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1- INTRODUCCION

Habitualmente, el estrés por calor en las plantas es interpretado como un ascenso
intempestivo de la temperatura por encima de un nivel umbral cuya duracién es suficiente
para causar dafios irreversibles en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Wahid et al.
2007). El nivel de dafo capaz de ser ejercido depende de caracter(sticas propias del
estrés (e.g., intensidad, duracién y ritmo del incremento térmico; Al-Khatib y Paulsen
1999; Crafts-Brandner y Salvucci 2000). A partir de las posibles interacciones que pueden
emerger entre estos aspectos resulta complejo determinar un unico valor umbral de
temperatura por encima del cual un proceso o evento se deprime o inhibe. Aun asl, en
maiz se ha extendido el uso de 35 °C como valor representativo de temperatura
estresante basado en el elevadc numero de respuestas negativas observadas en
procesos de desarrollo (Tollenaar et al. 1979; Cicchino et al. 2010a) y crecimiento (Jones
et al. 1981; Jones et al. 1984; Singletary et al. 1994; Wilhelm et al. 1899; Sinsawat et al.
2004), e incluso en eventos réproductivos (Herrero y Johnson 1980; Mitchell y Petolino
1988; Dupuis y Dumas 1990; Commuri y Jones 2001) frente a niveles de temperatura

semejantes.

Las femperaturas extremadamente altas (i.e., »35 °C} son comunes en las principales
areas productivas del mundo donde se cultivan cereales de verano, incluidas aquellas de
la Argentina. Dichas temperaturas inciden mayormente durante breves lapsos de tiempo
(i.e., como golpes de calor) dentro de la etapa de los cultivos en la cual crecen los granos
(Stone, 2001). Severas pérdidas de productividad en maiz, asociadas probablemente a (i)
disminuciones en la tasa fotosintética (Burke 1990; Crafts-Brandner y Salvucci 2000;
2002), (ii) aumentos en la tasa de desarrollo (Olsen et al. 1993; Cicchino et al. 2010a) y
respiracion (Penning de Vries et al. 1979), y (i} fallas en los procesos reproductivos
{Schoper et al. 1986; Cicchino et al. 2010b; Rattalino Edreira et al. 2011a), han sido
atribuidas al proceso de calentamiento globatl (Lobell y Asner 2003; Lobell y Field 2007,
Tao et al. 2008; Schlenker y Lobell 2010; Sakurai et al. 2011). En este sentido, la
incidencia de golpes de calor ha aumentado progresivamente durante las Ultimas décadas
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(Alexander et al. 2006), constituyéndose como el principal factor responsable de estas
pérdidas de productividad (Schlenker y Roberts 2009; Lobell et al. 2011).

Estudios recientes (Rattalinc Edreira et al., 2011b; Maddonni, 2012) basados en registros
climaticos de los Ultimos 28-40 afios, han cuantificado la ocurrencia de golpes de calor
para las diferentes areas productivas de maiz en la Argentina. Varios dias con esta
caracteristica acontecen anualmente durante el periodo post-floracién de llenado activo de
los granos pudiendo afectar drasticamente su tamafio final. Particularmente en la
provincia de San Luis, ubicada dentro de la regién semiarida central del pais, se ha
constatado la ocurrencia ineludible de ciclos de golpes de calor durante los meses de
diciembre y enero, y parte de febrero (Fig. 3.1), coincidentes con el peribdo de llenado
activo de los grancs de los maices de secano alli sembrados entre mediados de
septiembre y fines de octubre. Asimismo, es necesario considerar que el aumento global
en la frecuencia de golpes de calor previsto hacia finales de este siglo para la mayor parte

del mundo (Field et al. 2012) comprometera aln mas ef presente escenario productivo.

Experimentos a campo en maiz revelaron que las temperaturas superiores a 35 °C
alrededor de [a etapa reproductiva del cultivo causan efectos negativos sobre su
crecimiento, mediados principalmente por cambios en la eficiencia para transformar la
radiacion interceptada en biomasa (Cicchino et al. 2010b; Rattalino Edreira y Otegui
2012). Si eventualmente las reducciones en el crecimiento del cultivo por el estrés térmico
ocurren dentro de la ventana de tiempo en la cual los granos son los destinos prioritarios
de asimilados, podrian traducirse en caidas severas en la disponibilidad de la fuente por
grano (i.e., en la relacidén fuente/destino post-floracién) y limitar asi, la duracidén del
periodo de llenado.

El objetivo del presente estudio fue analizar en detalle el impacto de breves episodios de
calor extremo (i.e., temperaturas >35 °C durante ca. 4 h por dia} en dos momentos
distintos del periodo de llenado activo sobre (i) el peso individual de los granos, su (ii)
dinamica, y (iii) sus determinantes eco-fisiolégicos, para hibridos de maiz con tipo. de
grano distintivo en condiciones de crecimiento a campo.
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Figura 3.1: Evolucion del rango de temperaturas maximas diarias (panel izquierdo, barras
verticales) y, mapa de distribucién espacial de la cantidad de golpes de calor para la
segunda quincena de diciembre (panel derecho, arriba} y enero (panel derecho, abajo) para
distintas localidades de la provincia de San Luis durante [a campafia 2015-2016. La linea
discontinua en el panel izquierdo indica el umbral de computo de los golpes de calor (35 *C).

2- MATERIALES Y METODOS
2.1 Descripcion del disefio experimental y tratamientos

En este estudio se selecciond un sitio experimental cuya probabilidad de incidencia de
episcdios de calor extremo fuera nula con la intencidén de aplicar artificialmente
tratamientos de calentamiento controlade en condiciones de crecimiento a campo. Asi, se
condujeron dos experimentos (Exp1: 2009-2010; Exp2: 2010-2011) en un predio de la
Universidad de Buenos Aires, Argentina (34 ° 35 'S, 58 © 29' W) sobre un suelo franco
arcillo limoso (Vertic Argiudol; Scil Survey Staff 2010). Los tratamientos resultaron de la
combinacidn entre cuatro hibridos de maiz (H) con distinto tipo de grane (colorado dure o
flint [Flint]; pisingallo [Pop]; semi-dentado templado [Te]; semi-dentade templado y tropical
[TeTr]), dos regimenes de temperatura aplicados durante las horas del dia {control sin
calentamiento; estresante), y dos momentos diferentes del llenado activo de los granos
(M) de 15 d de duracion (M:: temprano; Mz: tardio), durante los cuales se impusieron los
regimenes de temperatura. Los tratamientos se distribuyeron en un disefio de parcelas
subdivididas, con el momento del llenado en la parcela principal {con tres repeticiones}, el

hibrido en la subparcela, y el régimen de temperatura en la sub-subparcela. Las
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subparcelas comprendieron seis hileras de 15 m de longitud orientadas en direccion este
— oeste y separadas a 0,5 m de distancia entre si. Las sub-subparcelas comprendieron
tres metros lineales de las cuatro hileras centrales de cada subparcela (ca. 8 m?). La
densidad final de todos los Exp fue de 9 plantas m™. Los cultivos fueron fertilizados con
urea (200 kg N ha') en V6 (Ritchie y Hanway 1982). Mediante riego por goteo, el metro
superior dei perfil del suelo se mantuvo cercano a la capacidad de campo a lo largo de
toda la estacién de crecimiento de los cultivos. Las malezas, enfermedades y plagas

fueron adecuadamente controladas.

Al inicio de cada momento de aplicacidén de los regimenes de temperatura, las sub-
subparcelas del tratamiento estresante se cubrieron con una capa plastica de polietileno
transparente (100 um de espesor) montada sobre una estructura de madera (i.e., mini-
invernaculos; Cicchino et al. 2010a; Fig. 3.2 A, B, C) para provocar un incremento
significativo de la temperatura del aire especialmente durante las horas del dia de mayor
radiacién incidente {ca. 11.00 — 14.00 h). Este tratamiento pretendié en dias diafanos
elevar la temperatura del aire a la altura de la espiga apical hasta valores comprendidos
en el rango de 35 a 42 °C (Fig. 3.2 D). Mas detalles acerca del sistema de calentamiento
pueden encontrarse en Rattalino Edreira et al. (2011b; 2014).

E! tratamiento estresante durante My comenzd aproximadamente 18 a 20 d después de
que el 50% de las plantas en cada subparcela haya alcanzado Ry, y finalizé 15 d después.
El tratamiento de calentamiento durante M2 se inicid aproximadamente 32-35 d después
de que el 50% de las plantas en cada subparcela haya alcanzado R;, y finalizo 15 d
después. Todas las estructuras fueron instaladas y desinstaladas al principio y al final de
su correspondiente momento de aplicacion de los regimenes de temperatura,
respectivamente. Con estos tratamientos se procurd sortear el efecto de las altas
temperaturas sobre el aborto de granos y la divisidn de células endospermaticas durante
la fase lag (Capitanio et al. 1983; Reddy y Daynard 1983), de modo tal de no afectar el
nlmero de granos por planta ni el peso potencial de los granos (Badu-Apraku et al. 1983,
Gambin et al. 20086).
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Figura 3.2: Imagenes de (i) el montaje de polietileno cristal sobre las estructuras de madera
destinadas a los tratamientos controles y estresantes {(A), (i) el interior de un mini-
invernaculo {B), (iii) la imposicion de todos tratamientos de temperatura (C), y (iv) la
evolucién horaria de 1a temperatura del aire a ta altura de la espiga apical de cuatro hibridos
de maiz {colorado duro, Flint; pisingallo, Pop; semi-dentado templado, Te; semi-dentado
lemplado v tropical, TeTr) dentro de los mini-invernaculos de los tratamientos controles
{simbolos blancos) y estresantes (simbolos grises) en un dia diafanc durante el periodo de
imposicién de los regimenes térmicos (promedio de Exp, M e H) (D).

2.2 Mediciones y cuantificaciones

2.2.1 Radiacién fotosintéticamente activa incidente e interceptada, y

eficiencia en su uso

Durante todo el ciclo del cultivo se registraron diariamente la temperatura media del aire y
la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) incidente (RFAnc) mediante una estacion
meteorolégica (Weather Monitor |f, Davis Instruments, USA} ubicada a 100 m del sitio
experimental. Teniendo en cuenta que los cultivos aqui estudiados contaron con un
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suministro éptimo de los factores limitantes del crecimiento (e.g., agua y nutrientes; van
lttersum y Rabbinge 1997), el analisis del impacte de los golpes de calor sobre el
crecimiento post-floracién se focalizé en sus determinantes eco-fisiologicos, i.e., sobre la

captura de la RFA ¢ v la eficiencia de uso de la misma (Sinclair y Muchow 19399).

La fraccion de RFAnc interceptada por el cultivo (fRFAI) se determind semanalmente a
partir de Ry mediante el empleo de un sensor cuantico lineal {Cavabar, Cavadevices,
- Argentina). En cada sub-subparcela, se realizaron mediciones instantaneas de la RFAINC
fuera de los mini-invernaculos y al tope del canopeo (RFAg; en pmol m? s). Durante el
pericdo de imposicion de los regimenes térmicos, los valores de RFA, fueron corregidos
por la atenuacion producida por el polietileno (ca. -15%) para obtener la RFAINC dentro
de los mini-invernaculos y al tope del canopeo (RFA:). En cada sub-subparcela también
se realizaron cuatro mediciones por debajo de las hojas verdes basales y por sobre las
senescentes (RFAz; en uymol m? s7'). Las mediciones de RFA; y RFA: se realizaron en
dias diafanos durante el momento de mayor altura solar (entre las 11.30 y 14.00 h),
ubicando el sensor en forma diagonal a las hileras. En cada fecha de medicion se
estimaron los valores de fRFAI (Ec. [3.1]):

fRFAi = 1 - (RFAy/ RFA4) [3.1]

La fRFAI diaria entre observaciones fue estimada por interpolacion lineal. La RFAnc se
corrigit por |a atenuacion producida por el polietileno, y la RFA interceptada por el cultivo
(RFANT) durante el llenado efectivo de granos se calculé mediante la suma diaria del
producto entre RFAwc vy fRFAI en dicho periodo. La eficiencia de uso de la radiacion (i.e.,
EUR; en g MJ"} se calculé como el cociente entre el crecimiento del cultivo post-floracion
(en g m?) y la RFAINT {(en MJ m*#) durante el llenado activo de los granos. Los valores
medios de fRFAI y RFA; durante el llenado active de los granos se calcularon mediante el

promedio de los valores diarios de ambas variables.
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2.2.2 Biomasa de planta, rendimiento en grano y sus componentes

nuUMeéricos

En el estado de Vs, se marcaron aproximadamente 46 plantas de cada sub-subparcela, a
las que se les registro la fecha de floracion femenina (i.e., silking, primer estigma visible).
Treinta y siete de estas plantas se utilizaron para evaluar la dindmica de crecimiento de
los granos durante el periodo de llenado activo. Las nueve plantas restantes fueron
utilizadas para (i) estimar la biomasa de las plantas en R1+15 d (ca. 15 dias después de
Ri), y (ii) medir la biomasa final de las plantas en Rs. Las estimaciones de hiomasa en
Ri+15 d se realizaron por medio de modelos alométricos ampliamente utilizados en esta
especie (Maddonni y Otegui 2004; Echarte et al. 2006). La espiga apica! de cada planta
(no se observaron espigas sub-apicales fértiles) fue frillada manualmente para contar el
numero de granos por planta (NGP), y pesar dichos granos, determinando asi, el
rendimiento en grano por planta. El peso individual de ios grancs se calculé como el
cociente entre el rendimiento en granc por planta y el NGP. El crecimientc de la planta
durante €] periodo post-floracién se calculé como la diferencia entre la biomasa total de la
planta en Rs vy la biomasa total estimada en R{+15 d. La relacién fuente/destino post-
floracién (RFDPF) se cuantificd como el cociente entre el crecimiento de las plantas
durante el llenado active de los granos y el NGP. Para trasladar estas variables a escala
de cultivo, simplemente se multiplicé su valor por la densidad de plantas.

2.2.3 Dinadmica del crecimiento de los granos

E! crecimiento de los granos durante el periodo posterior a la floracion fue caracterizado
por medic de muestreos periddicos de granos correspondientes a las plantas marcadas.
Las espigas apicales de dos plantas por sub-subparcela fueron muestreadas
semanaimente desde 15-20 d después de Ry hasta 10-15 d después de R6. En cada
fecha de muestreo, se extrajeron 10-15 granos de las espiguillas 10 a 15 contabilizadas
desde la base, para evitar la posible variacion en el pesc de los granos debida a la
posicién en la espiga (Tollenaar y Daynard 1978; Borrds y Otegui 2001; Tanaka vy
Maddonni 2009). El peso individual de los granos se registré luego de secar los granos en
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una estufa de aire forzado a 65 °C durante al menos 96 h. La tasa de crecimiento de los
granos durante el llenado activo y la duracidn de dicho periodo, se estimaron mediante el
ajuste de la respuesta del peso individual de los granos al tiempo, desde R4, por medio de
un modelo bi-lineal con plateau {Ecs. [3.2 - 3.3]):

PG =a+bDDRy, paraDDRs s ¢ [3.2]

PG=a+bc, para DDRy>¢ [3.3]

donde PG es el peso individual de los granos, DDR1 son los dias desde Ry, a es la
ordenada al origen, b es la tasa de crecimiento de los granos durante el periodo de
llenado efectivo de los granos (en mg grano™ d'), y ¢ es la duracién del periodo de
llenado de los granos {en dias). La duracién de la fase lag (en dias) se estimo a través de
la abscisa al origen (i.e., - a/b). La duracién del pericdo de llenado activo de los granos
(en dias) se calculd como la diferencia entre la duracion del llenado de los granos y la
duracion de la fase lag (i.e., c - [- a/b]).

2.2.4 Contenido de carbohidratos solubles

El contenido de carbohidratos solubles en agua (CHS) de! tallo y las vainas, indicativo de
la fuente de asimilados de reserva, se mididé quincenalmente a partir de ca. R(+15 d
{momento de maxima acumulacién, Badu-Apraku et al., 1983) hasta ca. 7-14 dias
después de Rs. En cada muestreo se cortaron 2 plantas por sub-subparcela (ca. 10-12
plantas en Rs) a nivel del suelo y se separaron el tallo y las vainas del resto de los
¢rgancs de la planta, Los tallos fueron cortados en forma longitudinal para facilitar su
secado, y posteriormente fueron colocados junte a las vainas (de aqui en adelante a este
conjunto se lo denominara tallo) estufa de aire forzado a 70 °C durante al menos 96 h
hasta alcanzar un peso constante. Las muestras de tallos secos fueron pesadas y molidas
adecuadamente como para atravesar una malla de 1 mm de apertura. Luego, las
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muestras se acondicionaron mediante extracciones secuenciales con etanol y agua para
la determinacion de la concentracion de CHS siguiendo el método del reactivo Anthrona
{Dreywood 1946; Yemm y Willis 1954). El contenido total de CHS del tallo {en g planta™’)
se computd como el producto entre el peso seco del tallo y la concentraciéon de CHS en el
mismo. El consumo aparente de CHS del tallo durante el llenado activo se utilizé como
indicador de la re-movilizacién de asimilados de reserva hacia los granos, computandose
como la diferencia entre el valor maximo y minimo de CHS del tallo, observados préximos
a Ry+15 d vy Rs, respectivamente. Es necesario sefalar que en su estimacién pudieron
incurrir sesgos asociados a las pérdidas respiratorias de las partes vegetativas de las
plantas bajo temperaturas extremas {Penning de Vries et al. 1979).

2.3 Normalizacién y andlisis estadistico de los datos

Para que los datos de diferentes combinaciones de tratamientos fueran comparables, la
respuesta de cada rasgo al régimen de temperatura fue normalizada como la variacién
porcentual con respecto al tratamiento control no calentado (Ec. [3.4]):

VN = 100 * (VAg ~VAg) / VAc [3.4]

donde VN es el valor normalizado de un rasgo dado, VAe y VAc son los respectivos
valores absolutos del rasgo para el régimen de temperatura estresante y control,

respectivamente.

Se utilizé la prueba T del software InfoStat Profesional 2012 (Di Rienzo et al. 2012) para
detectar diferencias significativas (p<0,05) entre las medias de los diferentes rasgos.
Mediante el software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, Estados
Unidos) se realizaron analisis de regresion lineal para establecer relaciones entre los
rasgos estudiados. Los parametros de los modelos {la pendiente y la ordenada al origen)
se compararon mediante la prueba F de la suma exira de cuadrados (p<0,05) del mismo
software. Los modelos desarrcllados a partir de las Ecs. (3.2 - 3.3} fueron ajustados por
medio del software TBLCURVE (Jandel-Scientific 1991). En el Exp1, no se incluyd el
hibrido Te sometido a los golpes de calor durante etapas tardias del llenado debido a
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fallas en el establecimiento de este genotipo (la hurmedad excesiva del suelo afecté la

emergencia de las plantulas).

3- RESULTADOS
3.1 Namero, peso individual de los granos, y su dinamica de crecimiento

Como era de esperarse, las temperaturas extremas impuestas durante My o Mz no
afectaron el NGP (datos no presentados). Por el contrario, la mayoria de los tratamientos
estresantes redujeron el pesec individual de los granos, registrandose ademas, efectos
diferenciales entre M e H (Fig. 3.3; Fig.3.4). Mayoritariamente, el impacto del estrés por
calor sobre el peso individual de los granos fue mas alto durante M, (ca. -35%) que
durante M; (ca. -23%, Fig. 3.3; Fig.3.4). El peso individual de los granos del hibrido Pop
fue el menos afectado por las altas temperaturas (entre ca. -5 y -18%; Fig.3.3 B, D). En
cuanto a la dindmica del crecimiento de los granos, los tratamientos de calentamiento
provocaron reduccicnes en la duracidn del periodo de llenado activo de los granos, que
resultaron ligeramente fnés marcadas cuando los tratamientos se impusieron durante M,
(ca. -28%) que durante M: (ca. -23%; Fig.3.3; Fig.3.4). En promedio, los hibridos Flint y
Pop presentaron acortamientos menos pronunciados de este periodo {ca. -10%) que los
hibridos Te y TeTr (ca. -34%; Fig. 3.3; Fig.3.4). Por su parte, la respuesta de la tasa de
llenado active de los granos al estrés térmico fue significativamente mas moderada que
aquella de la duracién, y estuvo condicionada al genotipo. Dicha respuesta fue
ligeramente positiva para los hibridos Te y TeTr (ca. +6,5 y +4,5%, respectivamente}, y
negativa para Flint (ca. -8,2%), (Fig.3.3; Fig.3.2). Para el hibrido Pop esta variable no fue
alterada por el estrés (Fig.3.3 B, D).
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Figura 3.3 Evolucion del peso individual de los granos de dos hibridos de maiz (colorado
duro, Flint [A, C]; pisingallo, Pop [B, D]} expuestos a dos regimenes de temperatura
contrastantes (control sin calentamiente [simbolos blancaes); estresante [simbolos grises])
durante etapas tempranas (A, B) ¢ tardias (C, D) del llenado activo de los granos en dos
experimentos (2009-2010 [izquierda]; 2010-2011 [derecha]). Cada punto corresponde a una
repeticién. Las flechas en la parte superior da cada figura sefalan el dia de ocurrencia de la
madurez fisioldgica. Las barras horizontales scbre el eje x indican la oportunidad de
aplicacion del tratamiento estresante. Las lineas y detalles indican los modelos bi-lineales
con plateau (Ecs. [3.2 - 3.3]) ajustados a los conjuntos de datos.
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Figura 3.4 Evolucién del peso individual de los granos de dos hibridos de maiz (semi-
dentado tempfado, Te [A, C]; semi-dentado templado y tropical, TeTr [B, D]) expuestos a
dos regimenes de temperatura contrastantes (control sin calentamiento y estresante)
durante etapas tempranas (A, B} o tardias (C, D) de! llenado activo de los granos en dos
experimentos (2009-2010 [izquierda); 2010-2011 [derecha]). Simbolos, flechas, barras
horizontales, lineas y detalles como en la Fig.3.1.

3.2 Relacion fuente/destino post-floracién, y radiacién fotosintéticamente
activa incidente e interceptada, y eficiencia en su uso

Los episodios de calor extremo disminuyeron la RFDpr de todos los cultives (Fig.3.5).
Dado que el nimero de destinos {i.e., nimero de granos fijados) no fue alterado por el
régimen de temperatura (seccién 3.1, arriba), se desprende que las reducciones en la
RFDer causadas por el estrés térmico fueron mediadas exclusivamente por el efecto
negativo sobre la fuente (i.e., sobre el crecimiento del cultivo) durante el mismo periodo.
De hecho, hubo una relacién directa y proporcional entre las respuestas de estas ultimas
variables al estrés (y = -1,1 + 0,97 x; r?=0,94; p<0,001). Asi, el estrés por calor promovié

reducciones en el crecimiento post-floracion, o en la RFDes, que tendieron a ser mas
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drésticas para los hibridos Te y TeTr {ca. -70%) que para los -hibridos Flint y Pop (ca. -
35%; Fig.3.5). Ademés, en M; la respuesta negativa de estos atributos a las altas
temperaturas tendié a ser méas fuerte que en M: (ca. -60 y -45%, respectivamente;
Fig.3.5). Indistintamente, los cambios en el crecimiento o en la RFDPF explicaron ta
mayor parte de la variacién en el peso individual de los granos a través de un unico
modelo lineal ajustado a todo el conjunto de datos (r’=0,72; p<0,001, Fig.3.5). Sin
embargo, la magnitud de las reducciones en la variable independiente fue menor que la
de aquellas en el peso individual de los granos, evidenciado por el valor de la pendiente
(0,4) significativamente (p<0,001) menor a 1 (Fig.3.5).

APeso individual
de los granos (%)

;_,r"’iy =-38+042x
/£ #=0,72; p<0,001

-80 V- r
-120 -80 -40 Q

ARelacién fuente-destino
post-floracion (%)

Figura 3.5 Relacién entre el efecto del estrés por calor (cuantificade como diferencia
porcentual respecto al tratamiento control) durante etapas tempranas (simbolos grises) o
tardias post-floraciéon (simbolos blancos) sobre el peso individual de los granos y aquél
sobre la relacién fuente/destino durante ese mismo pericdo de cuatro hibridos de maiz
{colorado duro, Flint [triangulos invertidos]; pisingallo, Pop [rombos]; semi-dentado
templado, Te [circulos]; semi-dentado templado vy tropical, TeTr [triangulos]) en dos
experimentes. Cada punto representa el valor medic de tres repeticiones + el error

estandar. La linea continua y detalies indican el modelo lineal ajustado al canjunto de
datos, La linea discontinua muestra la relacion 1:1 entre las variables.

Es importante destacar que, los cambios en el crecimiento del cultive post-floracion

promovidos por las altas temperaturas fueron parcialmente explicados por aquellos en la
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RFAINT acumulada (r’=0,58; p<0,01; Fig.3.6 A). La pendiente del modelo lineal ajustado
al conjunto de datos (pendiente igual a 1,3} difirid significativamente (p<(,05) de 1,
indicando que las reducciones en el crecimiento del cultivo post-floracién fueron
determinadas ademas por cambios en otro determinante eco-fisiolégico. Asi, las
disminuciones de la EUR post-floracién lograron explicar la mayor parte de las caidas en
el crecimiento del cultivo bajo condiciones de estrés durante el lenado (el ajuste del
modelo se ubico cercanc a la linea 1:1; r*=0,93; p<0,001, Fig.3.6 B).

Cabe mencionar que, las variaciones observadas en la RFANr post-floracién producto del
estrés térmico estuvieron intimamente asociadas a cambios en la duracién de! periodo de
{lenado activo de los granos (r?=0,89; p<0,001) y no a cambios en la fRFAI (datos no

presentados).
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Figura 3.6 Relacion entre el efecto del estrés por calor (cuantificado como diferencia
porcentual respecto al tratamiento control) durante etapas tempranas o tardias del llenado
sobre el crecimiento del cultivo durante post-floracion y aquél sobre (i) la radiacidn
fotosintéticamente activa (RFA) interceptada {(RFAnT) acumulada durante el mismo periodo
{A), v (ii) la eficiencia de uso de la RFAnT (EUR} (B), de cuatro hibridos de maiz en dos
experimentos. Las lineas continuas y detalles indican los modelos lineales ajustados a todo
el conjunto de datos. La linea discontinua muestra la relacion 1:1 entre las variables.
Simbolos como en la Fig.3.3.
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3.3 Carbohidratos solubles en el tallo

A pariir del inicio del llenado activo de los granos fos valores absolutos de contenido de
CHS en el tallo de todas las combinaciones de tratamientos tendieron a disminuir, a una
tasa dependiente del régimen térmico, hasta valores minimos en Idias cercanos a la
madurez fisioldgica (Fig.3.7; Fig.3.8). Dicho agotamiento de CHS en el tallo fue mas
abrupto para los tratamientos de temperatura estresante que para aquellos de
temperatura no estresante. Si bien los tratamientos estresantes durante Mi no siempre
promovieron un nivel agotamiento de CHS mayor a aquellos estresados durante Mg, si
anticiparon el momento de inicio de la reduccién (Fig.3.7; Fig.3.8).

De acuerdo a estos resultados, se registraron diferencias porcentuales entre los
regimenes de temperatura en el consumo aparente de CHS, aungue la magnitud de
dichas diferencias estuvo condicionada por el genotipo. Mientras que los hibridos Flint y
Pop aumentaron el consumo de CHS en forma moderada (ca. +28 y +25%,
respectivamente) en respuesta al estrés por calor, los hibridos Te y TeTr lo hicieron de
forma mas acentuada (ca. +49 y +59%; respectivamente). Adicionalments, los aumentos
registrados en el consumo aparente de CHS de todas las combinaciones de tratamientos
se relacionaron linealmente con las disminuciones en el crecimiento post-floracion (o en la
RFDgr) del cultivo (2=0,55; p<0,05; y = 9.1 — 0,65 x).
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Figura 3.7 Evolucién del contenido de carbohidratos solubles {CHS) en el tallo de dos
hibridos de maiz (colorado duro, Flint [A, C]; pisingallo, Pop [B, D]) expuestos a dos
regimenes de temperatura contrastantes (control sin calentamiento y estresante) durante
etapas tempranas (A, B) o tardias (C, D) del llenado activo de los granos en dos
experimentos (2009-2010 [izquierda); 2010-2011 [derecha]). Cada punto representa €
valor medio de tres repeticiones t el error estdndar. Simbolos, flechas y barras

herizontales como en la Fig.3.1.
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Figura 3.8 Evolucién del contenido de carbohidratos solubles (CHS) en el tallo de dos
hibridos de maiz {semi-dentado templado, Te [A, C]; semi-dentado templado y tropical,
TeTr [B, D]) expuestos a dos regimenes de temperatura contrastantes {control sin
calentamiento y estresante) durante etapas tempranas (A, B) o tardias (C, D) del llenado
activo de los granos en dos experimentos (2009-2010 [izquierda]; 2010-2011 [derecha]).
Cada punto representa el valor medio de tres repeticiones * el error estandar. Simbolos,
flechas y barras horizontales como en la Fig.3.1.

4- DISCUSION

Las temperaturas extremadamente altas generan un ambiente desfavorable para el
crecimiento y los procesos reproductives del maiz, provocando pérdidas en el rendimiento
en grano {Schoper et al. 1987; Cicchino et al. 2010b; Rattalino Edreira et al. 2011a). La
magnitud de estas alteraciones puede depender de (i) la etapa de desarrollo en la que se
encuentra el cultivo al momento de ocurrencia del estrés por calor, (i) la intensidad del
estrés, y (ili) la sensibilidad del genctipo (Hall 1992; Wahid et al. 2007).
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En el presente estudio, estas condiciones fueron evidenciadas por el amplio rango de
variaciones negativas en el crecimiento post-floracién del cultivo y en el peso individual de
sus granos como resultado de la incidencia de hreves episodios de calor extremo durante
diferentes estadios ontogénicos en dos afios experimentales sobre hibridos de maiz con
tipos de grano distintivos (colorado duro, pisingallo y semi-dentédo). Ei calentamiento del
aire promovido a traves de los mini-invernaculos fue de tal magnitud que se alcanzaron
temperaturas extremas, alejadas del rango considerado optimo para el proceso de
fotosintesis (Duncan y Hesketh 1968; Christy et al. 1386) y de llenado de los granos en
esta especie (Thompson 1986; Brooking 1993; Singletary et al. 1994; Stone 2001).

Los cultivos de maiz sometidos a calor extremo redujeron su crecimiento post-floracion
principalmente a través de caidas de la EUR, vy en menor medida, de la RFAINT
acumulada. En términos generales, las caidas en la EUR resultaron méas severas cuando
los golpes de calor incidieron (i) sobre los hibridos semi-dentados (i.e., Te y TeTr) que
sobre el colorado dure y pisingallo (i.e., Pop y el Flint), y (i) durante etapas tempranas que
durante aquellas tardias del llenado de los granos. Estos resultados, junto con otros
derivados de deficiencias hidricas {(Earl y Davis 2003) y nitrogenadas (Muchow y Davis
1988; Muchow y Sinclair 1994} e incluso de golpes de calor (Cicchino et al. 2010b;
Rattalino Edreira y Otegui 2012), disienten de aquellos documentados para condiciones
restrictivas en los que las diferencias en la produccién de biomasa estdn basadas
preponderantemente en cambios de la captura del recurso luminico (Boyer 1970; Uhart y
Andrade 1995b; Sadras y Milroy 1996; Stone et al. 2000; Chenu et al. 2008). Si bien estas
respuestas diferenciales probablemente estén sustentadas en la temporalidad e
intensidad especificas de la incidencia de cada restriccion, para el caso puntual de los
golpes de calor la respuesta resulté univoca.

Las reducciones en la EUR fueron atribuibles principalmente a (i) un deterioro de la
capacidad fotosintética de las hojas (Berry y Bjorkman 1980; Burke 1990; Crafts-Brandner
y Salvucci 2002; Sinsawat et al. 2004) con el concomitante incremento de la respiracién
de mantenimiento {(Penning de Vries et al. 1979), y probablemente (ii), a un contenido de
nitrégeno foliar deficiente (Muchow y Sinclair 1994) por una re-translocacion incrementada
de N hacia los granos (Uhart y Andrade 1995a). En este trabajo, el sintoma visual de la
menor capacidad asimilatoria de las hojas fue la pérdida de pigmentacién verde (i.e.,

clorofila; Sprague y Curtis 1933; Brougham 1960} en las hojas adn no senescidas del
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estrato medio y superior del canopeo, como fue reportado para otras especies bajo estrés
por calor (Fokar et al. 1998) u otras condiciones adversas (Soval-Villa et al. 2002).
Asimismo, la intensidad con la cual se manifesté dicho sintoma difirid entre los hibridos en
correspondencia con la respuesta diferencial de la EUR al estrés por calor (i.e., Te y Tetr
> Flint y Pop).

Por otra parte, las disminuciones en la RFAINT acumulada post-floracidn, principaimente
notorias para los hibridos Te y TeTr, pudieron atribuirse a la ocurrencia anticipada de la
madurez fisioldgica, y por ende, a una menor duracién de la etapa de crecimiento post-
floracién. Singularmente, la anticipacion conjunta de la madurez fisicldgica y la
senescencia foliar por efecto de las altas temperaturas determiné la falta de cambios
sustanciales en la fRFAI promedio para dicho periodo. Colectivamente, estos resuitados
respaldan evidencias previas de la baja influencia de los episodios de temperaturas
extremas sobre la captura del recurso luminico (Cicchino et al. 2010b) y de |a existencia
de variabilidad genotipica en la respuesta de la EUR al estrés (Rattalino Edreira y Otegui
2012); y permiten extenderlas hasta estadios tardios del llenado activo de los granos y
genotipos con tipo de grano distintivo. A partir de estos resultados, se podria considerar la
retencion de clorofila o el caracter staygreen como expresion de la tolerancia al calor (Van
Herwaarden et al. 1998; Reynolds et al. 2000). Otros atributos, e.g., el ajuste osmdtico, la
conductancia estomatica, la temperatura del canopeo, no deberian desestimarse en
ambientes productivos donde confluyen la incidencia de golpes de calor y las deficiencias
hidricas (Reynolds et al. 2007).

Las reducciones en el crecimiento post-floracion debidas a las altas temperaturas
constituyeron severas limitaciones por fuente para el crecimiento active de los granos, que
derivaron en caldas de hasta un 50% en su tamafio final. Dichas caidas, asi como para
otras condiciones de crecimiento post-floracién restrictivas (Egharevba et al. 1976; Jones
y Simmons 1983; Jones y Brenner 1987; Ouattar et al. 1987, NeSmith y Ritchie 1992;
Westgate 1994; Andrade y Ferreiro 1996, Echarte et al. 2008; Sala et al. 2007; Melchiori y
Caviglia 2008; Tanaka y Maddonni 2009), fueron el reflejo del cese prematuro de su
llenado activo. Para la mayoria de las combinaciones de tratamientos, la respuesta
observada en el peso individual de los granos a la reduccion en la RFDPF por efecto del
estrés térmico (i.e., se observé un cambio del 40% en el peso individual de los granos por

cambio del 100% en la relacidn fuente/destino) se adecudé al modelo empirico
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desarrollado para esta especie de acuerdo a una vasta recopilacién bibliografica (Borras
et al. 2004). Concretamente, dicha respuesta se ubico por encima del percentil 50 de los
datos reportados en la literatura, i.e., entre los casos menos responsivos del tamario final
de los granos a condiciones de crecimiento adversas. Estos resuitados junto con aquellos
derivados del seguimiento del contenido de CHS en el tallo a lo largo del llenado de los
granos permitieron robustecer evidencias previas en maiz (Badu-Apraku et al. 1983,
Rattalino Edreira y Otegui 2012) y trigo (Blum et al. 1994) sobre el rol decisivo de los
asimilados de reserva en la contribucion at crecimiento de los grancs bajo condiciones de
estrés térmico. El consumo aparente de CHS del tallo se incrementd en funcién de la
disminucién en la RFDPF, indicando que las plantas calentadas, con una fotosintesis
actual limitada, estuvieron forzadas a recurrir a2 una mayor cantidad de asimilados de
reserva que las plantas no calentadas para sostener el llenado de los granos (Rattalino
Edreira et al. 2014). Mas aun para aquellas casos en los que el acortamiento del periodo
de llenado activo por efecto del estrés térmico fue mas drastico (i.e.. hibridos semi-
dentados calentados especialmente durante el llenado temprano), el agotamiento de CHS
fue casi total y coincidié temporalmente con el cese prematuro del llenado. Estos
hallazgos, coincidentes con los reportades previamente por Rattalino Edreira et al. (2014},
se contraponen a los documentados para trigo en los que los cultivares mas tolerantes al
estrés mostraron un mayor consumo de asimilados dé reserva y una peérdida de clorofila o
senescencia mas exacerbados (Blum et al. 1994; Fokar et al. 1998; Tahir y Nakata 2008).
Si bien los resultados en trigo no fueron originados en ensayos a campo, y en aligun caso
pudieron proceder de efectos confundidos del estrés sobre el nimero de granos fijados, la
fuerte contraposicidn entre las evidencias de ambas especies exigiria una investigacion
mas profundé y precisa de este tema, capaz de aislar el efecto de la respiracion sobre el
consumo de CHS en el tallo, y analizar la factibilidad de avanzar sobre la mejora del
potencial de rendimiento de los hibridos comerciales de maiz, a través de la particion a

espiga de esas reservas (Cirilo y Andrade 1994; Vega et al. 2001).

Por ofra parte, los golpes de calor también determinaron cambios en la tasa de llenado de
los granos pero que, a diferencia de aquellos en la duracién del llenado, no repercutieron
sustancialmente en su tamafio final. Mientras que para los hibridos Te y TeTr, el efecto
fue ligeramente positive y coincidente con lo reportado previamente bajo temperaturas

moderadamente altas durante el llenado activo (Tollenaar y Bruulsema 1988h; Muchow

61



1990; Singletary et al. 1994; Wilhelm et al. 1999), para el hibrido Flint resulté ligeramente
negativo. Este Gltimo efecto podria estar asociado a una fuerte inhibicién del proceso de
fotosintesis sumada a una capacidad insuficiente de las reservas para sostener un flujo
uniforme de foto-asimilados hacia los granos (Duncan et al. 1965). Sin embargo el hecho
de que este hibrido no haya sido el mas susceptible al estrés en términos de crecimiento y
agotamiento de CHS durante post-floracion discrepa con esta idea. Por otra parte, las
caidas observadas en la tasa de crecimiento de los granos frente a temperaturas
extremadamente altas (Tollenaar y Bruulsema 1988a; Singletary et al. 1994), sugeririan
que la variacion genotipica en la respuesta de este atributo al estrés térmico podria estar
basada en diferencias en (i) la intensidad del calentamiento de los granos (Flint » Te y
TeTr) debida a caracteristicas morfo-fisiclégicas de la espiga distintivas, y/o (ii) el valor
umbral de temperatura por encima del cual dicho atributo se resiente. Estos hallazgos,
junto con otras estudios que evaluando el calentamiento localizado de la espiga o de
granos cultivados in vitro reportaron cambios en la tasa de llenado efectivo (Jones et al.
1984; Knieve!l et al. 1984; Singletary et al. 1994), sostienen la existencia de un efecto
directo de las altas temperaturas scbre el ritmo de crecimiento de los granos, no mediado
por cambios en la tasa de crecimiento potencial establecida previamente (Reddy y
Daynard 1983; Gambin et al. 2008), ni por el estado fisiclégico de la plantas (e.g.,
crecimiento post-floracién, consumo de CHS del tallo}. Es probable que dicho efecto esté
vinculado a alteraciones de la actividad enzimatica y metabolismo internos de los granos
{Barnabas et al. 2008}

5- CONCLUSIONES

La incidencia de los golpes de calor durante el llenado de maiz, frecuente en varias zonas
productivas del pais, entre ellas las correspondientes a ia region semiérida central del
pais en la provincia de San Luis, promovid mermas del rendimiento asociadas
exclusivamente a caidas en el tamafio final de los granos. Los golpes de calor ocurridos
durante el llenado, en especial aquellos durante las etapas tempranas, redujeron la
actividad de [a fuente de los cultivos a través de caidas en la captura de radiacion solar y
en mayor medida a través de caidas en la eficiencia de uso de la radiacion solar
capturada. Esto produjo un desbalance entre la disponibilidad de asimilados de las
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plantas y la demanda por parte de los granos (i.e., una relacion fuente/destino reducida)
que se tradujo en el cese prematuro del llenado, con fa consecuente reduccion del tamaro
final de los granos. El incremento en la re-movilizacién de reservas hacia los granos
contribuyd a sostener su crecimiento ante la incidencia de los golpes de calor. La
magnitud de dicha contribucién dependié del grado de reduccion del crecimiento post-
floracién provocado por el estrés térmico. Teniendo la precaucion que la informacion aqui
reportada no refiere a un nimero elevado de hibridos con un tipo de grano caracteristico,
se pudo establecer que las variaciones en la susceptibilidad del tamafio individual de los
granos a los golpes de calor entre los genotipos no estarian aseociadas a una respuesta
diferencial de sus reservas para sostener el llenado ni del metabolismo y actividad
enzimatica internos de sus granos, sino que estarian asociadas a una respuesta

diferencial de su aparato fotosintético a las altas temperaturas.
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