfoliado, déficit hidrico sombreado) durante el periodo reproductivo.

Profundizar en el conocimiento de las bases fisiologicas de la
contribucion de la espiga servir4 para poder utilizarlas, en la adecuacion de
cultivares a un ambiente dirigiendo los procesos de mejora y contribuir al
establecimiento de un incremento en la produccion, principalmente en las

regiones con condiciones mas desfavorables.

Objetivos especificos

1. Determinar mediante diferentes aproximaciones experimentales
el aporte que realizan los tejidos verdes de la espiga al llenado
de los granos en Triticum aestivum L., sometido mediante
diversos tratamientos a disminucion de fuente durante el periodo

post-antesis.

2. Analizar si la contribucion de la fotosintesis de la espiga de trigo
pan al llenado de granos ha sufrido modificaciones concomitante
a la reduccion de biomasa vegetativa dada por la presencia de

alelos de enanismo.

3. Analizar algunos aspectos fisioldgicos de las aristas y su

contribucion fotosintética al llenado de granos

Hipotesis

La hipétesis general de este proyecto es que el mantenimiento de la
produccion de fotoasimilados, a través de una mayor fotosintesis de la espiga
en trigo, resultard en una mayor tolerancia del rendimiento a situaciones de

déficit en la disponibilidad de asimilados post-antesis. Las hipo6tesis especificas

del proyecto son:
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1. La fotosintesis de la espiga de trigo hace un aporte importante al
llenado de granos, y esta contribucién puede verse aumentada
en condiciones de disminucion de fuente (v.g. estrés hidrico,

desfoliado).

2. Durante el proceso de mejora genética del trigo se incrementé la
contribucion de fotosintesis de la espiga, que acompafid
(compensando) la disminucion de fuente debida a la reduccion

de materia seca retranslocable en los tallos.

3. Existe variabilidad en las caracteristicas de las aristas de los
cultivares de trigo pan argentinos y que ciertas caracteristicas
(v.g. tamafio de aristas) se correlacionan con la contribucion de

la espiga al llenado de los granos.
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Fotosintesis de la espigay su papel buffer en el llenado del grano en
condiciones adversas: cuantificacion mediante diferentes aproximaciones

experimentales

2.1. Introduccién

Tal como mencionamos en la Introduccién general, las partes verdes
de la espiga son consideradas importantes durante el llenado de granos desde
hace tiempo. Sin embargo, en condiciones de exceso de asimilados la
fotosintesis de la espiga podria tener una importancia menor (Borras et al.
2004), dado que frente a tratamientos de desfoliado (al menos en variedades
relativamente antiguas; Kruk et al. 1997) el peso de granos no se reduce
sensiblemente. Tal como fue mencionado anteriormente (ver ‘Introduccién
general’), un punto importante a destacar es que en muchos de los trabajos
donde se reporta la ausencia de limitacion por ‘fuente’ en el llenado de los
granos, no se contempla el posible efecto compensatorio que podria tener la
espiga como organo fotosintético. Sin embargo, trabajos recientes en trigo fideo
(Triticum turgidum var. durum) han encontrado que en cultivares modernos la
limitacion en la disponibilidad de asimilados se manifiesta incluso en

condiciones no estresantes (Alvaro et al. 2008).

En cereales de invierno como el trigo (asi como en otros cultivos), el
déficit hidrico es un estrés comun que reduce el rendimiento (v.g. Araus et al.
2002). Como se menciono en la introduccion general, el estrés hidrico conduce
a una disminucion de la tasa fotosintética y acelera la senescencia (v.g.
Martinez et al. 2003). Comparada con la hoja bandera, la tasa fotosintética de
la espiga se reduce en menor medida en situacion de sequia (en trigo duro
Tambussi et al. 2005 y en trigo pan Martinez et al. 2003). Aungue esta aparente
tolerancia no es completamente comprendida, parece estar asociada a la
mayor habilidad para mantener un mayor contenido relativo de agua en las

diferentes partes de la espiga (Tambussi et al. 2005).
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Las estimaciones de la contribucién asignada a la espiga varian desde
10 a 76%, dependiendo del genotipo, la metodologia usada y las condiciones
de crecimiento (Abbad et al. 2004). Una de las cuestiones por las que el aporte
de las espigas al llenado de granos es poco comprendido puede residir en la
dificultad que se ha tenido al momento de cuantificarlo y de separar su aporte
de los del resto de las fuentes de asimilados, es decir de la contribucion de las
hojas y de los retranslocados del tallo. La cuantificacion del aporte de la espiga
presenta varios inconvenientes de tipo metodoldgico: 1) el modo de expresar las
mediciones de fotosintesis, dada la complejidad del 6rgano y Il) la técnica de
eliminacion de la fotosintesis de la espiga, para el calculo del aporte mediante
un estimador indirecto, tal como el peso de los granos.

Respecto al primer punto, la tasa de asimilacion puede ser expresada
de varias maneras; por area, por peso o por érgano. La forma tradicional de
expresarla por area, en la espiga tiene la dificultad que trae aparejada la
presencia de las aristas. Puesto que el area de las aristas representa un gran
porcentaje del area total de la espiga, el calculo de su area efectiva es incierto
(y sujeto a un error considerable), expresarla en base a PF o PS, puede
presentar inconvenientes si la proporcion de tejido esclerenquimatico entre
cultivares no es la misma. Algunos autores proponen que lo mas apropiado

seria expresar la fotosintesis de la espiga por 6rgano (Tambussi et al. 2007).

El célculo de la contribucion de la espiga mediante la eliminacion de la
fotosintesis de la espiga (por sombreo con papel aluminio) y posterior analisis
del efecto sobre el peso de granos (Araus et al. 1993), es una técnica valiosa
dado que integra el aporte de la espiga durante todo el llenado de granos, pero
gue ha sido criticada por el posible efecto artefactual que produciria al elevar la

temperatura de la espiga.
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Objetivos e hipotesis

El objetivo de este capitulo fue determinar mediante diferentes
aproximaciones experimentales el aporte que realizan los tejidos verdes de la
espiga al llenado de los granos en Triticum aestivum L., bajo situaciones de
disminucién de la fuente durante el periodo post-antesis.

La hipoétesis central de esta parte de la tesis es que la fotosintesis de
la espiga de trigo hace un aporte importante al llenado de granos, y esta
contribucion puede verse aumentada en condiciones de disminucién de la

fuente (v.g. estrés hidrico, desfoliado).

Una hipétesis secundaria (de indole metodolégica) es que la técnica de
sombreado (‘encapuchado’) para la cuantificacion de la contribucion de la
espiga no produce efectos artefactuales en la temperatura de la espiga durante
el llenado.

2.2. Materiales y métodos

En términos generales, en esta parte de la Tesis se compard la
contribucion fotosintética de la espiga de variedades de trigo con
caracteristicas de espiga contrastantes (largo de aristas), en diferentes

condiciones impuestas de disminucion de la fuente en el llenado de granos.

En ésta Tesis hemos usado el peso total de granos por espiga como
parametro indicador del total de asimilados fijados durante el llenado, por ser
un valor que integra los aportes de la fotosintesis de la planta pre y post-
antesis. Este parametro ademas, contempla variaciones en el numero de
granos y el peso individual de los mismos. Se utilizaron diferentes tratamientos
para reducir el aporte de asimilados de la parte vegetativa y asi llevar las
plantas a condiciones de menor disponibilidad de asimilados durante el llenado,
gue permitieran realizar las estimaciones del aporte de fotoasimilados de la
espiga. En estas condiciones trabajamos bajo el supuesto que variaciones en
la disponibilidad de asimilados durante el llenado se ven reflejadas en
variaciones en el peso total de los granos, ya que esta variable ha sido

ampliamente usada como indicador de la disponibilidad de asimilados en
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trabajos de manipulacion de la relacion fuente-destino (v.g. Fischer &
HilleRisLambers 1978).

Para analizar la contribucién fotosintética de la espiga, se comparé el
peso de granos total de espigas control (intactas, sin tratamiento) con el de
espigas con la fotosintesis reducida mediante diversas técnicas. Se utilizaron 4
aproximaciones diferentes para reducir el aporte de la espiga: sombreado con
papel aluminio, corte de las aristas (‘desaristado’), sombreado con mallas y
disminuciéon de la fotosintesis mediante un inhibidor especifico del transporte
de electrones a nivel fotosistema Il.

La disminucién de la fuente se realiz6 mediante 3 aproximaciones
experimentales que redujeron la capacidad fotosintética del canopeo durante el
llenado de granos: déficit hidrico, desfoliado y sombreo con medias sombras,

De la combinacion de estas aproximaciones surgieron los 4

experimentos que constituyen este capitulo:

Experimento (1): Cuantificacion de la contribucion de la espiga al llenado
mediante sombreado (‘encapuchado’): imposicion de disminucion de la fuente

por desfoliado.

Experimento (Il): Contribucion de la espiga evaluada por sombreado individual
de la espiga con papel aluminio mas disminucion de la fuente impuesta por

déficit hidrico.
Experimento (lll): Sombreado parcial y total con mallas y déficit hidrico.

Experimento (IV): Cuantificacion de la contribucion de la fotosintesis de la

espiga mediante inhibicién especifica del fotosistema Il.

Los experimentos de la Tesis se enumeran en forma correlativa con

numeros romanos (desde el | al Xl), incluyendo todos los capitulos.
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Fig. 2. 1 Informacién meteorolégica. Precipitaciones, evapotranspiracion potencial (ET), temperatura media, maxima
y minima durante los meses de experimentos. Panel superior: (La plata 2007) Experimento (I). Panel central:
(Bordenave 2007) Experimento (Il). Panel inferior: (La Plata 2008) Experimento (l1I).
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2.2.1. Experimento (l): Cuantificacion de la contribucion de la espiga al
llenado mediante sombreado: imposicion de limitacion por fuente

por desfoliado.
Material vegetal y condiciones de cultivo:

Se utilizaron dos cultivares de trigo pan (Triticum aestivum L.) de ciclo
largo (cv. Biolnta 3000 y cv. Klein Escudo), los cuales poseen morfologia
contrastante en la espiga, en particular el largo de aristas (aristas cortas y

aristas largas respectivamente).

Los cultivares fueron sembrados el 29 de Junio del 2007 en la Estacién
Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de Los Hornos*
(UNLP), en parcelas de 1.4 x 6.4 m, (7 surcos, 20 cm. entre surcos), en

bloques aleatorizados con tres repeticiones.

La densidad de plantas fue de 250 plantas por m™?. Se fertilizé6 con
fosfato diaménico 100 kg ha™, inmediatamente después de la siembra y con
urea 250 kg ha?, 75 dias después de la siembra. La emergencia fue el 17 de
julio. Las plagas fueron controladas por aplicacion productos segun lo

recomendado.

Las condiciones climaticas se pueden ver en la Fig. 2. 1 (panel
superior, La Plata 2007). Desde la siembra a cosecha se registraron 407 mm
de lluvia y durante el llenado la temperatura media fue de 16 °C

aproximadamente.
Disefio experimental

Los tratamientos que se detallan a continuacion se impusieron 10 dias
después de antesis (DDA). La fecha de antesis se estimdé como aquella en la
cual el 50% de las espigas de la parcela presentaba anteras visibles (GS69,
Zadoks et al. 1974). En cada parcela se incluyeron los siguientes seis

tratamientos:

! La Plata, 34° 54’ 24”S: 57° 55’ 56”W, Argentina
45



Capftulo 2: Fotosintesis de la Espiga y su Fapel Buffer en el L]enado de Grano

(1) plantas sin desfoliado con espigas intactas,

(2) plantas sin desfoliado con espigas desaristadas,

(3) plantas sin desfoliado con espigas sombreadas,

(4) plantas desfoliadas con espigas intactas,

(5) plantas desfoliadas con espigas desaristadas y

(6) plantas desfoliadas con espigas sombreadas.

Los tratamientos se ilustran en la Fig. 2.2.

1) 2) 3)
/
Espigas
Sombreadas
Control _-
D tad N ;
(intactas) eoaristadas — (rencapuchadas”)
No Desfoliadas

N

Espigas
Control
(intactas)

5) 6)

Sombreadas

Desaristadas (“encapuchadas”)

Desfoliadas

Fig. 2. 2 Diagrama mostrando los 6 tratamientos del experimento (l). Los tratamientos (1), (2) y (3)

corresponden a plantas no desfoliadas con las espigas control (i.e. intactas), desaristadas y sombreadas

respectivamente y los tratamientos (4), (5) y (6) a plantas desfoliadas con espigas control, desaristadas y

sombreadas respectivamente. Para mas detalles ver Materiales y Métodos (adaptado de Maydup et al.

2010)
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Los tratamientos de desfoliado se realizaron en todos los vastagos
ubicados a lo largo de 1 m de longitud sobre la hilera, eliminando la hoja
bandera y la inmediata inferior (debido a senescencia de las hojas basales,
esta defoliacion fue casi total. El tratamiento de sombreado de la espigas se
realizé por encapuchado con papel de aluminio con 10 perforaciones realizadas
con un sacabocados (didmetro aproximado de 5 mm) para permitir el flujo de
aire y evitar la acumulacion de gases (v.g. etileno, CO;) y el aumento de la
temperatura. Con el fin de minimizar el efecto borde, todos los tratamientos se

impusieron usando solamente los tres surcos centrales de la parcela.

A madurez se analiz6 el peso y numero de granos de 7 espigas de
cada uno de los tratamientos. También se midié el peso medio de granos
individuales de posiciones especificas dentro de la espiga (denominados como
en Kruk et al. 1997).

Para analizar en forma indirecta la contribucion fotosintética relativa de
la espiga, se comparo el peso de granos total de espigas control versus el de
espigas con la fotosintesis reducida por sombreado segun la siguiente

expresion:

PG PG )x 100

espigasno sombreadas -

PG

espigassombreadas.

espigasno sombreadas

donde PG es el peso total de granos por espigas.

Para expresar las diferencias morfolégicas de las espigas de cv.
Biolnta 3000 y del cv. Escudo se cuantificé el tamafio de las aristas de cada
cultivar, calculando el peso freso (PF) de aristas por espiguilla por espiga (mg

PF arista espiguilla™) (ver Fig. 2. 7).
Patrén térmico diario de espigas intactas y encapuchadas

Con el objeto de descartar que el encapuchado de espigas produzca una
alteracion artefactual de la temperatura (lo cual podria afectar el llenado), se
registré la temperatura cada 15 minutos (durante varios dias) a través de

sensores de termocuplas insertos debajo de las glumas (cobre-constantano
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tipo ‘T’, TC1047A, Microchips Inc, Cavadevices.com) de 8 espigas
encapuchadas y de 8 espigas control (Ver Fig. 2. 6).

2.2.2. Experimento (Il): contribucion de la espiga evaluada por sombreado
de espigas con déficit de fuente impuesto por déficit hidrico.

Material vegetal y condiciones de cultivo:

Se trabajé con dos cultivares, caracterizados por tener diferente
tolerancia a la sequia y similar fecha de antesis: cv. Baguette Premium 11, de
menor tolerancia (mayor rendimiento potencial y aristas cortas) y cv. Huenpan,
de mayor tolerancia (menor rendimiento potencial y aristas largas; ver Fig. 2.
10). La tolerancia de los materiales a la sequia es una comunicacion personal

del Ing. Lopez (breeder del INTA Bordenave, al Dr. Eduardo Tambussi).

El ensayo se realizdé en el Campo Experimental del Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Bordenave (SO de la provincia de Buenos
Aires?). Esta es una zona donde son frecuentes los episodios de estrés hidrico

entre los meses de octubre y diciembre (www.smn.gov.ar), periodo en que se

verifica el llenado de los granos de trigo (ver Fig. 2. 1 Bordenave 2007).

La siembra se realizo el 3 de julio del 2007 en parcelas de 1.4 x 11 m,
(7 surcos, 20 cm entre surcos), en bloques aleatorizados con cuatro (cv. B.
Premium 11) y tres (cv. Huenpan) repeticiones. La densidad de plantas fue de

250 plantas por m™.

Se fertiliz6 con fosfato diaménico 100 kg ha™,
inmediatamente después de la siembra y con urea 250 kg ha™, 75 dias
después de la siembra. La emergencia fue el 4 de agosto, un mes después de

la siembra debido a una ola de frio que afectd a todo el pais (www.smn.gov.ar).

Las condiciones climéaticas se ven en la Fig. 2. 1 (Panel central:
Bordenave 2007).

% (37° 50’ 55”S; 63° 01’ 20”"W), Argentina
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Disefio experimental

A partir de antesis (GS69, Zadoks et al. 1974) se comenzé a regar la
mitad de los bloques (la otra mitad se dejé bajo secano, (ver Fig. 2. 1
Bordenave 2007); se aplicaron 50 mm adicionales distribuidos desde antesis a

madurez cuando las condiciones climaticas lo requirieron.

Al cumplirse los 7 DDA se seleccionaron espigas de los vastagos
principales con igual nimero de espiguillas, ubicadas en los 3 surcos centrales
de la parcelas y se les aplicé el tratamiento de sombreo con papel aluminio
(espigas encapuchadas; ver experimento |) y se marcaron espigas sin
sombrear como tratamiento control (ver Fig. 2. 2).

Muestreos y mediciones

A madurez se cosecharon 7 espigas de cada tratamiento y se
determiné el peso y numero de granos por espiga.

2.2.3. Experimento (lll): sombreado con mallas y déficit hidrico

Este experimento se realiz6 en La Plata, una localidad con baja
ocurrencia de sequias en el periodo post-antesis. Sin embargo, en la campafa
del 2008 en La Plata, se registraron muy bajas precipitaciones y se registré un

acentuado déficit hidrico (www.smn.gov.ar).

Material vegetal, condiciones de cultivo y disefio experimental:

Se utilizaron los mismos cultivares de trigo pan (Triticum aestivum L.)
gue en el experimento de (ll) (i.e. cv. Biolnta 3000 y cv. Klein Escudo, con

aristas cortas y con aristas largas respectivamente, ambos de ciclo largo).

Las condiciones de cultivo también fueron similares a las del
experimento (1). La siembra se realizé el 10 de julio en la Estacion Experimental

de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de Los Hornos® (UNLP), en

®La Plata, 34° 54’ 24”S; 57° 55’ 56”W, Argentina
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parcelas de 1.4 x 6.4 m, en bloques aleatorizados con tres repeticiones por
tratamiento. La emergencia fue el 25 de julio.

Después de antesis (GS69, Zadoks & Board 1974) la mitad de los
bloques se comenz6 a regar y se continuo hasta madurez. Los bloques sin
riego, (tratamiento “secano”), recibieron desde siembra a cosecha 121 mm de
agua, producto de las precipitaciones. Los bloques de riego, ademas del agua
de lluvia, recibieron 75 mm adicionales, repartidos durante el llenado de grano.
El disminucion de asimilados se impuso (ademas de por sequia), por
sombreado de la parte vegetativa con mallas colocadas 10 DDA. Para esto se
utilizaron medias sombras “Premium gris” (1 m x 1,4 m de transmitancia = 10 %
de la radiacion fotosintéticamente activa). Los tratamientos (Fig. 2. 3) fueron:
(1) plantas controles (sin sombrear o intactas), (2) plantas con las espigas
emergiendo sobre las mallas o sombreo parcial y (3) plantas completamente
cubiertas con las mallas o sombreo total. Los tratamientos de sombreo se

aplicaron cubriendo los 7 surcos de las parcelas.

Yvy
\r'\{ N

Control ) _ ) _
“Canopeo sin sombrear” Espigas Canopeo + espigas
emergiendo” sombreado

planta intacta )
sombreo parcial sombreo total

Fig. 2. 3. Fotografia (izquierda) y diagrama (derecha) mostrando los tratamiento de sombreado total o parcial (i.e.
espiga emergiendo) con las mallas y el tratamiento control del experimento (3) (ver Materiales y Métodos para mas

detalles).

El experimento se repiti6 en el 2009 pero debido a las altas

precipitaciones no se llegd a una situacion de déficit hidrico.
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Muestreos y mediciones

Para realizar los muestreos se seleccionaron plantas de los 3 surcos
centrales. A madurez se muestrearon 7 espigas de cada tratamiento,
seleccionando espigas de similar numero de espiguillas. Se registré el peso
total de la espiga, el peso total y el nimero de granos por espiga y el peso
individual de granos identificando su posicion en la espiga como en Kruk et al.
1997).
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Fig. 2. 4. Posicion de los granos dentro de la espiga 'y
su nomenclatura. (Extraido de Kruk et al. 1997)

La contribucién de la fotosintesis de la espiga se calcul6 como:

GW

"sinsombrear

|:(GW "espigasemergiendo” - GW "canopeo+ espigassombreado") x 100:|

donde PG representa al peso de granos total por espiga.
Andlisis de retranslocados del tallo

En antesis (GS69, Zadoks & Board, 1974) y a madurez fisiolégica
(GS89, Zadoks & Board, 1974) se midi6 el peso seco de los tallos
diferenciando entrenudos. Se denominé entrenudo 1 al que se corresponde con
el pedunculo de la espiga, 2 al proximo y asi sucesivamente en sentido
basipeto. Se calculé la materia seca translocada DMT) como la pérdida de

peso del tallo (incluyendo la vaina de las hojas) entre antesis y madurez. La
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eficiencia de materia seca translocada (DMTe %) y la contribucion del tallo de
asimilados pre-antesis (CPA) se calcul6 como en Alvaro et al., 2008.

DMTe = (ﬂj x100
antesis
CPA:[ DMT JxlOO
GWear

Mediciones de la tasa fotosintética

En un experimento a campo en La Plata usando similares condiciones
de siembra y cultivares que el experimento (lll) (pdg 49), se realizaron
mediciones de la tasa de fotosintesis de la espiga durante el llenado de granos.
Las mediciones de intercambio gaseoso se realizaron a los 4, 17, 23 DDA con
una camara plastica transparente (plexiglass) de 1,5 L (Cavadevices.com)
conectada a un sistema de intercambio de gases IRGA (Portable
Photosynthesis System CIRAS 2, PP Systems). La temperatura dentro de la
camara se mantuvo en 30 °C mediante un sistema Peltier. La camara fue
iluminada unilateralmente mediante dos lamparas dicroicas de 500W, el flujo
foténico fotosintético fue de 850 pmol m? s™. Las mediciones se realizaron
entre las 11.00 y las 14.00 hs am. Las medidas fueron hechas alternadamente
entre cultivares para evitar el sesgo debido a la variaciéon del momento de

medida.

Fig. 2. 5. Fotografias de la camara plastica para la medicion de fotosintesis
en la espiga. Esta camara se adoso al sistema de intercambio de gases (IRGA).
En las fotografias se muestra el Peltier que evita el aumento de la temperatura
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2.2.4. Experimento (IV): cuantificacion de la contribuciéon de la
fotosintesis de la espiga mediante inhibicién especifica del
fotosistema ll

Este experimento fue llevado a cabo para presentar una aproximacion
experimental diferente y complementaria a los ensayos de sombreado de las
espigas. Se comparé el tratamiento de encapuchado vs. un tratamiento con un
inhibidor especifico del transporte fotosintético de electrones, DCMU (3-(3,4-
dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea; ‘Diurén’). EI DCMU es un inhibidor especifico
del transporte de electrones fotosintético, a nivel del fotosistema Il (Allen and
Holmes, 1986).

Material vegetal y condiciones de cultivo:

Este experimento se realizO6 en el 2007 en condiciones semi-
controladas (invernadero), La Plata, en el Instituto de Fisiologia Vegetal
(INFIVE CONICET-UNLP). La siembra se realizd en macetas de 5 | con buena
disponibilidad hidrica y fertilizacion adecuada. Se utilizé un Gnico cultivar de

trigo pan cv. Arriero.
Tratamientos:

Después de antesis las espigas fueron rociadas con 10 ml de DCMU
100 pM maés el surfactante Tween 20 (0,1% v/v). Las espigas control fueron
asperjadas solo con el surfactante. Las aplicaciones fueron realizadas con las
espigas dentro de una bolsa y rodeando el pedunculo para evitar que la
solucion del inhibidor se disperse a otros 6rganos verdes. La fotosintesis de las
glumas, aristas, hoja bandera fue registrada al mediodia por fluorescencia
modulada de la clorofila (método del pulso saturante), a los dias 1, 4 y 14

después de la aplicacion.

Se midi6é el rendimiento cuantico del PSIl y la tasa de transporte de
electrones (‘electron transport rate’, ETR) se calcul6 como en Rosenqvist & van
Kooten (2003).
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ETR =[Qrsi* PPFD*0,5*a]

donde PPFD es la densidad de flujo fotonico fotosintético incidente, ‘a’ es la
fraccion de luz que es absorbida por la hoja (i.e. absorbancia, la cual se asume
como ca. 0.8, el cual es valor muy conservado dentro de diferentes especies
(Tambussi y Graciano 2010) y 0.5 es la fraccion de luz absorbida por el PSII

(asumiendo una distribucién equivalente de fotones en ambos fotosistemas
(Maxwell & Johnson 2000). El d)ps.. es proporcional al rendimiento cuantico de

la asimilacién de CO; en condiciones no-foto respiratorias y a la ETR se lo
considera un buen estimador no destructivo y no invasivo de la actividad

fotosintética. (Rosenqvist & van Kooten 2003).
A madurez se midio el peso total y nimero de granos por espiga.
Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el Statistica 7 soft-
ware (StartSoft, Inc). Las diferencias fueron analizadas por ANOVA vy las

comparaciones de medias se realizaron por el test LSD (p<0,005).
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2.3.Resultados

En la Fig. 2. 6 se puede ver el registro de las temperaturas durante el
curso del dia de espigas control (no sombreadas) y encapuchadas
(sombreadas con papel aluminio) del cv Biolnta 3000. Se descarta el posible
efecto artefactual del tratamiento de encapuchado sobre la temperatura de la
espiga, ya que como se puede apreciar en el gréafico, las espigas sombreadas

no mostraron aumentos respecto de las controles (mas bien se observa la

tendencia opuesta).
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Fig. 2. 6. Patron térmico de las espigas experimento (I). Panel de la izquierda: fotografia de las espigas intacta
(izquierda) y encapuchada (derecha) con las termocuplas insertas en las glumas. Panel de la deracha: Curso de la
temperatura de las respectivas espigas a lo largo del dia. Cada linea es la media de ocho espigas. Se muestran solo los

valores de las temperaturas del cv. Biolnta 3000, dado que en los dos cultivares se encontraron resultados similares.
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2.3.1. Experimento (I): Cuantificacion de la contribucién de la espiga al
llenado mediante sombreado e imposicion de limitacion por fuente

por desfoliado.

En la Fig. 2. 7 se muestran las diferentes morfologias de las espigas de
los dos cultivares utilizados en este estudio (i.e. cv. Biolnta 3000 y cv. Escudo).
En el panel izquierdo se puede ver la cuantificacion del peso de aristas por
espiguilla de ambos cultivares. El PF de aristas por espiguilla de cv. Escudo
(23,2 mg espiguilla™) casi duplica el de Biolnta 3000 (13,2 mg espiguilla™).

Tamarfio de aristas

25 1

20 A

15 A

10 1

PF dearistas
(mg de PF de aristas espiguilla -1)

cv. Biolnta 3000 cv. Escudo

cv. Biolnta 3000 cv. Escudo

Fig. 2. 7 Morfologia de las espigas de los cvs, Biolnta 3000 y Escudo. Panel izquierdo: tamafio
de las aristas (PF aristas espiguilla™). Panel derecho: fotografias de la espigas de los cultivares en
madurez fisiologica. Estos cultivares fueron utilizados en el experimento (Il) y (I1).

En este experimento se trabajé con déficit de fuente impuesto por
desfoliacién (de la hoja bandera mas la inmediatamente inferior) que significd
casi la totalidad de las hojas verdes, dado el estado de senescencia de las

plantas (ver Tabla 2.1).
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Tabla 2. 1 Reduccion del area foliar por efecto del desfoliado: Se muestra el area foliar total y el
porcentaje de reduccion al aplicarse el tratamiento de desfoliado para los dos cultivares utilizados en el

experimento (I).

Cultivar Area foliar total (cm?) % reduccion del area
cv. Biolnta 3000 123,77 85,37
cv. Escudo 100,01 95,43

En la Fig. 2. 8 se muestra el efecto de los diversos tratamientos (i.e.
desfoliado, desaristado y encapuchado) sobre el peso total de granos por
espiga (PG) en ambos cultivares. El tratamiento de desfoliado produjo una
disminucién de la fuente de asimilados, ya que redujo el PG en un 25% en los
dos cultivares. El desaristado en el cv. Biolnta 3000 (de aristas pequefias) no
llevo a una disminucion significativa del PG, mientras que en el cv. Escudo
(aristas grandes) el PG se redujo en un 15y 19 % en plantas no desfoliadas y
desfoliadas respectivamente. EI sombreado de las espigas (i.e. encapuchado)
redujo el PG en los dos cultivares, en un 25y 41% para Biolnta 3000 y en un
33 y 49% para Escudo, en plantas intactas (no desfoliadas) y desfoliadas
respectivamente. En este experimento, el nimero de granos por espiga fue
algo afectado, ya que se observa una tendencia a una leve reduccion con los
diversos tratamientos respecto del valor de referencia (i.e. espigas y plantas

intactas).

Como se puede ver en la Tabla 2. 3, la contribucién fotosintética de la
espiga al llenado de granos en las plantas no desfoliadas fue mayor en el cv.
Escudo que en cv. Biolnta 3000. En las plantas desfoliadas, la contribucion del
cv. Escudo, también fue la mayor, aunque las diferencias no fueron

significativas.
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Numero de granos por espiga

Numero de granos por espiga
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Fig. 2. 8. NUmero y peso total de granos por espiga de los cultivares Biolnta 3000 (paneles

superiores) y Escudo (paneles inferiores) del experimento (l). Panel izquierdo: nimero de granos

por espiga. Panel derecho: peso total de granos por espiga. Cada valor representa la media + s.e. de

tres replicas (parcelas) por tratamiento. En cada parcela se midieron 7 espigas por tratamiento y se

promediaron. Para cada cultivar, las diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos

(p = 0,05) de acuerdo al test de LSD. Para més detalles de los tratamientos, ver Fig. 2. 2.
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Fig. 2. 9 Peso individual de granos de los cultivares Biolnta 3000 (panel superior) y
Escudo (panel inferior) del experimento (). Cada valor representa la media * s.e. de tres
replicas (parcelas) por tratamiento. En cada parcela se midieron 7 espigas por tratamiento y se
promediaron. Para cada cultivar, las diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0,05) de acuerdo al test de LSD. Para més detalles de los tratamientos, ver Fig.
2. 2.

En este experimento se analizé la reduccion de peso de granos de
posiciones especificas y se encontré6 que en ambos cultivares, el grano mas
afectado por la reduccion de fuente fue el méas distal dentro de la espiguilla (G3

para el cv. Biolnta 3000 y G3 0 G2 para el cv. Escudo; Tabla 2.2).
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Tabla 2. 2 Peso individual de granos (mg) de posiciones especificas dentro de la espiga de los cv Biolnta 3000
y cv. K. Escudo en el experimento (I). La posicion de los granos es referida como se indica en Materiales y
Métodos. La primera parte de la abreviatura se refiere al tratamiento que se le realizé a las hojas (C= control o
plantas no desfoliadas y D= plantas desfoliadas) y la segunda parte de la abreviatura al tratamiento que se le realizd
a la espiga (C= espiga intacta, D= espiga desaristada y E= espiga sombreada (i.e. encapuchada). Cada valor
representa el peso de cada grano en la posicion indicada y los valores entre paréntesis corresponden al porcentaje
de reduccién del peso de cada posicién y tratamiento respecto al valor de peso de grano del tratamiento C/C.

Cv.

Espiguillas Espiguillas Espiguillas
Biolnta 3000 basales centrales apicales
G1 G2 G3 Gl G2 G3 Gl G2

C/IC 45,10 49,10 36,300 50,20 50,00 34,20 38(0) 36,7 (0)
C/D 38,2 (15) 43,6 (11) 24 (34) 43,9(12) 4559 23,1 (3.4) 35,3 (7.1) 30,7(16)
CIE 39,2 (13) 39,6 (19) 23,9 (34) 41,1 (18) 42,5 (15) 19,2 (44) 31,1 (18) 23,9 (35)
D/C 34,8(22) 37,5(23) 12,5(66) 43,3(13) 43,1 (14) 10,5(69) 32,5 (15) 28,6 (22)
D/D 34,2 (24) 39,200 12,07 36,6 27) 39,5(21) 16,5 (51) 30,2 (21) 27,7(62)

D/E 29,3 (34) 29,9 (39) 0,5(98) 30,4 (39) 259 48) 1,1(97) 2339 13,9 (62)
cv. Espiguillas Espiguillas Espiguillas

K. Escudo basales centrales apicales

G1 G2 G1 G2 G3 G1 G2

ciC 36,3(0) 41(0) 4930 54,30 33(0) 4330 3940

C/D 37,70 40,9 (0 43,7 (11) 43,4 (20) 25,4 (23) 37,2 (14) 35,8 (9)

C/E 32,3(13) 31,4(23) 39,420 383(30) 23,3(29) 28,3 (35 27,1(31)
DiC 3790 359(12  468() 50,5(7) 22,2(33) 31,1(28) 37,9 (4)

D/D 24 (34) 29,3 (29) 32,234 34,4(37) 14,9 (55) 26,1 (39) 23,4 (40)
D/E 18,4 (49) 22,9 (44) 25,6 (48) 26,9 (51) 11,6 (64) 20,7 (52) 20,7 (45)
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2.3.2. Experimento (lI): contribucion de la espiga evaluada por sombreado
de espigas con déficit de fuente impuesto por déficit hidrico.

Las diferencias en el tamafo de aristas de los dos cultivares analizados
(i.e. cv Baguette Premiun 11 y cv. Huenpan) se pueden ver cuantificadas en el
gréfico de PF de aristas por espiguilla (ver Fig. 2. 10, panel de la izquierda).
Las espigas del cv. Huenpan casi duplican en la proporcion de aristas a las del
cv. Bag. Pr 11, siendo el PF de aristas de Huenpan de 18,9 mg espiguilla™y el
de Bag. Pri1 de 8,24 mg espiguilla™.

Tamafio de aristas

20
18
16
14

12

PF de aristas
(mg de PF de aristas espiguilla 1)

o N B O ®

cv.BagPr 11 cv. Huenpan cv. Bag. Pr11 cv. Huenpan

Fig. 2. 10. Morfologia de las espigas de los cultivares Baguette Premiun 11 (cv. Bag. Pr1l) y Huenpan
del experimento (I). Panel izquierdo: tamafio de las aristas de cv. Bag. Pr 11 y cv. Huenpan. Panel
derecho: fotografias de la espigas de ambos cultivares

El sombreo de las espigas soélo redujo significativamente el peso de
granos en cv. Huenpan (28 y 26,6% para riego y secano respectivamente),

mientras que en Bag. Premiun 11 la reduccion (10%) no fue significativa.
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Fig. 2. 11. Nomero y peso total de granos por espiga de los cultivares Bag. Pr 11 (paneles superiores) y
Huenpan (panel inferiores) del experimento (ll). Panel izquierdo: ndmero de granos por espiga. Panel derecho:
peso total de granos por espiga. Cada valor representa la media £ s.e. de tres replicas (parcelas) por tratamiento.
En cada parcela se midieron 7 espigas por tratamiento y se promediaron. Para cada cultivar, las diferentes letras
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) de acuerdo al test de LSD. Para méas detalles de los

tratamientos ver Fig. 2.2.
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Fig. 2. 12 Peso individual de granos por espiga de los cultivares Bag. Pr 11 (panel superior) y
Huenpan (panel inferior) del experimento (II). Cada valor representa la media + s.e. de tres replicas
(parcelas) por tratamiento. En cada parcela se midieron 7 espigas por tratamiento y se promediaron. Para
cada cultivar, las diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) de
acuerdo al test de LSD. Para mas detalles de los tratamientos ver Fig. 2.2.
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El déficit hidrico solo redujo significativamente el peso de granos en el
cultivar de espigas mas chicas, aunque debe aclararse que esta observacion
puede ser sélo coincidental. Esto se puede observar comparando los valores de
peso total de granos de las espigas control, de riego vs. secano (ver en la Fig. 2.
11 las barras negras de los paneles de la derecha). El déficit hidrico redujo un
25% el peso de granos del cv. Bag. Pr 11, (espigas menores), mientras que en
el cultivar de espigas mayores la reduccion no fue significativa (cv. Huenpan
reduccion 11%).

0,8

r’ = 0.44

0,6 -

04 -

0,2 -

Disminucion del peso de granos
(Riego - Secano)
g espiga™*

0,0

02 L | L | L | L | L | L
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Contribucion de la espiga en secano
(Espiga intacta - espiga sombreada)

g espiga™

Fig. 2. 13. Disminucidn del peso de granos por déficit hidrico vs. aporte de la espiga. Cada punto representa la
media de una parcela. Por parcela se analizaron 7 espigas por tratamiento. La disminucion de peso debido a la sequia
se calculé como la diferencia entre peso de grano tratamiento de riego y de secano y la contribucién de la espiga se
calculé como la diferencia de peso de granos entre espigas intactas y espigas encapuchadas.
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Contrastando ambos parametros (i.e. aporte de la espiga vs, reduccion
del peso de los granos por espiga) se observa una correlacién negativa. (r? =
0,44; Fig. 2. 13).

En lo que respecta al numero de granos por espiga, el tratamiento de
encapuchado en el cv. Bag. Prll no tuvo efecto, pero si sobre el cv. Huenpan.
En este cultivar, la reduccion del nimero de granos por el encapuchado fue de
12,74 y 9,62% para los tratamientos de Riego y Secano respectivamente. De
todos modos, el porcentaje de reduccién del peso individual de granos fue
mayor que la reduccién del nimero de granos (porcentaje de reduccion del peso
individual de grano 18 y 19,5% para riego y secano respectivamente, Fig. 2. 12).

2.3.3. Experimento (lll): sombreado parcial y total con mallas y déficit
hidrico

En esta aproximacion se comparéd la contribucion de la espiga de
canopeos totalmente sombreados (i.e. incluyendo las espigas) vs. el canopeo
sombreado pero con las espigas expuestas a la radiacion directa (“espigas
emergiendo”), quedando en este Ultimo caso las espigas como principales
organos fotosintéticos (ver Fig. 2. 3). En este experimento, el déficit hidrico
disminuyo el PG en los dos cultivares, siendo esta reduccion del 17 y 20% en
cv. Biolnta 3000 y Escudo respectivamente (Fig. 2. 14; panel derecho, barras
negras). Comparando el PG de las planta control (i.e. no sombreadas) vs. el
PG de los cultivares con la espiga emergiendo en condiciones de sequia no se
observaron diferencias significativas; sin embargo, bajo riego el PG de las
plantas controles fue mayor que el de las espigas emergiendo (ver Fig. 2. 14;
panel derecho, barras negras vs. barras grises dentro de cada panel). Se
puede ver que el PG de espigas emergiendo en condiciones de riego y secano
fue similar (Fig. 2. 14; panel derecho barras grises). El nimero de granos por
espiga no fue modificado por los tratamientos de sombreo (Fig. 2. 14; panel
izquierdo). En la Fig. 2. 15 se puede observar que las diferencias de PG se
deben a modificacion del peso individual de los granos en mayor medida que a

la modificacion del nimero de granos.
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Fig. 2. 14 Niumero y peso total de granos por espiga de los cultivares Biolnta 3000 (superior) y Escudo
(inferior) del experimento (Ill). Panel izquierdo: niumero de granos por espiga en cada tratamiento. Panel derecho:
peso total de granos por espiga en cada tratamiento. Cada valor representa la media + s.e. de tres replicas (parcelas)

por tratamiento. En cada parcela se midieron 7 espigas por tratamiento y se promediaron. Para cada cultivar, las
diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) de acuerdo al test de LSD. Para mas
detalles de los tratamientos, ver Fig. 2. 3.
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Fig. 2. 15 Peso individual de granos por espiga de los cultivares Biolnta 3000 (superior) y Escudo (inferior) del
experimento (lll). Cada valor representa la media * s.e. de tres replicas (parcelas) por tratamiento. En cada parcela
se midieron 7 espigas por tratamiento y se promediaron. Para cada cultivar, las diferentes letras indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0,05) de acuerdo al test de LSD. Para mas detalles de los tratamientos, ver Fig. 2.
3.

La contribucion de la espiga al llenado de los granos del cv. Escudo fue mayor
a la del cv. Biolnta 3000, pero solo bajo riego estas diferencias fueron
significativas. Resultado similares (i.e. mayores contribuciones para el cv.
Escudo respecto del cv. Biolnta 3000) se registraron en el experimento | (déficit

de fuente impuesto por defoliacidén) (ver Tabla 2. 3).
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Tabla 2. 3 Contribucion de la espiga al llenado de granos de los cultivares Biolnta 3000 y Escudo.
Experimento I: desfoliado, y encapuchado. Experimento Ill: sombreado con mallas y déficit hidrico. Las
medias sefialadas por la misma letra significan que no son significativamente diferentes segin el test LSD
(p<0,05).

Contribucion de la espiga al llenado de granos (%)

Tratamiento

cv. Biolnta 3000 cv. Escudo
Experimento (1)
No desfoliado 226 a 335b
Desfoliado 423 bc 452 c
Experimento (l11)
Riego 129 a 30,5b
Secano 224 ab 36,3 b

En este experimento también se analizo la disminucion del peso del
tallo de antesis a madurez, y se calculo la contribucion de asimilados pre-
antesis del tallo al PG de la espiga. En el cv. Escudo se encontré que la
materia seca retranslocada de los tallos fue de 10.9 y 13% en riego y secano
respectivamente mientras que en Biolnta 3000 estos valores fueron casi del
doble, 22 y 27,9%.

Tabla 2. 4. Disminucion total del peso seco de tallo durante el llenado de granos de los cvs. Biolnta
3000y Escudo, Eficiencia de materia seca translocada (DMTe) y la contribucion de asimilados pre-
antesis del tallo al rendimiento del grano (CPA). Las medias seguidas por la misma letra no son
significativamente diferentes segun el test LSD (p<0,05).

Reduccioén del

Tratamiento peso seco (mg DMTe (%) CPA (%)
tallo™)
cv. Biolnta 3000

Secano 368 Db 22.5b 279b
Riego 417 b 25b 222b
cv. Escudo

Secano 138 a 15,0 a 13,0 a
Riego 144 a 13,3 a 10,9 a
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Mediciones de la tasa fotosintética

En un ensayo a campo y en similares condiciones de siembra que en el
experimento (lll), se realizaron mediciones de fotosintesis de la espiga a lo
largo del llenado de granos de los cvs. Biolnta 3000 y Escudo. En la Fig. 2. 16
se puede ver como la fotosintesis neta (expresada por 6rgano) del cv. Escudo
fue durante todo el llenado de granos mayor que la de cv. Biolnta 3000.
Aunque a 3 DDA las diferencias no fueron significativas, 17 y 24 DDA la
fotosintesis de la espiga del cv. Escudo triplico a la del cv. Biolnta 3000.

25
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10

umol CO,seg ™10 “espiga ™

Fotosintesis neta de la espiga

0r —@— cv. Biolnta 3000
—O— cv. Escudo

DDA

Fig. 2. 16 Tasa de fotosintesis neta de la espiga durante el llenado de los granos en los
cultivares Biolnta 3000 y Escudo. Cada valor representa la media de 4 mediciones. Diferencias
significativas de acuerdo al test LSD (p < 0,05) son indicadas con un asterisco.
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2.3.4. Experimento (IV): Cuantificacion de la contribucion de la
fotosintesis de la espiga mediante inhibicion especifica del

fotosistema ll.

En los experimentos anteriores la reduccién del aporte de la espiga se
manipuld reduciéndole la irradiancia (PPFD). En la presente aproximacion
experimental, la reduccién del aporte de la espiga se realizé por inhibicion de la

fotosintesis de la espiga con un inhibidor especifico del fotosistema II.

La tasa de transporte fotosintético de electrones (ETR) de glumas y
aristas tratadas con el inhibidor se redujo sensiblemente, mientras que la ETR
de la hoja bandera no fue afectada (ver Fig. 2. 17).

En la Fig. 2. 18 se muestra el efecto del inhibidor sobre el peso total de
granos por espiga. La reduccion del PG cuando se eliminé la fotosintesis de la
espiga mediante esta aproximacion fue similar a la del tratamiento de

encapuchado con papel aluminio (ver Fig. 2. 18).
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Fig. 2. 17 Inhibicién de la fotosintesis con DCMU en el experimento (V) (cv. Arriero). Tasa de transporte de
electrones (ETR) de la hoja bandera, glumas (‘cuerpo de la espiga’) y aristas en espigas control y en espigas
tratadas con DCMU,. El dia 0 se corresponde con el dia de la aplicaciéon del DCMU. Las mediciones de ETR se
realizaron al mediodia en dias soleados con un medidor de fluorescencia modulada de la clorofila (método del
pulso saturante). Cada valor es la media de 5 valores. Para mas detalles ver Materiales y Métodos.

2,0

15

1,0 —

05—

Peso total de granos por espiga
(g espiga™)

0,0

Espiga Espiga

Control
encapuchada +DCMU

Tratamientos

Fig. 2. 18. Peso de total granos por espiga en el experimento V. Se muestran los valores
de peso de granos de espigas control, sombreadas con papel aluminio y de espigas con el
tratamiento con DCMU.
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2.4. Discusién

Contribucion de la fotosintesis de la espiga durante el llenado de grano: su

cuantificacion a través de diferentes aproximaciones experimentales.

Existen numerosos trabajos que analizan la fotosintesis de la espiga,
sin embargo su contribucion al llenado de granos aln no es clara (ver citas en
Tambussi et al. 2007). La principal razon de esto parece residir en la dificultad
que se ha encontrado en el disefio de la técnica de cuantificacion. El método
mas usado para calcular la contribucion fotosintética de la espiga al llenado de
granos, (encapuchado de la espiga, Araus 1993), ha sido criticado ya que se ha
especulado que esto podria generar un aumento de la temperatura de la espiga
y producir cambios en el peso de granos de las espigas por otros procesos
ademas de la fotosintesis (ver Tambussi et al. 2007). Como se puede ver en la
Fig. 2. 6, (donde se muestra el registro de temperaturas de espigas
encapuchadas y no encapuchadas), no se observaron incrementos de
temperatura en las espigas encapuchadas respecto de las control, por lo tanto,
las diferencias encontradas en el peso de grano de las espigas sombreadas no

parecen deberse a cambios artefactuales de la temperatura durante el llenado.

La contribucion de la fotosintesis de la espiga, ademas de ser
analizada mediante el sombreo individual de las espigas, fue analizada
mediante el sombreo parcial (i.e. con las espigas emergiendo) o total del
cultivo mediante mallas. Si bien, en esta Ultima aproximacion, la contribucion
relativa de la espiga al llenado fue menor que cuando se utilizé el sombreo
individual por encapuchado, los resultados de las dos aproximaciones fueron
consistentes. Es posible que las diferencias encontradas al comparar las dos
aproximaciones se deban a que con la utilizacién de las mallas, la reduccion de
la fotosintesis fue parcial. Al no eliminarse completamente la radiacion que
llegaba al canopeo, el calculo de la contribucion puede ser mas bien
conservador en este caso (debe recordarse que la transmitancia de las mallas
es del 10%, y si consideramos que el PPFD al mediodia puede alcanzar ca.
1800 pmol m? s™, unos 180 pmol m? s podrian incidir sobre la hoja bandera

como maximo). De todos modos, el cv. K. Escudo mostré6 nuevamente mayor
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contribucion de la espiga que el cv. Biolnta 3000 (Tabla 2. 3). En forma
consistente con los resultados obtenidos con el sombreo de las espigas, la tasa
fotosintética (expresada por 6rgano) de las espigas, medidas por IRGA, fue
mayor en el cv. Escudo que en el cv. Biolnta 3000 (Fig. 2. 16). Ademas, la tasa
fotosintética parece caer en forma mas acentuada en este Ultimo cultivar a lo
largo del llenado (comparado con el cv Escudo), lo que podria estar
relacionado a una senescencia mas acentuada en cv, Biolnta 3000. Este
aspecto es explorado en el capitulo 4.

La aplicaciéon de DCMU, (un inhibidor del fotosistema Il) en la espiga,
redujo el peso de grano en igual medida que el tratamiento de encapuchado
(Fig. 2. 17). Las dos aproximaciones con sombreo (y en particular el
encapuchado) dejan la incognita de que podrian existir efectos
fotomorfogénicos sobre los granos y sobre el llenado de los mismos. Sin
embargo el empleo de la ultima aproximacion (es decir, la inhibicion especifica
del FSII) refuerza la validez de las otras aproximaciones. Ademas, en el caso
de sombreo con mallas, la espiga no esta en condiciones de oscuridad total,

sino que recibe radiacion solar aunque de valores bajos de PPFD.

Resumiendo, se puede concluir que las diferentes aproximaciones
experimentales, (sombreando con papel aluminio, con medias sombras, o la
aplicacion del inhibidor del FSIl), arrojaron estimaciones en el mismo sentido

(aunque no idénticas) de la contribucion de la espiga.
¢ Existe limitacion por fuente en los cultivares modernos de trigo?

Como se mencion6 en la Introduccion general, la concepcion
tradicional consideraba la ausencia de limitacion por fuente en trigo (Slafer &
Savin, 1994; Borras et al. 2004). Sin embargo, algunos trabajos evidencian que
alguna limitacion por fuente (o al menos una co-limitacion por fuente y destino)
estaria surgiendo en los cultivares modernos de trigo, los cuales presentan
mayor numero de granos y menor tejido vegetativo en el tallo (v.g. Alvaro et al.
2008). Es asi que incluso en ausencia de estrés abidtico, la contribucion de la
espiga podria ser relevante. En nuestro trabajo, la desfoliacion redujo el PG en

un 26% en los 2 cultivares y la disminucién del aporte de la espiga produjo la
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caida del PG incluso en condiciones sin déficit hidrico (Fig. 2. 11. ver PG de cv.
Huenpan Riego: barras negras vs. barras grises). Ademas, cuando la
fotosintesis de las hojas y de la espiga fueron eliminadas simultdneamente (por
desfoliado mas encapuchado de la espiga) las reducciones del PG con
respecto a las planta control fueron del 57% y 63% en cv. Biolnta 3000 y cv.
Escudo respectivamente.

La aparente falta de limitacion de fuente al llenado de granos de
trabajos previos puede deberse en parte a que el rol fotosintético de la espiga
no fue considerado (Ahmadi et al. 2009; Kruk et al. 1997). Ademas, en la
interpretacion de los tratamientos de manipulacion de fuente se deben
contemplar los mecanismos compensatorios que pueden ocurrir en los tejidos
fotosintéticos que permanecen en la planta. Por ejemplo, existe evidencia que
cuando una fuente de asimilados es eliminada, puede darse una compensacion
por parte de los tejidos remanentes (Chanishvili et al. 2005). En un trabajo
reciente donde disminuyeron la fotosintesis del canopeo (con sombreado por
mallas) encontraron que la fotosintesis de las espigas de plantas con el
canopeo sombreado, se incrementa significativamente respecto a la
fotosintesis de las espigas de plantas sin sombrear (Serrago et al. 2012). En
otras palabras, dado que la tasa fotosintética se incrementa compensando la
disminucién del area fotosintética, la disminucion en la disponibilidad de
asimilados no puede ser predicha Unicamente por la reduccion del area foliar.
Si estas compensaciones existen, significa que nuestras mediciones estan
quizas subestimando la contribucidon fotosintética de la espiga, y que los

valores reales podrian ser ain mayores.

Debe destacarse que en términos generales, los tratamientos para
cuantificar la contribucion de la espiga no modificaron el nimero de granos
(v.g. experimento Ill) o lo hicieron en menor medida (v.g. experimento II)
respecto a la reduccion del peso total de granos por espiga. Es decir, la
disminucién del peso total de granos observada con los tratamientos se explica
mas por la reduccién del peso del grano individual que de una mera

disminucién en el nimero.
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En el presente trabajo, los granos mas afectados por la reduccion de
fuente fueron los de posicion distal dentro de la espiguilla (v.g. grano G3,
principalmente en los tratamientos de desfoliado mas encapuchado de espiga;
ver Tabla 2. 2.). Esto es consistente con lo reportado por Sandafa et al. (2007)
quienes también observan que en trigo los granos que mas se reducen al
disminuir la fuente son los de posicion distal. La mejora genética del
rendimiento ha sido asociada a incrementos del peso de la espiga y del nUmero
de granos, fundamentalmente granos de posicion distal (Calderini et al. 1999).
Futuros aumentos del rendimiento deberian ser acompafiados por un
incremento de la actividad fotosintética, incluyendo la asimilacién por las partes
verdes de la espiga. Por ejemplo lineas multi-ovaricas con mas granos por
planta (Monneveux et al. 2005), las cuales no presentan mayores rendimientos,
sugieren la existencia de cierta limitacion por la disponibilidad de asimilados
(Reynolds et al. 2005). De existir limitacion por fuente, un mayor niumero de
granos o un mayor tamafo potencial, podria no conducir a un incremento del
rendimiento si no es acompafado de mayor disponibilidad de asimilados
durante el llenado. En este contexto, la fotosintesis de las partes verdes de la

espiga podria jugar un papel importante.

Los granos apicales son los ultimos en desarrollarse, dentro de la
espiguilla dominan las dos flores basales por vascularizacion y por ontogenia
(Mary Louise Flint. 1990). Por lo tanto, la reduccion del peso de los granos mas
apicales puede deberse en parte a que una reduccién de fuente de asimilados
en momentos en que aun estaban en la etapa de divisiones celulares afecté su
peso potencial. No podemos descartar que al aplicar los tratamientos de
sombreado 7 DDA puede haberse afectado el tamafio potencial de los granos
apicales. En un trabajo de Wardlaw (1970) a bajas irradiancias (17,5% de la
luz solar) en los 10 DDA reducen las divisiones celulares de las células del
endosperma, reduciendo con esto el peso potencial de los granos. Menor
tamafo potencial hace a los granos menos competitivos frente a los asimilados
gue el resto de los granos. De todos modos suponiendo que con los
tratamientos se modifica el peso potencial de los granos apicales o el nimero,
es de esperar (si estas reducciones son lo suficientemente chicas como para

no modificar la fuente de asimilados), que los asimilados no utilizados por estos
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granos queden disponibles para ser utilizados por el resto de los granos. Por
esto al utilizar como indicador al peso total de granos por espiga se contemplan

estas cuestiones.
Remobilizacion en el tallo y fotosintesis de la espiga

La remobilizacion de asimilados almacenados en el tallo pre- antesis es
una importante fuente de asimilados durante el llenado de granos cuando la
fotosintesis esta reducida. Se ha estimado que la contribucion de los
asimilados del tallo esta entre el 10 y el 50% del peso de granos, dependiendo
del genotipo y de las condiciones hidricas (Blum 1998; Plaut et al. 2004; Ehdaie
et al. 2006; Ehdaie et al. 2008). En nuestro trabajo el peso de granos fue
parcialmente mantenido, incluso cuando la fuente de asimilados fue
severamente reducida. Por ejemplo, en tratamientos de desfoliado + espigas
encapuchadas y sombreo total con medias sombras (ver Fig. 2. 8 y Fig. 2. 14).
Este hecho, remarca la importancia de la remobilizacion de asimilados
almacenados en el tallo. En el presente trabajo se midié la disminucién del
peso del tallo entre antesis y madurez y este cambio de peso es considerado
como un buen estimador de la cantidad de carbohidratos retranslocados
durante el llenado de granos (Ehdaie et al. 2008). Segun otros estudios, la tasa
respiratoria parece ser baja comparada con los valores de remobilizacion
(Cruz-Aguado et al. 2000). La eficiencia de materia seca translocada (DMTe) y
la contribucién de asimilados pre-antesis (CPA) fue mayor en el cv. Biolnta
3000 que en Escudo (o sea, en un sentido opuesto a las diferentes
contribuciones de la espiga entre ambos cultivares). Aparentemente estos dos
cultivares podrian tener diferentes estrategias durante el llenado de granos, ya
gue. el cv. Biolnta 3000 mostré una menor contribucion de la espiga y una
mayor contribucion de retranslocados del tallo, mientras que en el cv. Escudo
se observa lo opuesto (ver Tabla 2. 4). Son necesarias mas investigaciones
para testear si esta asociaciéon es meramente coincidental solo en este par de
cultivares o si realmente existe una correlacion negativa entre la contribucién
de la espiga y el aporte de asimilados del tallo. Esto es explorado en detalle en

el capitulo 3.
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En nuestro trabajo, los mg de materia seca retranslocada (ver Tabla
2. 4) fueron calculados como la diferencia de peso de tallo (mas vainas) entre
antesis y madurez fisiologica. Al no realizarse una medicion durante el llenado,
no se puede descartar la posibilidad que en antesis no se hayan alcanzado los
valores maximos de peso de tallo; esto produciria una subestimacién de la
materia retranslocada. Sin embargo se destaca que los valores registrados en
nuestros experimentos, estan dentro del rango de los valores citados en
trabajos anteriores. En Blum (1998) se citan valores de entre 50 y 350 gr Kg~
' de tallo, lo cual est4 en el rango de nuestras mediciones. Si bien existe algin
trabajo donde la masa retranslocada es algo mayor (por €j. en trigo duro Alvaro
del 2008, registraron una variacién del peso de tallo de 362 mg), nuestro datos
parecen ser similares a otros reportes. Por ejemplo, en el trabajo de Ahmadi et
al. (2009), donde analizan las modificacion del rendimiento frente a
tratamientos de déficit hidrico y desfoliado, los valores de removilizacion del
tallo (ca. 125 mg por tallo) son similares a los minimos registrados en esta
tesis. En nuestro experimento el cv. Escudo fue el que presentd los valores
mas bajos de retranslocados, siendo de 138 y 144 mg por tallo para los
tratamientos de secano y riego respectivamente (para el cv. Biolnta 3000

fueron de 368 y 417 mg por tallo para secano y riego respectivamente).
Contribucién de la espiga bajo sequia

Comparada con la hoja bandera, la fotosintesis de la espiga de trigo se
reduce menos (comparada con la hoja bandera) bajo estrés, lo cual ha sido
observado en trigo pan (Martinez et al. 2003) y en trigo duro (Tambussi et al.
2005). Segun este Ultimo trabajo, las partes de la espiga poseen mayor
capacidad de ajuste osmotico (glumas, lemmas y aristas; Tambussi et al. 2005)
y mantienen un consecuente mayor contenido relativo de agua (RWC o CRA),
lo que contribuye al mantenimiento de la actividad fotosintética en partes de la
espiga de plantas estresadas (Wardlaw 2002; Tambussi et al. 2005; Tambussi
et al. 2007). Como ya se mencion6 anteriormente, algunos érganos internos de
la espiga (principalmente lemmas) mas el tejido verde de los granos
(pericarpio) son capaces de refijar el CO, respirado por los granos en
crecimiento (Kriedemann 1966; Bort et al. 1996; Gebbing & Schnyder, 2001).
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La refijacion es probablemente independiente del CO, externo (al tener una
fuente de CO; interno, por lo que es menos afectada por déficit hidrico
ambiental y del concomitante cierre estomatico. La degradacion de los
componentes de los cloroplastos y la disminucion de la actividad fotosintética
estan retrasados en la espiga, comparado con la hoja bandera (Martinez et al.
2003). Es decir, podria afirmarse que la espiga tiene caracteristicas ‘stay green’
(es decir que presentan senescencia demorada) que le permiten continuar
fotosintetizando durante el llenado de granos. Debe recordarse que la espiga
es el 6érgano que se expande mas tardiamente en la ontogenia de la planta, por

lo que después de los granos es el érgano mas joven de la planta.

El experimento de estrés hidrico fue llevado a cabo en una region de la
pampa sub-humeda, donde el déficit hidrico post-antesis es frecuente
(www.smn.gov.ar Fig. 2. 1, experimento (lI) en Bordenave 2007). La

contribucion de la espiga fue significativa en cv. Huenpan (cultivar con aristas
largas) pero no en cv. Premium 11 (aristas cortas). El estrés hidrico
(presuntamente impuesto en el tratamiento de secano) redujo el peso de
granos en cv. Premiun 11 pero no en cv. Huenpan, sugiriendo que la mayor
contribucion de la espiga en cv. Huenpan podria estar compensando la
reduccion de asimilados exacerbada por el estrés. Ademas como se menciond
arriba, nuestros datos muestran que incluso bajo condiciones “no estresantes”
la contribucion de la espiga podria ser importante en el llenado de granos (Fig.
2. 11. ver PG de cv. Huenpan Riego: barra color negro vs. barra color gris). En
ese mismo grafico se puede ver también que el cultivar cv. Huenpan presento
una mayor tolerancia al déficit hidrico, expresada a nivel del peso de grano,
incluso cuando el aporte de las espigas fue reducido por el tratamiento de
encapuchado. Esto se visualiza al comparar el PG de los tratamientos con
espigas encapuchadas de parcelas bajo riego vs. parcelas bajo secano (Fig. 2.
11. ver PG de cv. Huenpan barras grises). Posiblemente las hojas
compensaron la reduccién del aporte de la espiga, de lo contrario se hubiera
observado una reduccion del PG en las plantas del cv. Huenpan con espigas
encapuchadas en secano. Se debe mencionar que los dos cultivares presentan
diferente potencial de demanda (numero de destinos), el cv. Premiun 11

alcanzé mayor namero de grano por espiga que el cv. Huenpan. En trabajos
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futuros habria que analizar biomasa total y disminucién biomasa de tallos para

analizar si estos dos cultivares tienen diferente relacion fuente-destino.
El rol de las aristas durante el llenado de granos

Las aristas son el principal érgano de fijacién de C atmosférico (Thorne
1965; Blum 19852; Ziegler-Jons 1989), sin embargo su rol ain es controversial
(Tambussi et al. 2007). La presencia de aristas tiene un efecto no del todo claro
sobre el rendimiento, ya que evidencias existen en uno u otro sentido (i.e.
efectos positivos, neutros o negativos sobre el rendimiento). Como se analiza
mas en detalle en el capitulo 4, incluso se han reportado efectos deletéreos de
la presencia de aristas en el rendimiento. Existen trabajos que relacionan el
mayor tamafio de aristas con menor numero de granos fijados, dado el efecto
de competencia por los asimilados durante la etapa de formacion de los granos
y el crecimiento de las aristas (Teich 1982). Consistentemente, en todas las
aproximaciones abordadas observamos que la mayor contribucion de la espiga
se encuentra en los cultivares con mayor tamafo de aristas. La remocion de las
aristas causo la mayor disminucion del peso de granos en los cultivares con
mayor PF de aristas por espiguilla. Esto es consistente con la idea de que
aristas mayores tienen un efecto positivo sobre el llenado de granos, aunque
como dijimos antes, las relaciones mecanisticas (causa-efecto) entre ambos
atributos (i.e. largo de aristas y contribucion al llenado) no son dilucidadas con

estos experimentos.

En el cultivar de aristas menores (i.e. Biolnta 3000), a pesar de que la
remocién de las aristas tuvo poco efecto sobre el peso de granos, se puede ver
gue la contribucién del cuerpo de la espiga (pericarpio de los granos, glumas y

lemmas sin las aristas) es importante (ver Fig. 2. 8 y Tabla 2. 3).

En el cuerpo de la espiga hay refijacion (i.e. re-asimilacion) del CO,
liberado por la respiraciéon de tejidos heterétroficos (v.g. granos en crecimiento),
Al parecer, las bracteas (glumas y lemmas) asimilan tanto CO, atmosférico
como liberado por la misma espiga (Gebbing & Schnyder 2001). Estos autores
muestran que aproximadamente el 70% de la acumulacion de sacarosa en las

bracteas proviene del CO, respirado. Por lo tanto, las diferencias en la
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contribucion de la fotosintesis de la espiga de los distintos cultivares no puede
ser atribuida Uunicamente a la fotosintesis de las aristas, ya que diferencias en
la tasa de refijacion (la cual ocurriria presuntamente en el cuerpo de la espiga;
Tambussi et a. 2007) también podrian estar involucradas. Se requieren mas
investigaciones para dilucidar esto

Otras ventajas de la fotosintesis de la espiga respecto a otros 6rganos
fotosintéticos....

Ademas de las caracteristicas ya mencionadas en esta seccion la
espiga presenta otras ventajas, comparada con la hoja bandera: su ubicacion
proxima a los destinos; la posicion erecta sobre el cultivo y la particularidad de

estar compuesta por varios érganos fotosintéticos de caracteristicas distintas.

Respecto de su posicion proxima a los destinos, podemos mencionar
gue la hoja bandera envia a los granos el 49% del carbono que asimila
mientras que la espiga el 80% (Carr & Wardlaw 1965). La hoja bandera
ademas de mandar asimilados a los granos, también envia a otras partes de la

planta (v.g. raices) (Carr & Wardlaw 1965).

Ademas, la posicion erecta las espigas puede ser ventajosa en dos
sentidos: por un lado relevando a la hoja bandera en horas del dia cuando el
angulo solar es bajo (por la mafiana y por la tarde) y previniendo la

fotoinhibicion al mediodia dada su posicion vertical.
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Conclusiones

En resumen, la fotosintesis de la espiga constituye una fuente
importante para el llenado de granos en trigo pan, que varia entre 13 y 33%
del peso de granos en ausencia de estrés y entre 22 y 45% bajo limitacion de
fuente (e.g. desfoliado, déficit hidrico).

Se constaté que la técnica de encapuchado con papel aluminio no
genera aumentos de la temperatura y se validé la estimacion mediante el
calculo con otras aproximaciones (sombreo con mallas e inhibicion del

fotosistema ).

Aparentemente un mayor tamafo de aristas se relaciona con mayores
contribuciones de la espiga, aunque esto puede ser una mera asociacion y sera

analizado mas en detalle en capitulos subsiguientes.
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La contribucion de la espiga al llenado de granos en cultivares antiguos y
modernos de trigo: evidencias de mejora

en el siglo pasado

3.1.Introduccién

Los asimilados almacenados en el tallo en pre-antesis son una fuente
importante de carbohidratos durante el llenado de granos (Alvaro et al. 2008;
Blum 1998; Foulkes et al. 2007; Ehdaie et al. 2006), fundamentalmente cuando
la produccion de asimilados provenientes de la fotosintesis es afectada por
sequia (Rawson & Evans 1971). En condiciones no estresantes, los
fotoasimilados (en particular fructanos) almacenados en el tallo pueden
contribuir entre un 5 y un 20% al rendimiento durante el llenado de granos
(Borrel et al. 1993). Cuando la fotosintesis es deprimida por estrés hidrico o
térmico, la removilizacion de reservas del tallo pasa a contribuir entre el 22 y el
60% de la materia seca que se acumula en granos (Blum et al. 1994; Blum
1998).

Como se menciond anteriormente, con la introduccion de los alelos de
enanismo (i.e. Rht) durante la llamada ‘revolucién verde’, se ha reducido la
biomasa de los tallos, y con esto la capacidad de almacenar asimilados de la
planta (Flintham et al. 2000; Alvaro et al. 2008a). De esta manera se redujeron
las pérdidas de rendimiento al disminuir el vuelco de las plantas (Berry et al.
2007) y se incrementd el rendimiento potencial, principalmente debido al
aumento del numero de granos por unidad de area (Miralles & Slafer 1996;
Royo et al. 2007). Sin embargo, esta reduccion en biomasa de tallo y aumento
en el numero de granos podria tener penalidades, principalmente en
condiciones de estrés hidrico y térmico. La capacidad de almacenar asimilados
por un tallo esta dada por su longitud y por su peso especifico (peso de
tallo/longitud de tallo). Los alelos de enanismo Rht-B1b y Rht-D1b (previamente
conocidos como Rhtl y Rht2 respectivamente), reducen en un 35y 39% las
reservas almacenadas respectivamente, como consecuencia de la reduccion

del 21% de la longitud del tallo (Borrel et al. 1993). En ambientes de bajos
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rendimientos el efecto de los alelos de enanismo parece ser nulo o incluso
negativo sobre la produccion de granos (Chapman et al. 2007; Mathews et al.
2006).

Tal como se menciond anteriormente (Capitulo 2), investigaciones
recientes evidencian que alguna limitacién por fuente podria estar emergiendo
en cultivares modernos de T. turgidum var. durum (Alvaro et al. 2008b). Este
grupo de investigadores, manipuld la relacion fuente-destino y encontré que en
los tratamientos de reduccién de destino (remocion de espiguillas), el peso de
grano de los cultivares modernos se incrementd en un 15%. Ademas,
reportaron que los cultivares modernos presentaban mayor sensibilidad a la
modificacion de la relacion fuente-destino que los cultivares antiguos.
Entonces, si bien en otros estudios los cultivares antiguos de trigo eran poco
afectadas por tratamientos de defoliacion post-antesis (Kruk et al. 1997), los
cultivares modernos parecen responder en mayor medida a las limitaciones por
fuente (Alvaro et al. 2008b).

En este contexto, donde la mejora genética redujo la biomasa del tallo
(y la posiblemente la removilizacion de los asimilados acumulados en pre-
antesis) es relevante analizar si la contribucion de la fotosintesis de la espiga,

se ha modificado compensando esta reduccion.
Objetivos e hipotesis

El objetivo central de esta parte de la Tesis es analizar si la
contribucion de la fotosintesis de la espiga de trigo pan al llenado de granos ha
sufrido modificaciones concomitantes a la reduccion de biomasa de tallo (por
vastago) dada por la presencia de alelos de enanismo en una serie histérica de
cultivares de Argentina y en 3 lineas cuasi isogénicas con presencia/ausencia

de los alelos.

La hipotesis subyacente es que durante el proceso de mejora genética
del trigo se incrementd la contribucidn de fotosintesis de la espiga, que
acompafd (compensando) la disminucion de fuente debida a la reduccion de

materia seca retranslocable en los tallos.
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Esto se analiza mediante dos aproximaciones: (1) analisis retrospectivo
de la contribucion de la espiga y (2) analisis de la presencia/ausencia de alelos

de enanismo sobre el mismo fondo (‘background’) génico.
Para cumplir con el objetivo descripto se realizaron 2 experimentos:

- Experimento (V): Estudio retrospectivo de la contribucion relativa de la

espiga de cultivares liberados al mercado en Argentina entre 1920 y 2008.

- Experimento (VI): Estudio de la contribucion de la espiga en lineas

isogénicas con presencia/ausencia de alelos de enanismo.

3.2.Materiales y métodos

3.2.1. Experimento (V): Estudio retrospectivo de la contribucion relativa
de la espiga de cultivares liberados al mercado en Argentina entre
1920y 2008

Material vegetal:

Para este analisis se utilizaron 10 cultivares de Triticum aestivum L.
liberados al mercado entre 1920 y 2008, obtenidos de los bancos de
germoplasma de Criadero Klein S. A. (K.) y de Buck Semillas S. A. (B.). Los
cultivares utilizados fueron: K. Favorito (1920), K. 32 (1932), K. Cometa (1942),
K. Orgullo (1944), K. Rendidor (1954), K. Toledo (1969), K. Chamaco (1979), B.
Pucara (1980), K. Cacique (1992), y B. Taita (2008). Esta serie histérica incluye
cultivares liberados antes y después de la introducciébn en Argentina de

germoplasma mexicano con alelos de enanismo.

87



Cantulo 3. (ontribucion de la Espiga al | lenado de (Granos en Cultivares Antiguos Yy

Modernos de Trigo
Min.temp. La Plata 2009 - 180
30 — — — Max temp. i
R Mean temp.
- e Rainfall — 160
—@— ET g Q)
25 - 140 g
© - 1 |—
< - 120 W
© 20 - | o
=} (]
© - —100 &
9] . o
o 15+ Q
£ 180 &8
= i 1 =
(&)
10 — 60 o
B o
i — 40
5 ]
— 20
0 0
- 180
30 i
- 160
1 B
2 {140 E
o i
< 4120 W
o 20 | o
=} (9]
® ~4100 ¢
@ 1 °
o 15 Q
= 180 ®
2 1 =3
(8}
10 - 60 o
1 o
-1 40
5 J
- 20
0 1 1 1 1 1 1 1 0
Junio J A S (0] N D
Meses

Fig. 3. 1 Informacion meteorolégica de los experimentos (V) y (VI). Se muestran datos de
precipitaciones, evapotanspiracion potencial (ET) y temperaturas media, méxima y minima
durante los meses del curso de los experimentos. Panel superior: Experimento (V): (La Plata
2009) Estudio retrospectivo de la contribucién de la espiga. Panel inferior: Experimento (VI): (La
Plata 2011) Estudio de la contribucion de la espiga en iso-lineas con presencia/ausencia de los
alelos de enanismo.
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Condiciones de cultivo:

Durante el 2008 se multiplicaron las semillas en condiciones semi-
controladas (invernadero), del Instituto de Fisiologia Vegetal en La Plata
(INFIVE CONICET-UNLP), para alcanzar un namero suficiente de semillas que
permitiera la realizacién de ensayos a campo. Los diez cultivares se sembraron
en macetas de 5 I. con mezcla de tierra, buena disponibilidad hidrica y

fertilizacion adecuada. Las semillas se cosecharon a madurez.

El ensayo a campo se sembré el dia 7 de julio del 2009 en la Estacién
Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de Los Hornos'
(UNLP), en parcelas de 1.2 x 3.4 m, (5 surcos, 20 cm. entre surcos) en bloques

aleatorizados con tres repeticiones. El suelo es un argiudol tipico (USDA).

La densidad de plantas fue de ca. 250 plantas por m™. Se fertilizé con
fosfato diaménico 100 kg ha™, inmediatamente después de la siembra y con
urea 250 kg ha, en macollaje (GS20, Zadoks & Board 1974). La emergencia
fue el 22 de julio. Las plagas fueron controladas por aplicacion de los

correspondientes biocidas segun lo recomendado.

Las condiciones meteoroldgicas durante los meses del cultivo se
pueden ver en la iError! No se encuentra el origen de la referencia. (panel superior: La
Plata 2009). Las precipitaciones desde la siembra a cosecha fueron altas (>
400 mm) y durante el llenado de granos las temperaturas fueron moderadas
(media de 16°C aproximadamente), desde noviembre a mediados de

diciembre.
Tratamientos

10 DDA (GS69, Zadoks & Board 1974) en cada parcela se incluyeron
los 4 tratamientos que se ilustran en la Fig. 3. 2 y que consistieron en: (1)
plantas no desfoliadas y espigas intactas, (2) plantas no desfoliadas, con
espigas sombreadas; y tratamientos (3) y (4) plantas desfoliadas con espigas

intactas y sombreadas respectivamente. Con el fin de minimizar el efecto

! La Plata, 34° 54’ 24”S: 57° 55’ 56"W, Argentina
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borde, todos los tratamientos se impusieron usando solamente los tres surcos
centrales de las parcelas. Los tratamientos de desfoliado se realizaron en todos
los vastagos ubicados a lo largo de 1 m de longitud sobre la hilera, eliminando
todas las hojas verdes. El sombreado de espigas se realiz6 con la misma
técnica que en los experimentos (1) y (Il) descriptos en el capitulo 2, es decir
encapuchado con papel de aluminio con 10 perforaciones (diametro
aproximado de 5 mm) para permitir el flujo de aire y evitar la acumulacién de

gases (v.g. etileno) y el aumento de la temperatura.

1) 2) 3) 4)
/ % /
\i///
Esplgas Sombreadas Espigas Sombreadas
Control . . Control . .
. (“encapuchadas”) . ("encapuchadas”)
(intactas) (intactas)
No Desfoliadas Desfoliadas

Fig. 3. 2 Diagrama mostrando los 4 tratamientos de los experimentos (V) y (VI): Tratamientos (1) y
(2) plantas no desfoliadas con espigas control y sombreadas respectivamente y (3) y (4) plantas
desfoliadas con espigas control y sombreadas respectivamente. Para méas detalles ver Materiales y

métodos.
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Muestreos y mediciones

En antesis (GS69, Zadoks & Board 1974) se muestrearon 10 macollos
principales y se analiz6 el peso seco y longitud del tallo, diferenciando los
entre-nudos. Se denoming entrenudo 1 al que se corresponde con el pedinculo
de la espiga, 2 al préximo y asi sucesivamente en sentido basipeto. La altura
de la planta se midi6 desde la base del tallo a nivel del suelo hasta la espiguilla
terminal. También se midié el peso seco (PS) de la espiga, peso fresco (PF) de
aristas por espiguilla, longitud de 4 aristas de espiguillas centrales y longitud

del cuerpo de la espiga.
Cuantificacion de la contribucion de la espiga y analisis de retranslocados

Posteriormente a la madurez fisiologica (GS89, Zadoks & Board, 1974)
se analizo el peso y numero de granos de 7 espigas de cada uno de los
tratamientos y se midié el peso medio de granos individuales de posiciones
especificas dentro de la espiguillas (basales, centrales y apicales), (G1-G3
desde grano proximal al distal dentro de la espiguilla) (denominados como en
Kruk et al. 1997).

Para analizar la contribucién fotosintética relativa de la espiga, se
comparo el peso de granos total de espigas control versus el de espigas con la

fotosintesis reducida por sombreado segun la siguiente expresion:

_ {(PG espigasnosombreadas = PG espigassombreadas) X 100}

PG espigasnosombreadas

donde PG es el peso total de granos por espigas.
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Analisis de retranslocados del tallo

En antesis (GS69), y a madurez fisiol6gica (GS89; Zadoks & Board,
1974) se cosecharon 10 vastagos principales y se determiné el peso seco del
tallo diferenciando entrenudos (a 60°C hasta alcanzar un peso constante). Se
denomin6é como entrenudo 1 al que incluye al peddnculo de la espiga,
entrenudo 2 al inferior y asi sucesivamente en sentido basipeto. Se calculé la
materia seca almacenada y translocada (DMT) como la pérdida de peso del
tallo (incluyendo la vaina de las hojas) entre antesis y madurez. La eficiencia de
materia seca translocada (DMTe) y la contribucion del tallo de asimilados

preantesis (CPA) se calculé como en Alvaro et al. (2008).

cpa=| 2MT_ 4100
PGespiga

pMT. =| 2MT_ 15100
DMantesis

Donde DManesis €S €l peso de tallo en antesis y PGespiga €S €l peso total

de granos por espiga.

En algunos cultivares de trigo se ha observado que la acumulacion de
asimilados en el tallo (y por ende el incremento de peso del mismo) continGa
durante los primeros dias de llenado de granos (Ehdaie et al. 2006), por lo que
realizamos otra medicion del peso seco del tallo 10 dias después del primer
muestreo. Para los calculos de DMT se utilizé el maximo valor de peso seco
alcanzado por el tallo (ya sea de antesis o de 10DDA). En nuestro caso, solo
dos de los cultivares que utilizamos continuaron incrementando el peso de tallo
luego de antesis. Aunque aqui se utiliza el término ‘asimilados acumulados en
pre-antesis’, debe aclararse que este parametro puede incluir la removilizacién

de asimilados depositados en los primeros dias de post-antesis.
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3.2.2. Experimento (VI): Estudio de la contribucion de la espiga en lineas

isogénicas con presencia/ausencia de alelos de enanismo.

Material vegetal

Se utilizé6 germoplasma de 3 lineas isogénicas con presencia/ausencia
de los alelos de enanismo en los locus Rht-B1b (referido como Rhtl) y Rht-D1b
(denominado como Rht2) sobre el fondo génico del cultivar brasilero Maringa.
Estas lineas presentan un 99% de homocigocis en el locus Rht (Miralles y
Slafer 1996), e incluyen el genotipo referido como ‘alto’ (rhtl rhtl rht2 rht2; es
decir sin alelos de enanismo), el genotipo semienano (Rhtl Rhtl rht2 rht2, i.e.
alelos de enanismo en un locus) referido como ‘Rhtl’ y el genotipo enano (Rhtl
Rhtl Rht2 Rht2; alelos de enanismo en ambos locus) referido como ‘Rht1+2’.
La presencia de estos alelos confiere insensibilidad a giberelinas reduciendo el
alargamiento celular y disminuyendo la altura de la planta (Peng et al. 1999).
Estas lineas fueron producidas por el Dr. M. D. Gale (Plant Breeding Insti-tute,
Cambridge) a través de cruzamientos de lineas del CIMMYT que llevaban los
alelos de enanismo, hasta producir isolineas Rht y rht del cultivar Maringa. Las
lineas fueron cedidas por la Dra. Gabriela Tranquilli, Instituto de Recursos
Biologicos, INTA.

Condiciones de cultivo y disefio experimental

La siembra a campo se realiz6 el dia 1 de julio del 2011, en la Estaciéon
Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de Los Hornos?
(UNLP) en parcelas de 1.2 x 3.4 m (5 surcos, 20 cm entre surcos), en bloques
aleatorizados con tres repeticiones. La densidad de plantas fue de ca. 250
plantas por m?. Se fertilizo con fosfato diaménico 100 kg ha™, inmediatamente
después de la siembra y con urea 250 kg ha™, 75 dias después de la siembra.

Las condiciones climaticas se pueden ver en la Fig. 3. 1 (panel inferior: La Plata

% La Plata, 34° 54’ 24"S: 57° 55’ 56"W, Argentina
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2011). La temperatura media durante el periodo de llenado fue de 20°C
(noviembre y primera mitad de diciembre), desde la siembra a la cosecha las

precipitaciones fueron de 350 mm.

A los 10 DDA se aplicaron los 4 tratamientos de desfoliado y
sombreado de espigas en forma similar al experimento (V) (ver pag. 88). Los
tratamientos (1) y (2) corresponden a plantas sin desfoliar con espigas intactas
y espigas sombreadas respectivamente. Los tratamientos (3) y (4) consistieron
en plantas desfoliadas con espigas intactas y sombreadas respectivamente
(ver Fig. 3. 2).

A madurez se analiz0 peso y numero de granos de los diferentes
tratamientos y se estimo la contribucion fotosintética de la espiga en forma

idéntica al experimento V.
Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el Statistica 7 soft-
ware (StartSoft, Inc). Las diferencias fueron analizadas por ANOVA vy las

comparaciones de medias se realizaron por el test LSD (p<0,005).
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3.3.Resultados

3.3.1. Experimento (V): Estudio retrospectivo de la contribuciéon relativa
de la espiga de cultivares liberados al mercado en Argentina entre
1920y 2008

La altura de las plantas asi como el peso de los tallos de los cultivares
analizados disminuye linealmente con el afio de liberacion. La reduccion parece
ser gradual y no se observa una caida abrupta en ninguno de los parametros
(tal como cabria esperar, coincidente con incorporacion de los alelos de
enanismo en la década del 60’). De hecho se observa una disminucion lineal de
la altura de los tallos (r*=0,83) desde los cultivares mas antiguos a los mas
modernos, de aproximadamente 0,55 cm afio™ y una reduccién del peso seco
de ca. 85 mg afo! (r’=0,82). Como se puede ver en la Fig. 3. 3,
aparentemente todos los entrenudos del tallo se redujeron de forma similar

respecto a la disminucion de altura.

Observamos que con la mejora genética, el peso de granos por espiga
aumento, con el nimero de granos por espiga, mientras que el peso individual
de granos disminuyo (Tabla 3. 1). Consistentemente con la bibliografia (v.g.
Royo et al. 2007), el aumento del peso total de granos por espiga, se debe a un
aumento del numero de granos por espiguilla mas que al aumento de

espiguillas por espigas o al aumento del peso individual de los granos.

Se puede ver que si bien no encontramos una correlacion significativa
entre el afio de liberacion y el tamafio de la aristas, los cultivares modernos
analizados presentan (en términos generales) valores mayores de PF de

aristas por espiguilla (ver Tabla 3. 1)Tabla 3. 1
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Fig. 3. 3 Altura de planta y peso seco total de tallo y los diferentes entrenudos de los 10
cultivares del andlisis retrospectivo (experimento V). Los entrenudos se enumeraron de 1 a
3 en sentido basipeto, es decir el entrenudo 1 incluye el pedinculo de la espiga. Cada valor
representa la media de tres réplicas (i.e. bloques) por cultivar. En cada blogue se analizaron los
tallos de 10 macollos principales (para méas detalles ver Materiales y métodos)
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Tabla 3. 1 Tabla resumen de los diez cultivares utilizados en el estudio retrospectivo: FAV (Favorito), cv. 32 (cv. 32),
COM (cv. Cometa), ORG (cv. Orgullo), REN (cv. Rendido), TOL (cv. Toledo), CHAM (cv. Chamaco), PUC (cv.
Pucara), CAC (cv. Cacique), y TAI (cv. Taita).

Afio de Fecha  Altura P espiga Espiguilla Granos P granos P grano Granos PF aristas
Cultivar liberacién de planta  (antesis) espiga':L espiga':L espiga’1 individual espiguilla’ (mg
antesis  (cm) mg (mg espiga™) (mg) ! espiguilla™
(DDS)
FAV 1920 109 133 583,5 17,8 25,9 951 37,3 15 0,00
‘32 1932 101 105 377,3 15,1 28,8 1079,8 37,6 1.9 10,90
COM 1942 104 118 307,7 17,6 29,7 1075,7 36,4 1,8 10,39
ORG 1944 109 123 735,1 17,9 27,3 940,8 34,8 1,7 0,00
REN 1954 101 109 386,7 16,0 28,7 1117 39 1,8 11,34
TOL 1969 93 101 304.0 14,3 25,7 1058 41,4 1,7 10,88
CHAM 1979 93 89 439,2 15,7 46,1 1432 31 3,1 11,34
PUC 1980 112 93 433,7 17,1 47,1 1157 24,8 2,8 15,22
CAC 1992 112 91 831,8 17,9 43,2 1267,7 29,5 2,5 14,72
TAI 2008 111 79 542,3 17,6 41,6 1148 27,8 2,3 13,27

En la Fig. 3. 4 (comparando las barras negras de cada figura) y en la
Fig. 3. 5 se puede ver que el desfoliado redujo el peso de granos, entre un 0y
30% dependiendo del cultivar y que no se observa una tendencia con el afio de
liberacion de los cultivares. En la Fig. 3. 4 también encontramos el efecto del
sombreado de espigas sobre el PG (peso total de granos por espiga)de granos.
Al eliminar el aporte de la espiga (por encapuchado) el PG disminuye, y esta
reduccion se incrementa con el afio de liberacion de los cultivares. La mayor
caida de peso de granos producto del sombreado de espiga se observo en los
cultivares mas modernos. Esto se puede ver al comparar la reduccion del PG
de un cultivar antiguo (ej. cv. Favorito) con un cultivar moderno (ej. cv. Taita)
(comparando barras grises con negras de cada cultivar). En el cv. Taita la
reduccion por sombreado de espiga fue casi del 40%, (tanto en plantas control
como en plantas desfoliadas) mientras que en cv. Favorito, por ejemplo fue casi
nula (Fig. 3. 4).
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Fig. 3. 4. Peso de granos de los diez cultivares de trigo utilizados en el estudio retrospectivo de la contribucion de la
espiga al llenado. Se muestran el efecto de los tratamientos de desfoliado y sombreado de espigas sobre el peso total de
granos por espiga. En cada panel las barras de la izquierda corresponden a las plantas no desfoliadas y las barras de la derecha
a las plantas desfoliadas. Las barras negras corresponden a espigas control (no sombreadas) y las barras grises a espigas
sombreadas (= ‘encapuchadas’). Cada valor representa la media de tres replicas (i.e. bloques) por tratamiento. En cada bloque
se analizaron 7 espigas de los macollos principales. Diferentes letras denotan que las medias son significativamente diferentes
segun el test LSD (p<0,05). Para mas detalles ver Materiales y Métodos.
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Tabla 3. 2 Tabla de los porcentajes de reduccion del nimero de granos por espiga (panel superior)

y del peso individual de grano (panel inferior) del estudio retrospectivo. La primera parte de la

abreviatura se refiere al tratamiento que se le realiz6 a las hojas (C= control o plantas no desfoliadas y D=

plantas desfoliadas) y la segunda parte de la abreviatura al tratamiento que se le realiz6 a la espiga (C=

espiga intacta, D= espiga desaristada y E= espiga sombreada (i.e. encapuchada). Cada valor representa

el porcentaje de reduccion del nimero de granos por espiga de cada tratamiento, respecto al valor de

nameros de granos del tratamiento C/C.

Cultivar C/D CIE D/C D/D D/E
FAVORITO - -26,01 -8,70 - -16,10
cv. 32 4,50 3,34 3,54 13,16 23,26
COMETA 8,82 -2,67 11,20 9,08 13,38
ORGULLO - -0,26 6,91 - -5,42
RENDIDOR 3,54 6,89 8,62 5,14 6,23
TOLEDO 10,59 5,85 -2,23 8,08 25,35
CHAMACO 12,65 2,57 6,24 17,64 16,38
PUCARA 12,39 11,14 9,54 12,6 14,14
CACIQUE 0,80 -2,87 -2,80 0,03 2,24
TAITA 6,87 3,53 0,32 -5,79 2,94

Cultivar C/D C/IE D/C D/D D/E
FAVORITO - 21,55 11,35 - 23,65
cv. 32 0,14 10,21 5,06 5,18 11,07
COMETA 2,67 30,51 20,32 21,39 45,61
ORGULLO - 7,74 -10,94 - 12,40
RENDIDOR 3,24 6,74 1,29 10,9 28,70
TOLEDO 8,86 15,53 13,02 16,42 35,38
CHAMACO 10,76 25,91 24,07 30,42 46,91
PUCARA 7,25 33,22 9,70 32,85 48,62
CACIQUE 13,02 29,20 7,76 26,41 35,44
TAITA 7,69 34,57 13,40 26,04 45,90
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Como se puede ver en la Tabla 3. 2, el efecto de los tratamientos es
principalmente sobre el peso individual de los granos. La reduccion promedio
del nimero de granos ronda el 5%, mientras que el efecto sobre el peso
individual de grano alcanza un promedio del 20%.
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Fig. 3. 5 Efecto del desfoliado sobre el peso de granos por espiga en los diez cultivares del
experimento (V), expresado como porcentaje de reduccion. Cada valor es la media de tres replicas

(parcelas), en cada una se analizaron 7 espigas por tratamiento.

En el cv. cultivar Taita se analiz6 el efecto de los tratamientos sobre el
PG de espiguillas centrales, como en Kruk et al. 1997. Los granos de posicién
distal dentro de la espiguilla fueron los mas afectados por los tratamientos de la

espiga tanto en plantas desfoliadas como no desfoliadas (datos no mostrados).
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Para analizar la tendencia de la mayor contribucion de la espiga en los
cultivares modernos, se calculé la contribucion fotosintética de la espiga al
llenado de granos de todos los cultivares (Fig. 3. 6). Claramente se ve como el
aporte de la espiga se incrementé con el afio de liberacién de los cultivares (r’=
0,55 y r’= 0,61 en plantas no desfoliadas y en planas desfoliadas
respectivamente). Ademas, es importante sefialar que en plantas desfoliadas la
contribucion fue mayor (comparar circulos negros vs. circulos blancos en Fig.
3.6 yverFig. 3. 7).
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Contribucion de la espiga (%)

1 ® No desfoliado r2= 0,55
L O  Desfoliado r2= 0,61

-20 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
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Ano de liberacion

Fig. 3. 6. Contribucion de la espiga de los diez cultivares de la serie histdrica vs el afio de
liberacion de los respectivos cultivares, experimento (V). Cada punto representa la media de tres
replicas (blogues) por tratamiento. En cada bloque se analizaron 7 espigas por tratamiento. Circulos

blancos se corresponden a plantas desfoliadas y circulos negros a plantas no desfoliadas. Se muestran
también los respectivos coeficientes de determinacion (i.e. r?). Nota: La contribucion de la espiga del
cultivar liberado en 1920 (cv. Favorito) en el tratamiento de “desfoliado” y de “no desfoliado” es la misma,

por eso en el grafico para este afio de liberacion se observa solo un punto.
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Fig. 3. 7. Relacion de la contribucién de la espiga al llenado de los granos de plantas intactas (i.e.
no desfoliadas) vs. desfoliadas en el estudio retrospectivo (experimento (V). Cada punto

representa la media de tres replicas (parcelas) por tratamiento. En cada parcela se muestrearon 7

espigas por tratamiento. Para mas detalles ver Materiales y Métodos. La linea de puntos representa la
relacién 1:1.

Por otro lado, al contrastar la contribucion de la espiga de plantas
desfoliadas vs. la contribuciéon en plantas intactas, se observa que para los
valores mayores de contribucion de la espiga, el incremento de la contribucién
debido al tratamiento de desfoliado (i.e. compensacion por la eliminacion de las

hojas) se reduce (ver Fig. 3. 7).

El incremento de la contribucion de la espiga (Fig. 3. 6.) acompafio el
crecimiento del nimero de granos (> = 0,65 y r* =0,54 plantas intactas y
desfoliadas respectivamente; ver Fig. 3. 8). Sin embargo, esta correlacion
puede ser espuria, dada la presencia de dos grupos bien definidos de puntos
(i.e. cultivares con bajo y alto numero de granos). Los coeficientes de
determinacién pierden significancia cuando se analizan los dos grupos de
cultivares por separado (r* = 0,3 y r’ = 0,2 en plantas con bajo nimero de
granos intactas y desfoliadas y r’ = 0,4 y r> = 0,06 en plantas con alto nimero

de granos intactas y desfoliadas respectivamente)
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Fig. 3. 8 Contribucion de la espiga vs. el nimero de granos. Cada punto
representa la media de tres replicas (bloques) por tratamiento. En cada bloque se
analizaron 7 espigas por tratamiento. Los circulos blancos corresponden a plantas

desfoliadas y los circulos negros a plantas no desfoliadas.
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Fig. 3. 9. Relacion de la contribucidn de la espiga y el peso de granos por espiga, expresado

como el peso total de granos por espiga. Los circulos negros corresponden a valores de plantas

sin desfoliar y los circulos blancos de las plantas desfoliadas El ajuste para la serie de datos es
R=0,79 v R= 0,9 para plantas no desfoliadas v desfoliadas respectivamente.
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En la Fig. 3. 9, se puede ver como la contribucion de la espiga ha
acompafado los incrementos en peso de granos por espiga; sin embargo para
los valores mas elevados de peso de granos se observa en la contribucién de

la espiga una tendencia a estabilizarse.

Cuando se analizé la contribucion de la espiga en relacion a la altura y
peso seco de tallo, se encontr6 una fuerte correlacion negativa (ver Fig. 3. 10 y
Fig. 3. 11). Esta relacién fue algo mas fuerte con el peso de tallo, (r>= 0,75y r’=
0,80 en plantas no desfoliadas y desfoliadas respectivamente) que con la altura

de la plata (r’= 0,62 y r’= 0,71 en plantas no desfoliadas y desfoliadas
respectivamente).
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Fig. 3. 10 Contribucién de la espiga en relacion a la altura del tallo en el experimento con los 10
cultivares de la Serie Historica, experimento (V). Cada punto representa la media de 3 bloques. En

cada bloque se analizaron 7 tallos y espigas. Se determind el coeficiente de determinacion r2.
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Fig. 3. 11 Contribucién de la espiga versus peso seco del tallo en el estudio retrospectivo,
(experimento V). Cada punto representa la media de cada cultivar (3 bloques por cv.). En cada
bloque se analizaron 6 tallos y espigas por tratamiento y cultivar. Se muestra el coeficiente de
determinacion (r?) de cada recta.
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Fig. 3. 12. Analisis de retranslocados del estudio retrospectivo, (experimento V). Panel superior:
Eficiencia en la translocacion de Materia Seca (DTMe %) y Panel Inferior: contribucion de asimilados
pre-antesis al llenado de granos (CPA %) vs. el afio de liberacion de los diez cultivares de la serie
historica. DTMe % y CPA % fueron calculados como se detalla en Materiales y Métodos.
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En la Fig. 3. 12 se puede ver la eficiencia de translocacion de materia
seca (DMT,) y la contribucion de materia seca pre-antesis al llenado de granos
(CPA). Aungue la DMTe no muestra un cambio consistente en los cultivares
liberados el diferentes afnos, la CPA, claramente ha disminuido respecto del

ano de liberacién de los cultivares.
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Fig. 3. 13. Relacién entre el tamafio de las aristas (mg PF arista. espiguilla™) y la contribucién de
la espiga de los diez cultivares del estudio retrospectivo (experimento (V). Cada punto representa
la media de cada cultivar (3 bloques por cv.). En cada bloque se analizaron 6 tallos y espigas por
tratamiento y cultivar. Se muestran también los coeficientes de determinacion (r°) para cada recta. Nota:

La contribucion de la espiga del cultivar liberado en 1920 (cv. Favorito) en el tratamiento de “desfoliado” y de “no

desfoliado” es la misma, por eso en el grafico para este afio de liberacion se observa solo un punto
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La correlacion entre el tamafio de las aristas y la contribucion de la
espiga fue alta (r’=85 y r’=67 en plantas desfoliadas y no desfoliadas
respectivamente) (ver Fig. 3. 13); sin embargo, si se eliminan del andlisis las
lineas muticas (sin aristas) la correlacion es menor, aunque aun significativa

(r’= 46 y r’= 42 en plantas no desfoliadas y desfoliadas respectivamente).

3.3.2. Experimento (VI): Estudio de la contribucién de la espiga en lineas

iso-génicas con presencia/ausencia de alelos de enanismo.

Rasgos morfologicos de las iso-lineas

Como puede verse en la Fig. 3. 14 o Tabla 3. 3, la iso-linea con un
alelo de enanismo es semi-enana (Rhtl), la planta tiene menor altura y menor
peso seco de tallo. La iso-linea con dos alelos de enanismos (i.e. Rht 1+2), es
enana, cuya altura de planta es de ca. 50 cm y se observa una reduccion del
PS de tallo de casi el 50% respecto a la iso-linea alta (i.e. sin alelos de

enanismo) del cv. Maringa.

Tabla 3. 3 Rasgos morfoldgicos de las 3 lineas isogénicas del cultivar Maringa. La denominada
como “Alta” no posee alelos de enanismo, Rhtl es la Iso-linea con 1 alelo de enanismo y la denominada
“‘Rht1+2” es laiso-linea con dos alelos de enanismo (Rhtl + Rht2). Las medias sefialadas por la misma
letra no son significativamente diferentes segun el test LSD (p<0,05)

P espiga Long
Iso-lineas antesiz ?m Espiguillas PF aristas (mg cuerpo Granos
1S (g espiga™ arista espiga”)  espiga espiga
espiga’™) (cm)
‘Alta’ 2359 (a) 17,1 (a) 276 (a) 9,7 (b) 42 (a)
Rht 1 2436 (a) 16,6 (a) 255 (a) 8,5 (a) 41 (a)
Rht 1+2 2602 (a) 16,6 (a) 293 (a) 8,7 (8) 41 (a)

108



Cantulo 3. (ontribucion de la Espiga al | lenado de (Granos en Cultivares Antiguos Yy
Modernos de Trigo

La iso-linea con un alelo de enanismo (Rht 1), mostré6 un 12% de
reduccion en la altura y un 30% de disminucion en peso seco, respecto al
cultivar sin alelos de enanismo. La linea con dos alelos de enanismo (i.e. Rht
1+2), mostré una reduccion del 50% en altura de planta y casi del 60% del
peso seco del tallo con respecto al cultivar alto. Como se puede ver en la Fig.
3. 14, las medidas de la parte vegetativa fueron modificadas por la presencia
de los alelos de enanismo pero no ocurrié lo mismo con las partes de la espiga,
exceptuando la longitud del cuerpo de la espiga, que se redujo
significativamente con la presencia de los alelos de enanismo. Como puede
verse en la Fig. 3. 14 (panel inferior) la longitud y el peso fresco de aristas no
se vieron modificados por la presencia de uno o dos alelos de enanismo en el
cv. Maringa. También puede observarse en esta figura que el peso de tallo en
la linea enana (Rht1+2), cae relativamente poco respecto de la semi-enana, es
decir parece haber una compensacion por aumento del grosor del tallo
(observacion personal) o en la densidad (Fig. 3. 14).
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Fig. 3. 14 Caracteristicas de tallo y de la espiga de las lineas isogénicas del cv. Maringa. Panel
superior: altura de planta y peso seco de tallo en antesis. Panel Inferior: Longitud de aristas de las
espiguillas centrales y PF de aristas por espiguilla. La iso-linea denominada como “Alta” no posee alelos
de enanismo, Rhtl es la iso-linea con 1 alelo de enanismo y la denominada denominada “Rht1+2” es la
iso-linea con dos alelos de enanismo (Rht1 + Rht2). Para més detalles ver Materiales y métodos.

Diferentes letras indican que son significativamente diferentes segin el test LSD (p<0,05).
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Fig. 3. 15. Contribucién de la espiga al llenado de granos de las iso-lineas del cv. Maringa. La
denominada como “Alta” no posee alelos de enanismo, Rht1 es la Iso-linea con 1 alelo de enanismo y la
denominada “Rht1+2” es la iso-linea con dos alelos de enanismo (Rhtl + Rht2). Cada valor representa la
media de tres blogques, en cada bloque se analizaron 7 espigas y fueron promediadas. Las barras negras
representan la contribucion de la espiga en plantas sin desfoliar y las barras grises en plantas desfoliadas.
Para mas detalles ver Materiales y métodos. Distintas letras indican diferencias significativas segun el test

LSD (p<0,05).

Contribucion de la espiga al llenado en las iso-lineas

La contribucién de la espiga fue mayor cuando estuvieron presentes
alelos de enanismo, principalmente en plantas sin desfoliar. La fotosintesis de
la espiga en plantas no desfoliadas contribuyé con el 4% del peso de los
granos en la iso-linea ‘alta’ y con el 22 y 16,5 %, en las iso-lineas Rhtl y Rht
1+2 respectivamente. La presencia de dos alelos de enanismo no mostro
diferencias significativas en la contribucion de la espiga con respecto a la iso-
linea con un solo alelo de enanismo (i.e. ‘Rht1’). En plantas desfoliadas y
comparando las tres lineas del cv. Maringa, no se observaron diferencias en la

contribucion de la espiga.
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6.5.Discusion
¢ Existe limitacion por fuente en los cultivares modernos de trigo?

Tal como fue discutido anteriormente, tradicionalmente se ha
considerado que el llenado de granos es limitado por los destinos mas que por
la disponibilidad de asimilados durante el llenado de granos (i.e. Borras et al.
2004; Savin y Slafer 1991). Esto se basa, por ejemplo, en experimentos de
desfoliado que no generan una reduccion significativa en el peso de granos por
espiga (Kruk et al. 1997), principalmente en cultivares antiguos. Sin embargo
las variedades modernas podrian estar menos limitadas por destino que las
antiguas (Monneveux et al. 2005); es decir, la limitacion por destino parece
haberse reducido con la mejora genética. La existencia o no de limitacion de
fuente es controversial y existe evidencia en uno u otro sentido (e.g. Alvaro et
al. 2008ab; Ahmadi et al. 2009; Cartelle et al., 2006). En nuestros tratamientos
de desfoliado encontramos reducciones del peso de grano por espiga de hasta
el 30% en algunos cultivares, tales como el caso del cv. Cometa y del cv.
Chamaco (ver Fig. 3. 4). De todas formas, no se observé ninguna tendencia del
efecto del desfoliado sobre el peso de granos con el afio de liberacion Fig. 3. 5.
Tal como se menciond en el capitulo 2 (pag. 64), trabajos recientes parecen
evidenciar que cierta limitacion de fuente podria estar emergiendo en cultivares
modernos (Alvaro et al. 2008; Royo et al. 2008). Las discrepancias entre los
reportes de limitacion pueden ser explicadas por diferencias en el
germoplasma, las condiciones ambientales o la aproximacion experimental
utilizada en cada caso. Por ejemplo en el trabajo de Kruk et al. 1997, que
mencionamos arriba, solo se desfolié el macollo principal y no se consideraron
los asimilados que podrian ser translocados desde los macollos secundarios, o
cual ha sido reportado en otros trabajos (Lupton 1966). Ademas, otra fuente de
discrepancia es que en esos trabajos la contribucién de la espiga no fue
considerada (Kruk et al. 1997). Ahmadi et al., (2009) no encontraron limitacién
por fuente (i.e. observan poco efecto del desfoliado sobre el peso de granos);
estos autores sugirieren que las aristas largas del cultivar y la retranslocacion

del tallo podrian haber compensado la reduccion de asimilados producida por
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la desfoliacion. En Borras et al. (2004), muestran que el incremento en el peso
de granos al aumentar la relacion fuente-destino es menor al esperado de una
relacion 1:1. En la interpretacion de los tratamientos de manipulacion de fuente
se debe tener en cuenta los mecanismos compensatorios que se pueden dar
en los tejidos remanentes (Chanishvili et al. 2005). Dado que la tasa
fotosintética puede incrementarse compensando la reduccién del area foliar, la
disminucién de asimilados que estaran disponibles para el llenado no puede
ser predicha simplemente a partir de la reduccién del &rea fotosintética.

Debido a que los cultivares antiguos tienen mas tejido vegetativo y
menor nimero de granos, se podria haber esperado que éstos mostraran una
menor respuesta al tratamiento de desfoliado que los modernos; sin embargo la
tendencia no fue clara (ver Fig. 3. 5). Esto podria ser explicado porque estan
interfiriendo en esta interpretacion las diferentes proporciones en que
contribuyen la fotosintesis de la parte vegetativa y la removilizacion de
asimilados del tallo en cada genotipo. Por ejemplo, las variedades antiguas
tienen una relacion fuente-destino alta, que estd dada por un tamafio de
destino pequeiio, pero no esta claro cual es el aporte atribuible a la fotosintesis
de la parte vegetativa y cual a la removilizacion del tallo. En nuestro trabajo
encontramos que la contribucion de la espiga es menor en las variedades
antiguas, pero la tendencia del aporte de los retranslocados del tallo y de la
fotosintesis de las hojas no esta clara a lo largo de la mejora. Desconocemos si
variaciones en la proporcion en que estos dos componentes contribuyan en
cada cultivar al llenado generen la inconsistencia en el efecto del desfoliado

sobre el peso de granos a lo largo de la serie histérica.

Al analizarse el cambio de peso de los granos individuales del cultivar
mas reciente de esta serie historica (cv. B. Taita, liberado en el 2008) se
encontré que los granos mas afectados por la reduccion de fuente fueron los de
posicion distal en la espiguilla (i.e. G3). Resultados similares se encontraron en
el andlisis de los dos cultivares modernos analizados en el Capitulo 2 de esta
tesis, y ademas es coincidente con reportes anteriores que describen la

disminucién del peso de granos individuales por reduccién en la disponibilidad
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de asimilados (Calderini y Slafer 2001; Sandafia et al. 2004) (ver discusion cap
2 pag. 73.)

Al contrastar la contribucién de la espiga de plantas desfoliadas vs. la
contribucion de plantas no desfoliadas se observa que en los valores mayores
de contribucion de la espiga el incremento de contribucidén con el tratamiento de
desfoliado (compensacioén por la eliminacion de las hojas) se reduce (ver Fig. 3.
7). Esto podria sugerir que cuando las contribuciones llegan a los valores mas
altos, se reduce la capacidad buffer del aporte de la espiga para compensar la
pérdida de asimilados producida por el desfoliado.

En la Fig. 3. 9, también se puede ver como la contribucion de la espiga
ha acompafiado los incrementos en el peso de grano por espiga, sin embargo
para los valores mas elevados de peso de granos se observa en la contribucion
de la espiga una tendencia a estabilizarse. Seran necesarias nuevas
investigaciones para identificar caracteristicas asociadas a la mayor

contribucion de la espiga, y asi exacerbar su caracter compensador.

La contribucion de la espiga y los alelos de enanismo

Aunque desconocemos la composicion aletica de los cultivares
utilizados en el analisis retrospectivo, claramente se observa la disminucion de
la altura de las plantas y del peso seco de los tallos en antesis a lo largo de la
mejora. La reduccion de estos parametros fue gradual, (i.e. no observandose
una disminucién abrupta de altura), debida a la incorporacién de los alelos de
enanismo. Ademas de la reduccién en altura, los alelos de enanismo pueden
reducir el area foliar en el periodo pre-antesis (Calderini et al., 1996). Aunque
esto Ultimo no esta claro ya que Alvaro et al. (2008) encontraron que el indice
de area foliar no se modificaba en cultivares de trigo duro liberados durante el
siglo pasado (andlisis hecho sobre cultivares italianos y espafioles). De todos
modos, los cultivares enanos parecen ser menos eficientes en el uso de la
radiacion debido a la arquitectura de la planta y menor longitud de los

entrenudos (Miralles y Slafer 1997). Ambas caracteristicas, (reduccién de la
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biomasa de tallos y reduccion de la eficiencia de uso de la radiacion), podrian
contribuir a una reducciéon en la fuente de asimilados. En este trabajo
encontramos que esta reduccion del tallo fue acompafiada por un incremento
en la contribucion de las partes verdes de la espiga a lo largo de la mejora

genética.

Tal como fue descripto anteriormente en esta tesis (ver introduccion
general y Cap. 2), los retranslocados del tallo son una importante fuente de
asimilados durante el llenado de granos en trigo (Blum 1998; Plaut et al. 2004;
Alvaro, Royo, et al. 2008; Cruz-aguado et al. 2000). Existen trabajos que
muestran que con la presencia de alelos de enanismo (i.e. Rht) la cantidad de
carbono almacenado en tallos se reduce, siendo la magnitud de esta reduccion
variable con el cultivar. Borrel et al. (1993), reporto que la reduccion del 21% de
la altura redujo en un 35% la cantidad de C almacenado en tallos. En nuestro
trabajo, la disminucion de la altura fue del 40% (Fig. 3. 3), por lo que el impacto
sobre las reservas de C podria ser importante. También se le ha atribuido
diferentes capacidades de contribuir a los entrenudos que componen el tallo,

en nuestras mediciones todos los entrenudos se redujeron en igual proporcion.

En Alvaro et al. (2008), se reporté6 que la contribucion al llenado de
granos de carbohidratos almacenados en pre-antesis se incrementa en los
cultivares modernos. Estos autores consideran que la mayor demanda de los
destinos podria determinar la removilizacion de la reservas del tallo. En ese
trabajo se registraron en los cultivares modernos, ademas de una disminucién
de la biomasa del tallo, un incremento en la eficiencia de translocacion (DMT e
relacion entre materia seca removilizada del tallo y la materia seca del tallo en
antesis). Por esta razon, en la presente tesis se analizd la DMT. y la CPA (la
relacion de las reservas removilizadas respecto peso de granos de la espiga).
En los cultivares que analizamos en este trabajo no se observéd una tendencia
clara de la DMT, a lo largo de los afios de liberacidén, pero definitivamente la
CPA disminuy0 en los cultivares modernos (ver Fig. 3. 12). De esta manera se

podria especular que la caida de la contribucién de los asimilados del tallo en

115



Cantulo 3. (ontribucion de la Espiga al | lenado de (Granos en Cultivares Antiguos Yy
Modernos de Trigo

los cultivares modernos ha sido compensada por el incremento de la

contribucion de la espiga.

Existe evidencia indirecta que los alelos que confieren insensibilidad a
las giberelinas no son expresados en algunas estructuras de la espiga (Webb
et al. 1998). Por ejemplo, la elongacién del raquis (Webb et al. 1998) y el
tamafo de las células del pericarpio (Miralles et al. 1998) no son afectados en
iso-lineas semi-enanas de trigo. En nuestro trabajo encontramos que la
longitud de la aristas (las cuales son un importante érgano fotosintético tal
como hemos descripto anteriormente) no ha sido afectada por la presencia de
los alelos de enanismo (Fig. 3. 14). En otras palabras, la contribucién
fotosintética de la espiga podria haber sido menos afectada que otras ‘fuentes’
de asimilados durante el llenado de granos, tal como el peso del tallo y las
reservas almacenadas en éste; Borrel et al. 1993).

Dado que los alelos de enanismo podrian tener una serie de efectos
pleiotropicos (por ejemplo, afectando el nimero de granos por espiga; Borner
et al. 1993), no podemos excluir que la correlacion registrada entre el peso del
tallo y la contribucion de la espiga sea en realidad, espuria. Por ejemplo, puede
especularse que la existencia de un mayor tamafio de destino (v.g. mayor
namero de granos) promuevan mayores tasas fotosintéticas (por posible
disminucién de la inhibicion feedback; Azcon-bieto 1983) y asi, conducir a una
mayor contribuciéon de la espiga al llenado de granos. En definitiva, atendiendo
a nuestros datos y la bibliografia, los posibles efectos pleiotropicos de la

presencia de alelos de enanismo no pueden ser descartados.

La relacion entre la contribucion de la espiga y el peso de tallo que
reportamos en el analisis de las iso-lineas con/sin alelos de enanismo parece
no ser consistente con lo hallado en el estudio retrospectivo. Esto puede
evidenciarse al comparar la linea enana (Rht 1+2) con la semi-enana (Rhtl), en
la cual encontramos que a pesar de presentar una reduccion significativa en el
peso del tallo, no muestra mayor contribucion de la espiga. Sin embargo, debe
observarse que la caida del peso de tallo de la iso-linea semi-enana con

respecto a la enana fue menor que la disminucién de altura, lo cual podria estar
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explicado por diferentes densidades o mas probablemente, por diferentes
grosores de los tallos (ver Fig. 3. 14, la iso-linea enana presento tallos con
mayor diametro, observacién personal). Esto podria explicar, al menos en
parte, la ausencia de incremento de la contribucion de la espiga en la iso-linea
con doble dotacion de alelos de enanismo (i.e. Rhtl + 2).

Las aristas y el llenado de granos a lo largo de la mejora

Si se considera solo la asimilacién de CO, externo (atmosférico). Las
aristas contribuyen con el 40-50% de la fotosintesis neta de la espiga (Blum
1985). Por un lado, las aristas incrementan el area fotosintética de la espiga
(30-50% dependiendo del genotipo Ali et al. 2010) y la tasa fotosintética por
organo es afectada por esto. Comparadas con las hoja bandera, las aristas
presentan la ventaja que los cloroplastos permanecen intactos durante el
llenado de granos, tanto estructural y funcionalmente (Li et al. 2006). El retraso
en la senescencia de los 6rganos de la espiga también ha sido registrado por
Martinez et al. 2003.

En el analisis retrospectivo no encontramos una clara tendencia en el
tamafo de aristas de los cultivares respecto del afio de liberacién. Sin
embargo, el estudio aqui presentado sélo incluye una serie historica y las
conclusiones quedan supeditadas al numero de cultivares incluidos en el
analisis. De todos modos, mas alla de no observar una tendencia, en general
se encontré que los cultivares modernos presentaban el mayor tamafio de
aristas. Se desconoce si durante la mejora se ha seleccionado por mayor
tamafo de aristas, y a pesar que a menudo se cita a las aristas como una
atributo relevante, no esta claro si existe algun efecto positivo sobre el peso
total de granos por espiga (Tambussi et al. 2007). Esto sera explorado en el

capitulo 4.
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3.6. Conclusiones

Las conclusiones parciales de este capitulo de la tesis son: (1) la
contribucion de la fotosintesis de la espiga al llenado de granos se incrementé
en un set de cultivares antiguos y modernos liberados entre los afios 1920 y
2008 en Argentina; (2) existe una fuerte correlacibn negativa entre la
contribucion de la espiga y el peso seco del tallo de los cultivares liberados en
ese periodo; (3) los alelos de enanismo podrian estar involucrados en el
incremento de la contribucion de la espiga al llenado de granos, aunque
nuestra informacién no es concluyente en este aspecto; (4) el incremento de la
contribucion de la espiga no parece ser explicado meramente con la variacion
del tamafo de las aristas; otras caracteristicas como la refijacion podrian estar
involucradas. Se necesitan nuevas investigaciones para profundizar en estos

aspectos aun no dilucidados.
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El rol de las aristas de trigo pan (Triticum aestivum L.) durante el llenado
de granos: aspectos fisioldgicos y su contribucion fotosintética

4.1. Introduccién

Las aristas de la espiga (prolongaciones filiformes de las lemmas) son
organos con caracteristicas xeromorficos que han sido reportadas como una
importantes fuente de asimilados durante el llenado de granos en cereales (e.g.
en cebada, Bort et al. 1994; y Li et al. 2006 en trigo), principalmente en
condiciones de déficit de fuente. Sin embargo, su contribucion real a la
fotosintesis de la espiga y al llenado de los granos es contradictoria (Tambussi
et al. 2007). Evans et al. (1972) reportd que frente a situaciones de déficit
hidrico, el incremento de la contribucion fotosintética de la espiga al llenado de
granos, en cultivares sin aristas era de 13 a 24% mientras que en cultivares

con aristas era de 34 a 43%.

La capacidad fotosintética de la espiga estd muy relacionada al
aumento del area superficial (Blum 1985b), ya que la presencia de aristas
incrementa entre el 36 y el 59% la superficie fotosintética de la espiga,
(dependiendo del cultivar), y representa un importante aumento en términos de
captacion de luz (Motzo and Giunta 2002). La contribuciéon de las aristas al total
de la fotosintesis de la espiga ha sido alta, alcanzando valores de 50% 0 mas
en algunos casos de déficit hidrico pos-antesis (Tambussi et al. 2007 y
referencias ahi citadas). En general las aristas parecen ser mas importantes en
Hordeum que en Triticum y en trigo duro (T. turgidum va. durum) gque en trigo
pan (T. aestivum) (Blum 1985a). En cebada (con aristas largas) la contribucién
de las aristas puede alcanzar hasta el 90% de la fotosintesis total de la espiga
(Ziegler-Jons 1989). Los trigos hexaploides (v.g. trigo pan T. aestivum) tienen
aristas mas cortas que los tetraploides (trigo duro; Blum 1985a), y asi, un
incremento en el tamafio de aristas de trigo pan podria ser importante para

incrementar la contribucién al llenado de granos.



Capftulo 4. Rol de las Aristas de Trigo Fan Durante el | lenado del (Grano

Existen varios trabajos que analizan aspectos fisiolégicos de las
aristas, pero el impacto de su presencia/ausencia (o longitud de las aristas)
sobre el llenado de granos continda siendo controversial. De hecho, se han
reportados efectos positivos (Blum 1985b; Motzo & Giunta 2002; Martin et al.
2003; Weyhrich et al. 1994), parcialmente positivos (Tambussi et al. 2007; Bort
et al. 1994), neutrales (Foulkes et al. 2007) y negativos (Mc Kenzie, 1972). La
evidencia molecular, apoya la importancia de las aristas respecto de la
fotosintesis total de la espiga de cereales de invierno. Por ejemplo, en estudios
realizados en cebada, se ha observado que en las aristas se expresan
principalmente genes relacionados con la fotosintesis (v.g. biosintesis de
clorofila y carotenoides) mientras que en lemmas y paleas se expresan
mayormente genes relacionados con la defensa. Esta informacion apoya la
idea de que el rol de las aristas seria principalmente fotosintético, siendo el de
lemmas y paleas, de proteccidon de los granos (Abebe et al. 2009). A pesar de
existir algunos trabajos que exploran en aspectos fisioldgicos de las aristas (i.e.
en cebada Bort et al. 1994; Tambussi et al. 2005), hasta donde nosotros
conocemos, no se han realizado estudios que analicen la variabilidad del
tamafo de aristas y su correlacion con su contribucién al llenado, ni se ha
estudiado si la contribucion de las aristas ha cambiado con los programas de

seleccién empirica por rendimiento.

Un aspecto escasamente explorado es la influencia de la presencia de
aristas sobre la temperatura de la espiga. Ademas de los efectos fisioldgicos
sobre la fotorrespiracion y la senescencia, la influencia de la temperatura de la
espiga (la cual podria estar afectada por la presencia de aristas) podria
impactar sobre el llenado de granos. Estd bien caracterizado que a
temperaturas superiores a los 15°C, cada °C de incremento es deletéreo para
el peso de los granos de cereales como el trigo o la cebada (Savin 2010). En
referencia al efecto de la presencia de aristas sobre la temperatura de la
espiga, la escasa bibliografia en este tema reporta efectos contradictorios,
tanto que incrementa la temperatura de la espiga (Panozzo et al. 1999) como
que disminuye la temperatura del canopeo (Motzo & Giunta 2002). Las

discrepancias entre estos resultados se desconocen, aunque podrian estar
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involucrados los efectos ambientales, genotipicas o de los métodos de

medicion.
Objetivos e hipétesis

El objetivo general de este capitulo es analizar algunos aspectos
fisiolégicos de las aristas y de la contribucion de las aristas al llenado de

granos.
En una primera seccién de este capitulo los objetivos son:

(1) Estudiar la actividad fotosintética (ETR, tasa de transporte de
electrones) indirectamente mediante fluorescencia modulada de la clorofila, en
forma comparativa en hoja bandera, cuerpo de la espiga y aristas durante el
llenado de granos.

(2) Analizar la respuesta diferencial de la hoja bandera y de las aristas
al estrés hidrico, mediante la medicion de variables de estado hidrico

(contenido relativo de agua, potencial hidrico) y actividad fotosintética (ETR).

(3) Estimar el efecto de la presencia/ausencia de aristas sobre la

temperatura del cuerpo de la espiga.

En una segunda seccion se profundiza en la contribucion de las aristas

al llenado de granos, cuyos objetivos especificos fueron:

(4) Analizar la variabilidad del tamafio de aristas en un set de cultivares

comerciales de trigo pan de Argentina.

(5) Estudiar una posible correlacién entre en el tamafio de aristas y la
contribucion de la espiga de 6 cultivares de argentinos con diferente tamafio de

aristas.

(6) Explorar si el tamafio de las aristas y su contribucion al llenado de
granos cambiaron durante la Gltima centuria en un set de cultivares antiguos y

modernos (estudio retrospectivo).
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La hipotesis general subyacente a este Capitulo es que existe
variabilidad en las caracteristicas de las aristas de los cultivares de trigo pan
argentinos y que estas caracteristicas (v.g. tamafio de aristas) se correlacionan
con la contribucion de la espiga al llenado de los granos. Las hipoétesis

particulares son:

1. Las aristas y la hoja bandera poseen diferente comportamiento
fotosintético durante el llenado de granos.

2. Las aristas y la hoja bandera poseen un comportamiento diferencial
frente al déficit hidrico.

3. Las aristas también podrian actuar modificando la temperatura del
cuerpo de la espiga e impactando en el llenado de los granos.

4. Existe variabilidad en el tamafio de aristas en cultivares comerciales

de Argentina.

5. El tamafio de las aristas se correlaciona positivamente con la

contribucion de la espiga.

6. La contribucion de las aristas en el llenado de granos ha cambiado a

lo largo de la mejora genética.
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4.2. Materiales y métodos

Con el fin de desarrollar los objetivos propuestos se realizaron 5

experimentos:

Experimento (VII): Estudio de la fotosintesis de la hoja bandera, del cuerpo de
la espiga y de las aristas durante el llenado.

Experimento (VIII): Andlisis del rol de las aristas en el balance térmico en la

espiga.

Experimento (1X): Respuesta diferencial de la hoja bandera versus aristas al
déficit hidrico.

Experimento (X): Andlisis de correlacion entre el tamafio de aristas y la

contribucion al llenado en cultivares modernos de Argentina.

Experimento (XI): Evaluacion del tamafo de las aristas en variedades antiguas

y modernas de trigo y su relacion a la contribucion (estudio retrospectivo).

El descripto como experimento Xl esta incluido en experimentos de
capitulos anteriores, pero por afinidad tematica los resultados se muestran en

esta parte de la Tesis.
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4.2.1. Experimento (VII): Estudio de la fotosintesis de la hoja bandera del

cuerpo de la espigay de las aristas durante el llenado.

Material vegetal y condiciones de cultivo

Se utilizaron dos cultivares de trigo pan (Triticum aestivum L.) de ciclo
largo con similar fecha de antesis (cv. Biolnta 3000 y cv. Klein Escudo), que
poseen morfologia contrastante en la espiga, en particular el largo de aristas
(aristas cortas y con aristas largas respectivamente). Previamente hemos
reportado mediante dos aproximaciones experimentales (ver Capitulo 2, pag.
43) que la contribucion de la espiga al llenado de granos es mayor en el cv. K.
Escudo que en el cv. Biolnta 3000.

Los cultivares fueron sembrados el 10 de julio del 2008 en la Estacion
Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de Los Hornos*
(UNLP), en parcelas de 1.4 x 6.4 m, (7 surcos, 20 cm. entre surcos), en
bloques aleatorizados con tres repeticiones. En en panel inferior de la Fig. 2.1

se pueden ver las condiciones meteoroldgicas (pag. 44).

La densidad de plantas fue de 250 plantas por m™?. Se fertilizé6 con
fosfato diaménico 100 kg ha™, inmediatamente después de la siembra y con
urea 250 kg ha?, 75 dias después de la siembra. La emergencia fue el 25 de
julio. Las plagas fueron controladas por aplicacion productos segun lo

recomendado.
Fluorescencia modulada de la clorofila: tasa de transporte de electrones (ETR)

Se realizaron mediciones de fluorescencia modulada del fotosistema Il
(PSIl) con un fluorimetro (FMSII, Hansatech, UK) de la hoja bandera, del
cuerpo de la espiga (principalmente glumas y areas expuestas de las lemmas)
y de las aristas. Las mediciones se tomaron alrededor de mediodia en dias
soleados bajo las condiciones de densidad de flujo foténico fotosintéticamente

activo (PPFD, photosynthetically-active photon flux density) naturales, es decir

! La Plata, 34° 54’ 24”S: 57° 55’ 56”W, Argentina
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respetando la posicién normal de cada érgano. Para la medicién de las aristas,
y con el fin de tener una sefial adecuada de fluorescencia, varios de estos
organos fueron ubicados dentro de la pinza del fluorimetro. En todos los casos
las mediciones se tomaron luego de alcanzar un valor estable de fluorescencia
basal. Se midi6 el rendimiento cuéntico del PSIl y la tasa de transporte de
electrones (‘Electron Transport Rate’, ETR) se calcul6 como en Rosenqvist and
van Kooten (2003). Para mas detalles ver capitulo 2 pag. 54.

ETR =[Drsi*PPFD*0,5*a]

Las mediciones se realizaron al medio dia, entre las 11:00 y las 16:00
hs alternando entre los cultivares para reducir el sesgo debido a la hora de la
toma de datos. Se midieron cuatro espigas y su respectiva hoja bandera a los
3,17,y 24 DDA. (4 6rganos en cada parcela).

Mediciones de clorofila

En antesis, 10 y 20 DDA se muestrearon espigas de los 3 surcos
centrales de cada parcela. Se determin6 el contenido de clorofila total de los
organos de la espiga: glumas, lemmas, aristas y pericarpio del grano
(inicialmente como una estimacion de la magnitud de la maquinaria
fotosintética en estos érganos y posteriormente en el llenado, como indicador
de senescencia). El contenido total de clorofila se midi6 segun (Inskeep &
Bloom 1985).

En antesis, 10 y 20 DDA se realizaron mediciones del perfil vertical del
contenido de clorofila (analizado indirectamente por SPAD), de la hoja bandera
y la inmediatamente inferior. Se midieron hojas de macollos principales

ubicados en los tres surcos centrales de la parcela.
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4.2.2. Experimento (VIll): Respuesta diferencial de la hoja bandera versus
aristas al déficit hidrico.

Este experimento se realizO en condiciones semicontroladas
(invernadero), en el Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE CONICET-UNLP) en
La Plata. Se sembraron semillas de trigo pan cv. Buck Chambergo en macetas
de 6 L rellenas con tierra (una planta por maceta; la tierra provenia de un
argiudol tipico). La temperatura media dia/noche y maxima densidad de flujo
foténico fotosintéticamente activo fue aproximadamente de 28/20 °C y 1.500
pumol m? st respectivamente. Todas las plantas se mantuvieron hasta
capacidad de campo hasta 7 DDA, momento en el que se dividid al conjunto
de macetas en dos grupos: con déficit-hidrico (E) y con riego (R). En las
plantas E, el contenido hidrico del sustrato se determind gravimétricamente y
se mantuvo por riego cerca del 30% de su capacidad de campo. Las plantas
bajo R se mantuvieron a capacidad de campo durante el experimento. 15 DDA
se midi6 el estado hidrico (contenido relativo de agua y potencial agua) y tasa

de transporte de electrones (ETR; ver mas adelante).
Estado hidrico

El contenido relativo de agua (Relative Water Content; RWC) fue
medido en aristas y en la lamina de la hoja bandera 15 DDA en plantas
sometidas a déficit hidrico y en las plantas bajo riego. Se pesaron segmentos
de la lamina de la hoja bandera y de aristas (wi) y se dejaron hidratando en
agua destilada a 4° toda la noche, al cabo de esto fueron nuevamente pesados
(wf) y secados en estufa a 60° por 48 hs, después lo cual se determiné la

materia seca (wd). El contenido relativo de agua se calculé como:

(wi-wd)

RWC = {
(wf - wd)

X 100}

El potencial agua fue medido en la hoja bandera de plantas E y R. En

las aristas el potencial agua so6lo se pudo medir en plantas bajo riego, dado que
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en las plantas estresadas la presion requerida excedio el limite del equipo. Las
mediciones se realizaron 15 DDA (alrededor de la mitad del periodo de llenado)
usando una camara de presion tipo Schélander (Biocontrol) mas una lupa
binocular, con un papel himedo en el fondo de la camara para evitar el exceso
de evaporacion. Dado que los valores de potencial hidrico (y) en las aristas
resultaron bajos (aun en plantas bien regadas), para testear si éstos valores se
deben a la actividad transpiratoria, se midié también el potencial hidrico pre-
alba y el potencial de aristas totalmente hidratadas (incubadas durante la noche
en agua en forma similar a la determinacion del RWC).

Actividad fotosintética (Fluorescencia modulada de la clorofila)

Se realizaron mediciones de fluorescencia modulada del fotosistema Il
(método del pulso saturante) de la hoja bandera y de las aristas, con un
fluorimetro (FMSII, Hansatech, UK). Las mediciones se tomaron en dias
soleados bajo las condiciones in-situ de PPFD. Para la medicion de las aristas,
se colocaron varios de estos 6rganos dentro de la pinza del fluorimetro y se
midio en tres posiciones (i) posicion vertical (normal) en la cara de menor PPFD
incidente, (ii) posicion vertical, en la cara de mayor PPFD incidente vy (iii) en
posicion horizontal. En todos los casos las mediciones se tomaron luego de
alcanzar un valor estable de fluorescencia basal. Se mididé el rendimiento
cuantico del fotosistema Il y la tasa de transporte de electrones (ETR, ver mas

arriba) se calculé como en Rosenqvist and van Kooten (2003).

4.2.3. Experimento (IX): Analisis del rol de las aristas en el balance

térmico en la espiga

Patrén térmico diario de espigas intactas y de espigas desaristadas

En un experimento en condiciones de campo similar al descrito en el
experimento (VIl) pero realizado durante el 2011, se midié el curso de la

temperatura en espigas control (intactas) y en espigas desaristadas. Las
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mediciones de temperatura fueron tomadas por sensores de termocuplas
(cobre-constantano tipo ‘T’ TC1047A Microchip Inc.) y la informacion fue

registrada por un data logger TC- Logger 16 (www.cavadevices.com). Las

termocuplas se insertaron debajo de las glumas de espiguillas centrales de
espigas los cultivares cv. Biolnta 3000 y cv. Klein Escudo. El desaristado se
realizé con tijeras. Se midieron 4 espigas (réplicas) de cada tratamiento y
cultivar. Para evitar cualquier sesgo espacial, los sensores se ubicaron de a
pares (dos espigas cercanas entre si), incluyendo una espiga intacta y una
desaristada en cada par y con los sensores orientados hacia el mismo punto
cardinal. El patron de temperatura de las espigas fue registrado durante varios
dias. La informacion meteoroldgica se puede ver en el panel inferior de la Fig.
3.1 (pag. 88).

Andlisis termogréfico de la espiga

Dado que el pequefio tamafo de las aristas no permite mediciones de
temperatura con sensores de tipo termocupla, se tomaron imagenes
termogréaficas. Se utilizaron plantas de los mismos cultivares utilizados
anteriormente (i.e. cv. Biolnta 3000 y cv. Klein Escudo), crecidas en macetas
en condiciones semicontroladas (invernadero; La Plata, en el Instituto de
Fisiologia Vegetal; INFIVE CONICET-UNLP). Las imagenes infrarrojas de las
espigas se tomaron con una camara Agema Thermovision 550 (rango
espectral: 3,6 a 5 micrones; resolucion Termica: 0,1 °C) (colaboracién con el
Lic. Patricio Fluxa®). Se asumié que la emisividad de la arista es similar a la del

resto de la espiga.

2 Centro de Investigaciones Opticas, Universidad Nacional de La Plata, CONICET.
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4.2.4. Experimento (X): Andlisis de correlacién entre el tamafio de aristas

y la contribucién al llenado en cultivares modernos de Argentina.
Material vegetal:

Para analizar la variabilidad del tamafio de aristas de cultivares
modernos de Argentina, se realizdé un ‘screening’ en base a caracteristicas
morfolégicas de la espiga, (en particular el largo de las aristas), sobre 27
cultivares de trigo pan (Triticum aestivum L.), sembradas en el afio 2007 en la
Red de Ensayos Territoriales, Campo Experimental del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) Bordenave (SO de la provincia de Buenos
Aires®). Para incrementar las posibilidades de encontrar variabilidad en el
tamafo de aristas se trabajd con cultivares provenientes de diferentes
criaderos o programas de mejora: Klein (K.), Buck (B.), Asociacion de
Cooperativas Argentinas (ACA), INTA y Don Mario (D.M.). Los cultivares
incluidos en el ‘screening’ fueron: (1) cv. Acienda (2) cv. Baguette Premiunl1l;
(3) cv. Baguette 10; (4) cv. Baguette 19; (5) B. Malevo; (6) B. cv. Nortefio (7)
cv. Biolnta 3003 (8) B. cv. Ranquel (9) K. cv. Guerrero (10) cv. Biolnta 3000
(11) cv. ACA 304; (12) cv. ACA 303; (13) B. cv. Baqueano; (14) cv. Biolnta
3004; (15) cv. ACA 315; (16) B. cv. Guatimozin; (17) K. cv. Capricornio; (18) K.
cv. Jabali; (19) K. cv. Gavilan; (20) B. cv. Arriero; (21) cv. INIA Torcaza,; (22)
D.M. cv. Themix L; (23) cv. Prointa Puntal; (24) cv. Prolnta Huenpan; (25) cv.
ACA 201; (26) Cooperacion cv. Liquen; (27) B. cv. Guapo.

Para cuantificar el tamafio de aristas se calculo la relacion de peso
fresco (PF) de aristas x espiguilla™ de cada una de las 27 cultivares (ver Fig. 4.
10). A partir de estos resultados se seleccionaron 6 cultivares, intentando cubrir
en forma representativa el rango de variacion del caracter. Estos seis cultivares
se utilizaron para el analisis de la contribucion fotosintética de la arista y de la
espiga y su posible correlacion con el tamafio de las aristas. Las 6 variedades
seleccionadas fueron: cv. Baguette Premium 11; cv. Baguette 19; B. cv. Puntal;
cv. ACA 304; K. cv. Gavilan y B. cv. Guapo.

% (37° 50’ 55”S; 63° 01’ 20”"W), Argentina
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Condiciones de cultivo y diseiio experimental:

En el afio 2008 se realiz6 la siembra en la Estacion Experimental de la
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de Los Hornos* (UNLP), en
parcelas de 1 x 3.4 m, (5 surcos, 20 cm entre surcos), en blogues aleatorizados
con tres repeticiones. El suelo es un arguidol tipico (USDA).

La densidad de plantas fue de 250 plantas por m™?. Se fertilizé6 con
fosfato diaménico 100 kg ha™, inmediatamente después de la siembra y con
urea 250 kg ha®, 75 dias cerca de macollaje. La densidad de plantas y

fertilizacion y sanidad fue similar a la de los experimentos anteriores.

Las condiciones climaticas se pueden ver en el panel inferior de la Fig.
2.1 (La Plata 2008) (pag. 42). Desde siembra a cosecha se registraron 407 mm
y la temperatura media durante el llenado de granos fue moderada (16°C). Los
bloques regados recibieron 75 mm adicionales dispersos durante el llenado de

granos.

Se estim6 la fecha de antesis (GS69, Zadoks & Board 1974) del mismo
modo que experimentos anteriores y 10 DDA, en cada parcela se aplicaron 6
tratamientos: (1), (2) y (3) plantas regadas con espigas intactas, desaristadas y
sombreadas respectivamente y (4), (5) y (6) plantas sin riego (tratamiento
secano) con espigas intactas, desaristadas y sombreadas respectivamente
(como se muestra en la Fig. 4. 1). El desaristado de realiz6 con tijeras cortando
todas las aristas de la espiga a nivel de donde surgen en las lemas. El
tratamiento de sombreado de la espigas se realizé por encapuchado con papel
de aluminio tal cual fue detallado en capitulos anteriores (por ejemplo, ver

capitulo 2 pag. 47).

* La Plata, 34° 54’ 24"S: 57° 55’ 56”W, Argentina
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Muestreos y mediciones

A madurez se analiz6 el peso y numero de granos de 7 espigas de

cada uno de los tratamientos.

1) 2) 3) 4) 5) 6)
Espigas Espigas
Control Desaristadas Sombreadas Control Desaristadas Sombreadas
(intactas) ("encapuchadas”) (intactas) ("encapuchadas”)
Riego Secano

Fig. 4. 1 Diagrama mostrando los 6 tratamientos de la espigas en el Experimento (X) Andlisis de
correlaciéon entre el tamafio de aristas y la contribucién al llenado en cultivares modernos
argentinos. tratamiento (1), (2) y (3) plantas regadas con espigas intactas, desaristadas y sombreadas
respectivamente y (4), (5) y (6) plantas sin riego (secano) con espigas intactas, desaristadas y
sombreadas respectivamente. (Adaptado de Maydup et al. 2010).

Contribucion de las aristas y de la espiga al llenado de granos

Se calculé la contribucién de las aristas al llenado de granos como:

espigasintactas_ PG espigasdesaristacbs) x 100

PG

BIGE

espigasintactas

y la contribucion de la espiga como:

PG )x100

espigasno sombreadas”

PG

espigassombreadas.

_[Pc

espigasno sombreadas
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donde PG es peso total de granos por espiga. Cada valor de contribucion
representa la media de tres parcela y en cada parcela se analizaron 7 espigas

por tratamiento.

4.2.5. Experimento (XI): Evaluacion del tamafio de las aristas y modernas
de trigo y su relacién a la contribucién (estudio retrospectivo)

Para este experimento se utilizO un ensayo idéntico que en el
experimento (V): ‘Estudio retrospectivo de la contribucion relativa de la espiga
de cultivares liberados al mercado en Argentina entre 1920 y 2008’ del capitulo
3 (ver pag. 87).

Material vegetal:

Se utilizaron 8 cultivares de Triticum aestivum L. liberados al mercado
entre 1932 y 2008. La semillas fueron obtenidos de los bancos de
germoplasma de Criadero Klein S. A. (K.) y de Buck Semillas S. A. (B.) y
posteriormente multiplicadas. Los cultivares utilizados en este experimento
fueron: (1) K. cv. 32 (1932), (2) K. cv. Cometa (1942), (3) K. cv. Rendidor
(1954), (4) K. cv. Toledo (1969), (5) K. cv. Chamaco (1979), (6) B. cv. Pucara
(1980), (7) K. cv. Cacique (1992), y (8) B. cv. Taita (2008). En el capitulo 3 se
muestra que la contribucion fotosintética de la espiga se incrementa con el afio
de liberacion en este set de cultivares. En el presente analisis se excluyeron los
dos cultivares muticos (sin aristas), es decir K. cv. Favorito (1920) y K. cv.
Orgullo (1944), que si fueron incluidos en el andlisis de la contribucion de la
espiga. Tal como fue descripto en el capitulo 3 (pag. 89), esta serie historica
incluye cultivares liberados antes y después de la introduccion en Argentina de

germoplasma mexicano con alelos de enanismo.
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Condiciones de cultivo y diseiio experimental:

El ensayo a campo se sembro el dia 7 de julio del 2009 en la Estacion
Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de Los Hornos®
(UNLP), en idénticas condiciones que el experimento 1. La emergencia fue el
22 de julio.

Las condiciones meteorolégicas durante los meses del cultivo se
pueden ver en el panel superior de la Fig. 3.1 (La Plata 2009, pag. 88). Las
precipitaciones desde la siembra a cosecha fueron altas (> 400 mm) y durante
el llenado de granos las temperaturas fueron moderadas (media de 16°C
aproximadamente), desde noviembre a mediados de diciembre.

En antesis (GS69, Zadoks & Board 1974), se muestrearon 5 espigas de
cada una de las tres parcela (3 réplicas) de cada cultivar, y se realiz6 el analisis
de tamafo de aristas del mismo modo que en el experimento anterior (PF de
aristas por espiguilla). Con el fin de tener un estimador indirecto del grado de
xeromorfia de las aristas, también se analizé la proporcion de agua de los
tejidos de las aristas comparando el peso de aristas frescas y de aristas

secadas en estufa a 60°C (hasta registrar peso constante).

Después de antesis (GS69, Zadoks & Board 1974) en cada parcela se
incluyeron los siguientes tratamientos: (1) espigas intactas y (2) espigas
desaristadas, en plantas no intactas (no desfoliadas) y en plantas desfoliadas,
(similar a lo ilustrado en la Fig. 4. 1, con la salvedad que los tratamientos de
riego y secano se reemplazaron por los de plantas desfoliadas y no
desfoliadas). Los tratamientos de desfoliado se realizaron en todos los
vastagos ubicados a lo largo de 1 m de longitud sobre la hilera, eliminando
todas las hojas verdes. La contribucion de las aristas se calcul6 como en el
experimento (X) de este capitulo (“Andlisis de correlacion entre el tamafio de
aristas y la contribucién al llenado en cultivares modernos de Argentina”, ver
pag. 135).

® La Plata, 34° 54’ 24”S: 57° 55’ 56”W, Argentina
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Anélisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo usando el Statistica 7 soft-
ware (StartSoft, Inc). Las diferencias fueron analizadas por ANOVA vy las
comparaciones de medias se realizaron por el test LSD (p<0,005).

4.3. Resultados

4.3.1. Experimento (VII): Estudio de la fotosintesis de la hoja bandera, del

cuerpo de la espigay de las aristas durante el llenado

En la Fig. 4. 2 se muestran la tasa de transporte de electrones (ETR)
de la hoja bandera, del cuerpo de la espiga y de las aristas de los cultivares cv.
Biolnta 3000 y cv. Escudo en tres momentos durante el llenado de granos.
Aunque al comienzo la ETR fue mayor en la hoja bandera que los érganos de
la espiga (recordar que las mediciones son al mediodia) en ambos cultivares,
mas tarde en el llenado de granos se puede ver como la relacion se invierte.
Aproximadamente 20 DDA los valores de ETR del cuerpo de la espiga fueron
mayores que los de la hoja bandera. Comparando las partes de la espiga, la
ETR del cuerpo de la espiga fue mayor que el de las aristas durante todo el
llenado de granos (con similares valores de PPFD incidentes; ver paneles
superiores en Fig. 4. 2). Similar comportamiento se observé en los dos
cultivares (cv. Biolnta 3000 y cv. Escudo Fig. 4. 2 panel superior derecha e
izquierda respectivamente). Durante todo el llenado de granos la ETR de las
aristas del cv. Escudo fue mayor que en el caso del cv. Biolnta 3000 (comparar

triangulos en paneles superiores izquierdo y derecho).

En resumen, durante las mediciones de fluorescencia los 6rganos de la
espiga (comparados entre si) estuvieron expuestos practicamente al mismo
PPFD, y en las tres fechas de medicion el cuerpo de la espiga registr6 mayores

rendimientos cuanticos que las aristas.
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Fig. 4. 2. Tasa de transporte de electrones (ETR), eficiencia del fotosistema Il (®ps;) y PPFD (densidad de
flujo fotonico fotosintético) durante el llenado de granos para los cultivares Escudo y Biolnta 3000
(experimento VII). Se muestran los valores de hoja bandera (circulos negros), cuerpo de la espiga (circulos
blancos) y aristas (tridngulos negros) en tres momentos durante el llenado de granos (3, 17 y 24 dias después de
antesis, DDA). Panel superior: PPFD incidente en la hoja bandera (barra negra), cuerpo de la espiga (barra gris) y
aristas (barra gris oscura) en cada momento de medicion (3, 17 y 24 dias después de antesis, DDA). Los valores

son la media de cinco mediciones + s.e. Para més detalles ver Materiales y Métodos.
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En la Fig. 4. 3. (panel superior) se muestra valores de clorofila para

tres fechas durante el llenado de granos. Se puede ver que las aristas fueron el

organo de la espiga con mayor contenido de clorofila en las tres fechas de

medicion. También se puede observar que, aunque en las dos primeras fechas

de medicion las aristas del cv. Biolnta 3000 fueron las que mas clorofila

tuvieron, en la Gltima etapa del llenado de granos el registro se invierte, siendo

las aristas del cv. Escudo las que mas clorofila registraron. En la Fig. 4. 4 se

puede ver que en la Ultima etapa del llenado de granos, el contenido de

clorofila de las hojas (expresado en unidades de SPAD) se ha reducido

practicamente a cero.
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Fig. 4. 3. Contenido total de clorofila de glumas, lemmas, aristas y granos de los cvs. Biolnta 3000 (panel
izquierdo) y Escudo (panel derecho) durante el llenado de los granos en el experimento VII.
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Fig. 4. 4. Contenido de clorofila expresado en unidades de SPAD de los cultivares Biolnta3000
(simbolos negros) y Escudo (simbolos blancos). Se muestran los valores para la hoja bandera
(circulos), y la inmediatamente inferior (hoja -1; triangulos).

4.3.2. Experimento (VII): Respuesta diferencial de la hoja bandera versus

aristas al déficit hidrico

Tal como detallamos anteriormente, en este experimento se analizé la
respuesta al déficit hidrico del contenido relativo de agua (CRA o ‘RWC’) y de
la fotosintesis de la hoja bandera y de las aristas. En la Fig. 4. 5 muestra el
contenido relativo de agua de ambos 6rganos en plantas regadas (R) y en
plantas estresadas (E). Claramente se ve que las aristas de las plantas E no

reducen su CRA luego de 7 dias de déficit hidrico. En contraste, la hoja
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bandera de plantas E tiene una fuerte reduccion del CRA (aproximadamente un
12% de reduccion en las plantas E respecto a las plantas R).
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Fig. 4. 5 Contenido relativo de agua (CRA) de hoja bandera y aristas en plantas regadas (R, barras

negras) y en plantas con déficit hidrico (E, barras blancas) del experimento (VIII). Los valores son la

media de cinco mediciones * s.. Plantas de trigo pan cv. Chambergo crecidas en invernadero, para mas
detalles ver Materiales y Métodos.

Las medidas de potencial hidrico muestran que las aristas tienen
menor potencial que la hoja bandera en plantas regadas (alrededor de - 4 MPa
al mediodia). Como se mencion6 mas arriba, por razones técnicas no se
pudieron realizar las mediciones de aristas en plantas estresadas. Las aristas
muestreadas antes del amanecer y las que fueron completamente hidratadas
tuvieron valores de potencial agua mayores que las muestreadas al mediodia,

aunque aun mucho menores que los de la hoja bandera.
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Fig. 4. 6 Potencial agua (MPa) de la hoja banderay aristas en plantas de trigo pan cv. Chambergo
regadas (R) y sometidas a déficit hidrico (E), experimento (VIII). Por razones técnicas las aristas
solo pudieron ser medidas en plantas R, en tres condiciones: pre-alba mediodia y post-hidratacion
(aristas cortadas incubadas toda la noche en agua). Las plantas usadas crecieron en invernadero. Para

mas detalles ver Materiales y Métodos.

Consistente con lo hallado en los valores de CRA, se encontré que el
ETR de la hoja bandera se redujo aproximadamente un 20% en plantas
estresadas. Una correlacion realizada entre la ETR y la tasa de asimilacion
neta (An; medida por técnicas IRGA) del mismo cultivar mostr6 que una
reduccion del 20% de la ETR se corresponde con una reduccion del ca. 50%

de la An (Tambussi com. pers.).
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Fig. 4. 7 Tasa de transporte de electrones (ETR) de la hoja banderay las aristas de la espiga
de trigo panadero (cv. Chambergo), experimento (VIII). Las mediciones se realizaron al
mediodia 15 DDA en plantas con buen riego (R, barras negras) y con déficit hidrico (E, barras
blancas). En el caso de las aristas se midi6 en tres posiciones: (1) vertical, en la cara de mayor
PPFD incidente; (2) vertical, en la cara de menor PPFD y (3) horizontal. Las plantas fueron
crecidas en macetas en un invernadero. Los valores son la media de cinco mediciones * s.. Para
maés detalles ver Materiales y Métodos.

Como fue explicado anteriormente, debido a la posicion erecta de las
aristas, las mediciones de ETR de las aristas de realizaron con el sensor en
tres posiciones. En posicion vertical (tanto en la cara de bajo PPFD como en la
cara de alto PPFD), la ETR de las aristas fue menor que el de la hoja bandera,
pero no hubo diferencias entre plantas estresadas y regadas. En la posicién
horizontal (considerada como una medida de la capacidad fotosintética de las
aristas, i.e. fotosintesis a saturaciéon de PPFD), la ETR de las aristas fue mayor

gue el de la hoja bandera, tanto en plantas E como R. De todos modos,
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tampoco se encontraron diferencias entre la ETR de las aristas de plantas E y
R.

4.3.3. Experimento (IX): Andlisis del patron térmico en la espiga: rol de

las aristas.

En la Fig. 4. 8 se ve el curso diario de la temperatura de espigas
intactas y espigas desaristadas registradas con las termocuplas. En el cv.
Escudo (de aristas largas) durante la mafiana se ve que las espigas intactas
estan algo mas frias que las desaristadas (las diferencias alcanzan 1,5 °C en
algunos momentos). Sin embargo, durante la tarde la temperatura fue
sensiblemente mayor en las espigas intactas que en las desaristadas
(aproximadamente 4°C de diferencia), con un punto de cruce que se da cerca
del mediodia (ver Fig. 4. 8 panel superior). En el cv. Biolnta 3000 (de aristas
cortas) las diferencias entre espigas intactas y desaristadas son menores (A°T
(intactas- desaristadas) @aproximadamente - 0,5 y + 2 °C en la mafiana y en la tarde

respectivamente; ver Fig. 4. 8 panel inferior).

Como las aristas son 6rganos muy delgados, no es posible insertarles
termocuplas para medirles la temperatura. Tal como fue explicado
anteriormente, para analizar la temperatura de las aristas se tomaron
imagenes por termografia de infrarrojos. A partir de las imagenes se observa
en la Fig. 4. 9 que las aristas tienen mayor temperatura que el cuerpo de la
espiga. La diferencia alcanza aproximadamente 3°C (comparar el falso color de

cada parte, rojo en las aristas y azul en el cuerpo de la espiga; Fig. 4. 9).
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Fig. 4. 8 Curso diario de latemperatura de espigas intactas y desaristadas de los cultivares cv.

Biolnta 3000 (Panel inferior) y cv. Escudo (Panel superior) del experimento IX. La temperatura fue

medida cada cinco minutos con sensores de termocupla de cobre-constantano insertados debajo de las

glumas de las espigas. Cada linea es la media de cuatro espigas por tratamiento y por cultivar. Para méas

detalles ver Materiales y Métodos.
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Fig. 4. 9 Fotografia térmica de la espiga del cv. Escudo. A la derecha se muestra la escala de
temperaturas correspondiente a cada falso color.

4.3.4. Experimento (X): Analisis de correlacion entre el tamafio de aristas

y la contribucion al llenado en cultivares modernos de Argentina.

De los 27 cultivares comerciales de Argentina analizados, sélo uno
resulté ser mutico y en el resto se observé variabilidad en el tamafio de aristas
(ver Fig. 4. 10). El tamafo de aristas (PF de aristas por espiguilla) varié entre

8,2y 23,15 mg de aristas.

Luego de testear la existencia de variabilidad en el tamafio de aristas de
espigas de cultivares argentinos de trigo, se analizo la relacién de este caracter

con la contribucion de la espiga durante el llenado de granos.
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Fig. 4. 10 Tamafio de aristas de una serie de cultivares comerciales de trigo pan cultivados de
Argentina (humerados de 1 a 27; los cultivares son detallados en ‘Materiales y métodos’ de este
capitulo) correspondientes al experimento (X). Cada punto representa la media + s.e. de cinco espigas
(del tallo principal). El tamafio de aristas fue cuantificado como el peso fresco (mg) de aristas por
espiguilla. Las barras negras indican los seis cultivares elegidos para el andlisis de contribucion de la
arista y la espiga al llenado de los granos. Para més detalles ver Materiales y Métodos.

Contribucion de las aristas y de la espiga al llenado de granos

Para el estudio de la relacion del tamafio de las aristas y su
contribucion al llenado de los granos se eligieron 6 cultivares, tratando de cubrir
el rango de variabilidad del tamafio de aristas (PF aristas por espiguilla)
observado en el andlisis anterior (Fig. 4. 10). Se analiz6 la contribucion de las
aristas y de la espiga en condiciones de Riego y de Secano. En el tratamiento
de riego se encontrd6 una alta correlacion del tamafio de aristas con la
contribucion de la espiga y con la contribucion de las aristas al llenado de
granos (r’=0,66 y r’=0,81 respectivamente). En el tratamiento de secano, sin

embargo, las correlaciones fueron mas débiles (r?=0,25 y r?=0,59; Fig. 4. 11).
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Fig. 4. 11 Relacion entre el tamafio de aristas versus la contribucién de la espiga o la contribucién

de las aristas al llenado de granos en los 6 cultivares seleccionados del experimento (VII). El

tamafio de aristas es expresado como mg de PF de aristas por espiguilla y la contribucion de la espiga

(circulos y cuadrados blancos) y de las aristas (circulos y cuadrados negros) es expresada como

porcentaje (ver pag. 123). Panel superior: tratamiento de Riego. Panel inferior: tratamiento de Secano.

Para mas detalles ver Materiales y Métodos.
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Los tratamientos de desaristado y de sombreado de espiga, mediante
los cuales se realizé el célculo de la contribucién de las aristas y de la espiga,
no generaron reduccion en el numero de granos por espiga, en cinco de los
seis cultivares usados para el analisis. El cv. Guapo fue en el Unico donde se
registrd reduccion. Los tratamientos de desaristado y de sombreado de espiga
afectaron el peso individual de granos en todos los cultivares utilizados.

4.3.5. Experimento (XI): Evaluacién del tamafio de las aristas en
variedades antiguas y modernas de trigo y su relacion a la
contribucion (estudio retrospectivo).

En la Fig. 4. 12 se muestra el tamafio de aristas (expresado como PF
de aristas espiguilla®) y la contribucién de las aristas versus el afio de
liberacion de los cultivares. Si bien no se observa una clara tendencia de
cambio en el tamafio de las aristas a lo largo de la mejora genética, en
términos generales se ve que los cultivares modernos tienen aristas de mayor
tamafo. La contribucion de las aristas (ver inserto en Fig. 4. 12) también
parece ser mayor en los cultivares modernos (comparar la contribucion antes y
después de 1980), pero no se encontré una correlacion significativa entre el

tamano de las aristas y la contribucion de las aristas (datos no mostrados).
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Fig. 4. 12 Tamafio de las aristas (expresado como mg de PF de aristas espiguilla™ y contribucién
de las aristas al llenado de granos (expresado como %,; inserto) versus el afio de liberacion de
ocho cultivares incluidos en el estudio retrospectivo, experimento (XI). Este set de cultivares es una
serie histérica que incluye cultivares liberados entre 1932 y 2008 en Argentina. La contribucién de las
aristas se calcul6 como se menciona en Materiales y Métodos. En el inserto se muestran los valores de la
contribucion de aristas en plantas desfoliadas (circulos blancos) e intactas (i.e. no desfoliadas; circulos
negros) a lo largo de los afios de libracién de los cultivares. Cada valor es la media de tres parcelas y en
cada parcela se muestrearon 7 espigas por tratamiento.
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4.4. Discusion

Tal como fue expuesto mas arriba, considerando soélo la asimilacion de
CO, atmosférico, la contribucion de las aristas a la fotosintesis total de la
espiga ronda entre el 40 y el 50% dependiendo del cultivar (Blum 1985b). Las
aristas incrementan el area de la espiga (entre un 36-59%) lo que significa un
incremento en la intercepcion de luz del 4% (Motzo & Giunta 2002).

Una de las razones que ha recibido atencién en las aristas es el retraso
de la senescencia que presentan con respecta a la hoja bandera (Li et al.
2006). En algunos casos se ha reportado que los cloroplastos de las aristas
permanecen intactos y activos durante el llenado de granos, a diferencia de los
cloroplastos de la hoja bandera que son degradados mas tempranamente
durante la maduracion de los granos (Li et al. 2006). La senescencia demorada
respecto de la hoja bandera ha sido también reportada en otros érganos de la
espiga (Martinez et al. 2003). Sin embargo se ha sugerido que determinadas
condiciones climaticas (e.g. vientos cdlidos; Motzo & Giunta 2002) pueden
inducir la senescencia prematura de las aristas y afectar su contribucion
durante el llenado de granos. En nuestros resultados, por ejemplo, las aristas
del cv. Biolnta 3000 tienen menor ETR que las de cv. Escudo y senescen antes
durante el llenado de granos (ver Fig. 4. 2). En el capitulo 2 se demostré que la
contribucion del cv. Biolnta 3000 (aristas cortas) es menor que la del cv.
Escudo (aristas largas), aunque en ese trabajo no podemos afirmar si esta
asociacion es causal al tamafio de aristas 0 meramente coincidental. Las
mediciones de ETR que se presentan en este capitulo, muestran diferencias en
la actividad fotosintética de estos 6rganos si se comparan ambos cultivares, lo
cual podria estar involucrado en las diferentes contribuciones al llenado (mas
alla del tamafio de las aristas). En el cv. Escudo, las aristas mantienen su
actividad fotosintética mas tiempo durante el llenado de granos (comparado
con la hoja bandera), lo cual es consistente con la mayor emisién de oxigeno
de las aristas por Li et al. (2006). Estos investigadores registraron que la tasa
de emision de oxigeno (como un indicador de actividad fotosintética) de las

aristas, casi duplicaba la de la hoja bandera en la Ultima etapa de maduracion
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del grano. Sin embargo, tal como mencionamos mas arriba, este no parece ser
un comportamiento universal, en particular si se produce senescencia
prematura de las aristas.

La asimilacién del cuerpo de la espiga (glumas, lemmas, pericarpio;
incluyendo fijaciébn de CO, atmosférico y la re-fijacién de CO, liberado por los
granos) parece ser también cuantitativamente un proceso importante
(Tambussi et al. 2007). En los dos cultivares analizados en este capitulo (i.e. cv
Escudo y Biolnta 3000) se encontraron mayores valores de ETR en el cuerpo
de la espiga que en las aristas (ver Fig. 4. 2), apoyando lo dicho anteriormente.
Dado que el PPFD incidente era igual en ambos, el mayor rendimiento cuantico
y mayor ETR podria estar relacionado a que en el cuerpo de la espiga hay una
fuente de difusion de CO; proveniente desde los granos.

Los diferentes patrones de senescencia en estos Organos podrian
explicar los mayores valores de ETR de las partes de la espiga con respecto a
la hoja bandera hacia el final del llenado de granos (ver datos de clorofila; de
las partes de la espiga Fig. 4. 3 y de hoja bandera Fig. 4. 4). Los porcentajes de
reduccion de clorofila en hoja bandera son mayores que los porcentajes de
reduccion de clorofila en la espiga: las glumas conservan el 54 y 74% de la
clorofila al final del llenado de granos (cv. Biolnta3000 y cv. Escudo
respectivamente) y las aristas el 40 y 87% (cv. Biolnta 3000 y cv. Escudo
respectivamente), mientras que para ese momento la hoja bandera perdié toda
su clorofila por senescencia. Ademas, dado que las mediciones de ETR se
hicieron a mediodia, y relacionando con lo que se ve en la figura Fig. 4. 7, las
diferencias en la ETR entre espiga y hoja bandera (hacia el final de llenado)
podrian ser aun mayores en horarios con baja inclinacion solar, donde la

espiga recibira un mayor PPFD.

Las aristas bajo déficit hidrico

En el trigo existe un cambio ontogénico de estructuras progresivamente

mas esclerdfilas, donde los 6rganos tardios en la fenologia presentan menor
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contenido de agua y mas estructuras de tipo xeromérfico (Tambussi et al.
2005). Las aristas poseen claramente una histologia xeromérfica con
predominio de tejidos de tipo esclenquimatico (Li et al. 2006; Xing-Feng et al.
2010), caracteristica que parece otorgarle cierta tolerancia al déficit hidrico
(Tambussi et al. 2005). La deposicion de silice (SiOz) en aristas ha sido
reportada también como importante para la tolerancia al déficit hidrico (Peleg et
al. 2010; Ma 2004) probablemente disminuyendo la pérdida de agua a través
de la cuticula (Ma 2004). Las aristas de los trigos domesticados contienen por
encima de un 19 % de silice (en base a PS) comparado con los trigos silvestres
gue apenas llegan al 7%, esto sugiere que ha existido una presion de seleccién
asociada al proceso de domesticacion (Peleg et al. 2010b). Comparado con
otros 6rganos (hoja bandera, glumas y lemmas) las aristas tienen el menor
porcentaje de agua en sus tejidos (Tambussi et al. 2005). Aqui se mostré que
las aristas son capaces de mantener mayor CRA (= RWC) que la hoja bandera
bajo déficit hidrico (ver Fig. 4. 5). El potencial agua de las aristas fue
claramente menor al de la hoja bandera (entre -3 y -4 MPa) aun en plantas
bien regadas. Las mediciones de aristas en pre-alba (condicién en la que no
hay transpiracion significativa) y completamente hidratadas mostraron valores
bajos de potencial agua (ver Fig. 4. 6). Esto podria sugerir que las aristas estan
pre-adaptadas a vivir con potenciales hidricos bajos en sus tejidos, incluso
estando bien hidratadas. Ademas, comparado con la hoja bandera y
consistente con las diferencias observadas en el RWC, en las aristas también

se observé una mayor actividad fotosintética (ETR) en plantas estresadas.

Las aristas y su posible rol afectando la temperatura de la espiga

La interaccion entre la presencia de aristas y el rendimiento es
investigado desde hace tiempo y se conoce que existe cierta efecto, aunque no
se entiendan las bases fisiologicas. Hay contradicciones en la literatura acerca
de los beneficios 0 penalidades de las aristas sobre el rendimiento (Blum
1985b; Motzo & Giunta 2002; Martin et al. 2003; Weyhrich et al. 1994), ver citas
en Tambussi et al. 2007; Bort et al. 1994; Foulkes et al. 2007; Mc Kenzie,

154



Capftulo 4. Rol de las Aristas de Trigo Fan Durante el | lenado del (Grano

1972). En Olugbemi & Bush (1987) describieron como variaba el rendimiento
en isolineas con y sin aristas, crecidas en sitios con diferente temperatura
durante el llenado de granos. Las isolineas aristadas alcanzaron los mayores
rendimientos en el ambiente con temperatura entre 16-21 °C, rendimiento
menor a 27-21°C y el ambiente donde alcanzaron los menores rendimientos
fue el de 10-15°C. Los autores concluyeron que las aristas no siempre

incrementan los rendimientos a temperaturas supra éptimas.

En nuestro estudio, las aristas claramente incrementaron la
temperatura de la espiga después del mediodia. Esto se observo
principalmente en el cv. Escudo (el cual posee aristas largas; ver Fig. 4. 8). Por
la mafiana, sin embargo se encontr0 que las espigas intactas (i.e. no
desaristadas) estaban algo mas frias que las espigas desaristadas. Este rol
aparentemente contradictorio de las aristas (enfriando por la mafiana y
calentando por la tarde) podria ser explicado por el cierre de los estomas al
medio dia, aunque no poseemos datos que apoyen esta afirmacion. La pérdida
transpiratoria de calor sensible que se produce por la mafiana podria reducirse
o desaparecer al cerrarse los estomas al mediodia, proceso bien documentado
en hojas (Moneveaux 2003). La densidad estomatica registrada en aristas
sugiere la idea del importante efecto transpiratorio (Tambussi et al 2005),
aunque la tasa transpiratoria real (expresada en base a area superficial) es
dificil de cuantificar dadas las caracteristicas irregulares de este 6érgano. Al
menos se conoce que la densidad estomatica de las aristas supera
significativamente la de la hoja bandera (Li et al. 2006; y en Tambussi et al.
2005).

A la tarde, las aristas parecen calentar a las espigas, pero
desconocemos la base mecanistica de este comportamiento. El incremento de
la absorcion de energia, (Motzo & Giunta 2002) y cambios en la pérdida
convectiva de calor son procesos que podrian estar relacionados. Nuestros
resultados estan al menos parcialmente en discordancia con lo encontrado por
Motzo & Giunta (2002) en trigo duro (T. turgidum L. var. Durum), (mediciones

realizadas por la mafiana y por la tarde), donde el canopeo de espigas
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aristadas mantiene menores temperaturas que el canopeo de espigas sin
aristas. Panozzo et al. (1999), en cambio, registrando la temperatura durante
todo el dia, encontr6 que los cultivares aristados tenian mayores temperaturas
gue los sin aristas, coincidiendo con nuestros resultados. Las discrepancias de
estos resultados pueden tener diversas causas, tanto genotipicas como
ambientales. La arquitectura de las aristas es un aspecto poco explorado y
nosotros hemos observado importantes variaciones en el angulo de insercion
(aunque no fue cuantificado, observaciones personales sugieren que las aristas
de cv. Biolnta 3000 y cv. Escudo presentan distinto angulo de insercién). Puede
ser interesante explorar en el futuro qué rasgos estan implicados en la
intercepcion de la radiacion (v.g. angulo de las aristas, reflectancia por diferente
contenido de silice u otras causas). Son necesarias futuras investigaciones
para ahondar en este aspecto, por ejemplo, el angulo de insercién de estos
organos podria afectar tanto la intercepcion de radiacion como la pérdida

convectiva de calor.

En definitiva, si bien el aumento que producen las aristas sobre la
temperatura del cuerpo de la espiga parece ser importante, el mecanismo

subyacente es desconocido y mereceria de mas estudios al respecto.

Mas alla de la explicacion mecanistica implicada, es claro que el efecto
de las aristas sobre la temperatura de las espigas podria tener varias
consecuencias. En primer lugar la relacion negativa que existe entre la
temperatura del canopeo durante el llenado de granos (por encima de 15°C) y
el peso de granos en cereales es bien conocida (Savin 2010; Ayeneh et al.
2002), donde estan implicados cambios en la tasa y duracion de llenado y
senescencia de tejidos fotosintéticos (Savin 2010). En segundo lugar, una
mayor temperatura esta relacionada con aumento de la fotorrespiracion (von
Caemmerer 2000) y por ende una menor asimilacion neta de CO; en las partes
verdes de la espiga. El impacto de este efecto deletéreo de las aristas sobre el
peso de granos pareceria contrarrestar (al menos parcialmente) el efecto
benéfico de la presencia de aristas, (aumentando el area fotosintética y por

ende el total de CO, asimilado) en la espiga. Asi, a pesar de la mayor actividad
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fotosintética de las aristas (ver Fig. 4. 2) del cv. Escudo (comparado con el cv.
Biolnta 3000) la presencia de aristas podria tener efectos deletéreos. Sin
embargo, si consideramos la mayor contribucion al llenado de granos del cv.
Escudo (reportada en el Capitulo 2), los efectos positivos de las aristas en este

cultivar parecerian ser superar el efecto negativo sobre la temperatura.
Fotosintesis de las aristas y su contribucion al llenado de granos

Tal como dijimos en la introduccién de este capitulo, aunque el rol
fotosintético de las aristas ha sido estudiado por mucho tiempo (Jiang et al.
2006; Li et al. 2006; Olugbemi et al. 1976), su contribucion real al llenado de
granos aun es controversial (McKenzie, 1972; Tambussi et al. 2007; y
referencias ahi citadas). La presencia de aristas largas ha sido parte del
ideotipo comun de trigo, particularmente en condiciones estresantes (Reynolds
& Tuberosa 2008), aunque no se conoce evidencia de una correlacion (mas
gue una mera asociacion) entre tamafo de aristas y su contribucion al llenado
de granos. Ali et al. (2010) encontraron una disminucion del peso de granos de
espigas desaristadas, pero no registraron correlacion alguna entre el largo de
las aristas y el porcentaje de reduccion del peso de grano. Existen reportes
donde la presencia de aristas ejerce un efecto positivo sobre el rendimiento
(Motzo & Giunta 2002) y otros donde el efecto es detrimental (McKenzie, 1972).
Ademas, la repercusion positiva o neutra de las aristas sobre el rendimiento
parece estar influenciada por el ‘fondo’ (‘background’) genético (Weyhrich et al.
1994). Por otra parte, existen trabajos donde se ha correlacionado
negativamente la presencia de aristas con el niumero granos (Teich 1982;
Bingham 1969; Bort et al. 1994 en cebada). Se ha especulado que un mayor
tamafo de aristas (mayor requerimiento de asimilados durante su formacién)

competirian mas fuertemente durante la determinacion del nimero de granos.

En los resultados de este capitulo se muestra que, aunque la
correlacién entre el tamafio de las aristas y contribucién de la espiga fue
variable (dependiente del tratamiento, Riego o Secano), la correlacién entre el
tamafo de las aristas y la contribucion de las aristas al llenado de granos fue

relativamente alta (> = 0,82 y 0,6 para condiciones de Riego y Secano
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respectivamente). Motzo & Giunta (2002) encontraron que en trigo duro, la
presencia de aristas tiene un efecto favorable sobre el rendimiento, pero que
bajo condiciones de déficit hidrico su efecto podria ser irrelevante debido a la
senescencia prematura, tal como fue discutido en la primera parte de esta
discusion (ver Pag. 34 de este capitulo). Asi, aunque la fotosintesis de las
aristas parece ser tolerante a deficiencias hidricas (Fig. 4. 5; Fig. 4. 7), su
efecto positivo se traducira en efectos ventajosos sobre el peso de granos sélo

si no sufre senescencia prematura.

En definitiva, las discrepancias entre estudios en cuanto al efecto de
las aristas sobre el rendimiento, podrian deberse (ademas de diferencias
genotipicas) a: (I) por un lado, el incremento del area fotosintética de la espiga
(Weyhrich et al. 1994) podria ser (per se) una caracteristica positiva para el
llenado de granos si existiera limitacion de asimilados (i.e. limitacion por
fuente); (Il) la aparente tolerancia de las aristas al déficit hidrico en trigo duro
(Tambussi et al. 2007) y en trigo pan (Fig. 4. 5y Fig. 4. 7), (lll) la presencia de
aristas ha sido relacionada tanto con incrementos (Panozzo et al. 1999) como
con reducciones (Motzo & Giunta 2002) en la temperatura del canopeo, y su
correspondiente efecto en el llenado de granos (IV) la senescencia prematura
de las aristas bajo ciertas condiciones (por ejemplo vientos calidos) ha sido
reportado como un efecto negativo (Motzo & Giunta 2002) y (V) hay algunos
trabajos donde la presencia de aristas tienen efectos negativos en términos del
numero de granos (en cebada, Bort et al. 1994 y en trigo pan, Weyhrich et al.
1994). Estos efectos contrastantes de las aristas (positivos y negativos sobre el
peso de granos) podrian interaccionar en formas complejas, determinando
finalmente si el resultado tendra un efecto positivo 0 negativo sobre el peso
total de granos. Son necesarias mas investigaciones para determinar estas

interacciones.
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Las aristas en el andlisis retrospectivo

No conocemos estudios anteriores sobre el posible cambio de la
contribucion de las aristas al llenado de granos a lo largo de la mejora genética.
Sin embargo, dadas las particularidades de las aristas tratadas en las
secciones anteriores, hay razones para pensar que el mayor tamafo de aristas
es un caracter que ha sido seleccionado durante la mejora del rendimiento.
Ademas se encontrd que la presencia de aristas disminuye las infecciones de
afidos en cultivos, y se propuso la presencia de aristas como un caracter a
seleccionar (Acreman & Dixon 1986). En el presente trabajo, aunque no
encontramos una tendencia clara en el tamafio de las aristas a traveés de los
afios de liberacion, observamos un mayor PF de aristas en los cultivares
modernos (ver Fig. 4. 12). Los cultivares liberados al mercado antes de 1980
tienen un tamafio de aristas menor a 12 mg de aristas espiguilla® y si
consideramos los 27 cultivares modernos analizados (experimento Xl), ca. 20
de éstos, tienen valores por encima de ese valor. Asi, aunque no se observo un
incremento progresivo del tamafo de las aristas a lo largo de los afios de
liberacidon, el PF de aristas parece ser mayor en los cultivares de trigo pan
modernos de Argentina. En un estudio retrospectivo previo (capitulo 2 de esta
tesis, ver pag. 17) donde se analizaron cultivares liberados desde 1920
(basicamente los mismos de esta serie histérica) se encontré un incremento en
la contribucidn total de la espiga de los cultivares modernos argentinos. La
correlacidon entre el tamafio de las aristas y la contribucion de la espiga (total)
fue moderada en esa serie histérica (r* =0,46 y 0,43 para plantas no
desfoliados y desfoliadas respectivamente; ver Fig. 3.13 del experimento V
pag. 97). En los resultados de la serie historica de este capitulo encontramos
una baja correlacién entre el tamafio de aristas y la contribucidon de aristas
(datos no mostrados). Aunque esto podria deberse al limitado rango de
variabilidad de tamafio de aristas del conjunto de cultivares histéricos
empleados en el analisis, los resultados presentados aqui sugieren que el
tamafio de aristas tendria solo una relevancia relativa en el incremento
registrado en la contribucion de la espiga al llenado de granos a lo largo de la

mejora genética.
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4.5. Conclusiones

En este capitulo hemos reportado que: (1) durante el final del llenado de
los granos, las partes de la espiga (aristas y particularmente el cuerpo de la
espiga, es decir glumas y lemmas) podrian tener mayor actividad fotosintética
gue la hoja bandera; (2) la presencia de aristas podria tener un efecto
levemente favorable (i.e. enfriando) sobre la temperatura de la espiga durante
la mafiana, pero deletéreo (i.e. aumentando la temperatura de la espiga)
después del mediodia; (3) una caracteristica positiva de las aristas es su
“tolerancia” al déficit hidrico, manteniendo un CRA y una ETR mayor que la
hoja bandera bajo sequia; (4) encontramos una correlacion positiva (moderada
bajo condiciones de secano) entre el tamafio de las aristas y la contribucion de
la espiga durante el llenado de granos y (5) en el analisis retrospectivo da los
cultivares de trigo pan de argentina no encontramos una clara tendencia a lo
largo de la mejora en el tamafio de las aristas, ni de la contribucion de las

aristas al llenado de los granos.



Capftulo 4. Rol de las Aristas de Trigo Fan Durante el | lenado del (Grano

Bibliografia

Abebe, T., Wise, R.P. & Skadsen, R.W., 2009. Comparative Transcriptional
Profi ling Established the Awn as the Major Photosynthetic Organ of the
Barley Spike While the Lemma and the Palea Primarily Protect the Seed.
The Plant Genome, 2(3), pp.247-259.

Acreman, T.M. & Dixon, A.F.G., 1986. The role of awns in the resistance of
cereals to the grain aphid, Sitobion avenae. Annals of Applied Biology,
109(2), pp.375—381. Available at: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1744-
7348.1986.tb05329.x [Accessed October 24, 2012].

Ali, A.M. et al., 2010. Source-Sink Relationship between Photosynthetic Organs
and Grain Yield Attributes during Grain Filling Stage in Spring Wheat (
Triticum aestivum ). INTERNATIONAL JOURNAL OF AGRICULTURE &
BIOLOGY, pp.509-515.

Ayeneh, a et al., 2002. Comparison of leaf, spike, peduncle and canopy
temperature depression in wheat under heat stress. Field Crops Research,
79(2-3), pp.173-184. Available at:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378429002001387.

Blum, A., 1985a. Photosynthesis and Transpiration in Leaves and Ears of
Wheat and Barley Varieties. Journal of Experimental Botany, 36(3), pp.9—
10.

Blum, A., 1985b. The Effect of Heat Stress on Wheat Leaf and Ear
Photosynthesis 1. Journal of Experimental Botany.

Bort, J. et al., 1994. Role of awns in ear water-use efficiency and grain weight in
barley. Plant physiology.

Evans, T.L. et al., 1972. Effect of awns and drought on the supply of
photosynthate and its distribution within wheat ears. , pp.67-76.

Foulkes, M.J. et al., 2007. Identifying physiological traits associated with
improved drought resistance in winter wheat. Field Crops Research,
103(1), pp.11-24. Available at:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378429007000718 [Accessed
August 2, 2012].

Inskeep, W.P. & Bloom, P.R., 1985. Extinction Coefficients of Chlorophyll a and
bin., (14), pp.483-485.



Capftulo 4. Rol de las Aristas de Trigo Fan Durante el | lenado del (Grano

Jiang, Q.Z. et al., 2006. Awn contribution to gas exchanges of barley ears.
Photosynthetica, 44(4), pp.536-541. Available at:
http://www.springerlink.com/index/10.1007/s11099-006-0067-9.

Li, X. et al., 2006. Awns play a dominant role in carbohydrate production during
the grain-filling stages in wheat (Triticum aestivum). Physiologia Plantarum,
127(4), pp.701-709. Available at: http://www.blackwell-
synergy.com/doi/abs/10.1111/j.1399-3054.2006.00679.x [Accessed July
26, 2012].

Ma, J.F., 2004. Role of silicon in enhancing the resistance of plants to biotic and
abiotic stresses Role of Silicon in Enhancing the Resistance of Plants to
Biotic and Abiotic Stresses. Soil Science and Plant Nutrition, (November
2012), pp.37-41.

Martin, J.N. et al., 2003. Contributions of Leaf Rust Resistance and Awns to
Agronomic and Grain Quality Performance in Winter Wheat. Crop Science,
43(5), p.1712. Available at:
https://www.crops.org/publications/cs/abstracts/43/5/1712.

Motzo, R. & Giunta, F., 2002. Awnedness affects grain yield and kernel weight
in near-isogenic lines of durum wheat. , 53(12), p.1293.

Olugbemi, L.B. & Bush, M.G., 1987. The influence of temperature on the
contribution of awns to yield in wheat. Australian Journal of Plant
Physiology, pp.231-240.

Peleg, Z. et al., 2010a. Genetic control over silica deposition in wheat awns.
Physiologia plantarum, 140(1), pp.10-20. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20444192 [Accessed November 2,
2012].

Peleg, Z. et al., 2010b. Genetic control over silica deposition in wheat awns.
Physiologia plantarum, 140(1), pp.10-20. Available at:
http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20444192 [Accessed November 2,
2012].

Reynolds, M. & Tuberosa, R., 2008. Translational research impacting on crop
productivity in drought-prone environments. Current opinion in plant
biology, 11(2), pp.171-9. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18329330 [Accessed August 13,
2012].

Savin, R., 2010. Estrés térmico y calidad en cereales de invierno.

Tambussi, E. a, Nogués, S. & Araus, José Luis, 2005. Ear of durum wheat
under water stress: water relations and photosynthetic metabolism. Planta,
221(3), pp.446-58. Available at:

162



Capftulo 4. Rol de las Aristas de Trigo Fan Durante el | lenado del (Grano

http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15645303 [Accessed November 2,
2012].

Tambussi, E.A., Bort, J. & Araus, J.L., 2007. Water use efficiency in C 3 cereals
under Mediterranean conditions: a review of physiological aspects. Annals
of Applied Biology, 150(3), pp.307—321. Available at:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1744-7348.2007.00143.x [Accessed August
17, 2012].

Weyhrich, R.A., Carver, B.F. & Smith., E.., 1994. Effects of awn suppression on
grain yield and agronomic traits in hard red winter whea. Crop Science.

Xing-Feng, L., Bin, D. & Hong-gang, W., 2010. Awn anatomy of common wheat
( Triticum aestivum L .) and its. , 63(4), pp.391-397.

Zadoks, J.C., Chang, T.T. & Konzak, C.F., 1974. A decimal code for the growth
stages of cereals. Weed research, 14, pp.415-421.
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Conclusiones generales de la Tesis

En base a las investigaciones llevadas a cabo en la presente Tesis
Doctoral, y atendiendo a los aspectos discutidos en los capitulos precedentes,

podemos formular las siguientes conclusiones generales:

- El método de sombreado de la espiga (‘encapuchado’) no produce
aumentos artefactuales en la temperatura de la espiga y convalidamos la
técnica mediante otros métodos (reduccion de la irradiancia con medias
sombras y mediante una aproximacion farmacolégica con un inhibidor
del fotosistema 1)

- En condiciones de disminucion de fuente durante el llenado de granos la
fotosintesis de la espiga aumenta su contribucion en términos relativos.
En condiciones sin limitacion de fuente la espiga también realiza un
aporte importante durante el llenado de granos.

- Durante el mejoramiento genético del rendimiento, la contribucion de la
espiga se ha incrementado analizando un set de cultivares argentinos
antiguos y modernos (analisis retrospectivo).

- En este analisis retrospectivo se observa una fuerte correlacién negativa
entre el peso de tallos en antesis y la contribucion de la espiga al llenado
de granos.

- La contribucién de asimilados de pre antesis acumulados en tallo parece
haber disminuido con la mejora.

- La incorporacion de los alelos de enanismo podrian estar relacionados
con el incremento de la contribucion de la espiga, aunque las evidencias
no son concluyentes en este sentido.

- Las aristas muestran ‘tolerancia’ al déficit hidrico (v.g. mejor estado
hidrico, mantenimiento de la fotosintesis) al compararla con la hoja
bandera.

- En cultivares modernos argentinos de trigo pan existe variabilidad
genética en el caracter tamafio de aristas.

- Se observo una correlacion positiva entre el tamafio de aristas y las

contribucion fotosintética de la espiga al llenado de los granos



Conc]usiones (Generales de la Tesis

- Las aristas afectan la temperatura de la espigas, pudiendo tener un
efecto ‘antagdnico’ al efecto positivo que las aristas poseen en el
llenado.

- El incremento de la contribucidén de la espiga observado en el analisis
retrospectivo no parece ser explicado por un aumento paralelo en el

tamano de las aristas.
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