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IMPACTO DE LA SENESCENCIA FOLIAR SOBRE LA PRODUCCION DE FOTOASIMILADOS
Y EL RENDIMIENTO DE MAIZ (Zea mays L.) BAJO CONDICIONES DE ESTRES ABIOTICO

RESUMEN

El objetivo general de esta tesis fue estudiar si la demora en la senescencia
foliar (caracter stay-green, SG) en hibridos de maiz confiere tolerancia del rendimiento
al estrés abidtico. Se realizaron ensayos a campo utilizando hibridos contrastantes en
la senescencia foliar. Se registrd la evolucidn de la senescencia, la produccion neta de
fotoasimilados, el rendimiento y sus componentes. Bajo sequia en post-floracion, los
genotipos SG presentaron mayor produccion de fotoasimilados y esto se relaciond con
mayor conductancia estomatica y con la retencion de area foliar verde (AFV). Esta
ventaja se tradujo en mayor rendimiento (a través de un mayor peso de grano, PG) en
dos ensayos; en el tercer ensayo los genotipos SG presentaron menor particién a
espiga por lo que el rendimiento no se diferencié del grupo de hibridos no stay-green
(NSG). En condiciones de deficiencias de N, los genotipos SG presentaron mayor
produccién de fotoasimilados en post-floracion mientras las temperaturas minimas se
mantuvieron por encima de 10°C, pero pérdidas netas de materia seca por debajo de
este umbral que no se observaron en los genotipos NSG o con mayor nivel de
fertilizacién. El caracter SG no se relaciond con el rendimiento o con el PG a bajo nivel
de N (18 kg de N ha) pero si al aumentar la dosis de fertilizacion (100 y 200 kg de N
ha™). En condiciones de estrés por alta densidad poblacional, se compararon dos
genotipos. El genotipo SG presentd menor produccion de asimilados, y menor
induccion de la senescencia de las hojas basales por sombreo. El genotipo SG demoré
la senescencia aun cuando la absorcién de N en post-floracion fue menor que en el
genotipo NSG. El PG se relaciond con la concentracion de N en granos, y ambos fueron
menores en el genotipo SG, resultando en menor rendimiento. En un tercer ensayo, se
incorporaron dos genotipos adicionales. En uno de ellos, el caracter SG se mantuvo
solo en las hojas superiores; éste genotipo SG presentd mayor PG y rendimiento en
comparacion con los otros tres. Finalmente, se analizé la degradacién de proteinas
foliares durante el llenado. La degradacién de proteinas se relaciond positivamente
con el PG en condiciones de deficiencias de N pero inversamente cuando las plantas se

fertilizaron con 200 kg N ha™. Uno de los genotipos SG mostré muy escasa degradacion
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de proteinas mientras que en otro SG la degradaciéon aumentd en respuesta a las
deficiencias de N. En conclusion, la contribucion del caracter SG a la estabilidad del
rendimiento depende de la capacidad que presenten los genotipos SG para ajustar la
expresion del caracter en funcién del ambiente (por ejemplo, induciendo la

senescencia en respuesta al sombreo, o por deficiencias de N edafico).

Palabras claves: maiz; Zea mays L.; tolerancia al estrés; senescencia foliar; post-

floracion; produccion de asimilados; nUmero de granos; peso de grano; estrés hidrico;

nitrégeno; densidad poblacional; removilizacién de N foliar.



DELAYED SENESCENCE EFFECTS ON ASSIMILATE PRODUCTION AND
YIELD OF MAIZE (Zea mays L.) UNDER ABIOTIC STRESS CONDITIONS

ABSTRACT

The main objective of this thesis was to determine if delayed leaf senescence
(the stay-green trait, SG) increases vyield stability in maize single hybrids. Field
experiments were performed where maize hybrids selected because of their
contrasting phenotypes for senescence progression. Senescence progression, net
assimilate production, yield and its components were determined. Under post-silking
drought, SG genotypes produced more assimilates, and this was related to higher
stomatal conductance and to green leaf area retention (GLA). This led to higher yields
(explained by higher kernel weights, KW) in two experiments; in a third experiment, SG
genotypes partitioned less assimilates to the ear, so yield was not different from non
stay-green (NSG) genotypes. Under N deficiencies, SG genotypes also had higher
assimilate production after silking, but only while minimum temperatures were above
10°C. When minimum temperatures fell below 10°C, net dry matter losses were
observed in SG genotypes exposed to N deficiencies, but not in NSG genotypes or
under higher N levels. The SG trait did not related to yield, nor to KW under low N (18
kg N per ha™) but it did related to yield and KW under higher N levels (100 and 200 kg
N per ha?). Under high population densities, two contrasting maize hybrids were
compared. The SG genotype had lower post-silking assimilate production, and poor
capacity to induce senescence of basal leaves at low irradiances. Additionally, the SG
genotype delayed senescence even though post-silking N absorption was lower than in
the NSG genotype. KW was positively related to kernel N concentration, and both were
lower in the SG genotype, resulting in lower yield. In a third experiment two additional
hybrids were included. In one of them the SG character was expressed only in the
upper leaves; this genotype showed higher KW and higher yield at high population
densities. Finally, leaf protein degradation after silking was analyzed. Protein
degradation related positively to final KW under N deficiency, but it was negatively
related to final KW when plants where fertilized with 200 kg N ha™. Under N
deficiencies, one of the SG genotypes scarcely degraded protein at early stages of grain

filling but the other SG genotype increased protein degradation in response to N
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deficiencies. As a conclusion, the contribution of the SG trait to yield stability depends
on the ability of the SG genotypes to adjust the expression of this trait as a function of
the environment (e.g., by inducing senescence under low irradiances or under N

deficiencies).

Key words: maize; Zea mays L.; stress tolerance; leaf senescence; post-silking;

assimilate production; kernel number; kernel weight; drought stress; nitrogen;

population density; leaf N remobilization.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

Todos los seres humanos tienen el derecho a satisfacer sus necesidades vitales.

Declaracion Universal de los Derechos Humanos

Considerando el estado actual de la agricultura en el mundo, seria posible alimentar a
12000 millones de personas sin problemas. Dicho de otra manera, toda persona que
muere de hambre en la actualidad estd siendo, en realidad, asesinada.

Jean Ziegler, Consejo de Derechos Humanos de Naciones Unidas

1. La produccidon de alimentos en el contexto mundial

1.1.  Contexto mundial

Segln recientes predicciones, se espera que para el afio 2050 la poblacién
mundial alcance los 9.100 millones de habitantes, la mayoria de los cuales nacerd en
paises que sufren inseguridad alimentaria (Ribaut et al., 2008). De persistir el actual
esquema de distribucidon de los recursos serd necesario incrementar en un 70% la
produccién mundial de alimentos para evitar que continlde aumentando el nimero de
habitantes en situacién de hambre crénica (CIMMYT, Annual Report 2008-2009;
Godfray et al., 2010).

La produccion mundial de cereales alcanzé las 1750 millones de toneladas en el
2011 (IGC, 2012). Las perspectivas indican un drastico aumento de la demanda de
carne, y por lo tanto de cereales para consumo forrajero, como consecuencia directa
del crecimiento econédmico de paises emergentes. Segun FAO (2008) la demanda de
granos para forraje se incrementara de 50 a 640 millones de toneladas anuales para el
2018. En relacion a la produccion mundial alcanzada en 2011 esto significa que la
proporcion destinada a forraje crecera del 2% al 36% en diez afios.

Estas perspectivas son aun mas alarmantes si se considera la creciente
demanda de biocombustibles. El etanol representa mas del 90% del total mundial de
biocombustibles liquidos, y se produce principalmente a partir de cafia de azlcar y de

granos de maiz (FAO, 2007). Los biocombustibles liquidos proporcionan alrededor del
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1% de la oferta mundial de combustible para el transporte y menos de 0,3% de total de
oferta energética, utilizando alrededor del 1% de la tierra cultivable del mundo (14
millones de ha) (FAO, 2007). Esto significa que, asumiendo tecnologias de produccién
similares a las actuales, por cada punto porcentual de sustitucion de combustibles
fésiles por biocombustibles, serd necesario destinar un punto porcentual del total de
tierras cultivables a la produccion de biocombustibles (FAO, 2007). En la campaia
2007/08 se utilizaron 84 millones de toneladas de grano de maiz para la obtencidon de
etanol y se proyecta que esta demanda aumente a 143 millones de toneladas para el
2018 (Edgerton, 2009).

Este escenario es ain mds complicado si se toman en cuenta los efectos del
cambio climatico. A partir de los registros para el periodo 1950-2000, las perspectivas
indican (con una probabilidad del 66%) un aumento en la frecuencia de eventos
extremos, incluyendo olas de calor, mayor proporcién de las precipitaciones
representada por lluvias intensas y mayor superficie mundial afectada por sequias
(IPCC, 2007). Por cada °C que se incremente la temperatura promedio de las regiones
tropicales y sub-tropicales, los rendimientos de trigo caerdn alrededor de un 10%
(CIMMYT, Annual Report 2008-2009; Ghannoum, 2009). En este contexto, los cereales
con metabolismo C4;, menos sensibles a las altas temperaturas, adquirirdn adin mas
importancia (Ghannoum, 2009). Entre éstos, el maiz se ubica entre los mas
importantes. La produccion mundial de maiz durante la campafia 2010-2011 fue de
844 millones de toneladas, representando casi el 50% de la produccién total de
cereales (IGC, 2012). Ademas, en el periodo 2000-2008 la producciéon mundial de maiz

crecié un 39% mientras, que el trigo y el arroz solo crecieron un 15% (FAO, 2008).

1.2.  La creciente demanda de alimentos podrd ser parcialmente satisfecha en
las regiones tradicionalmente productoras

Los Estados Unidos son el principal exportador mundial de maiz (54% del maiz
exportado en el mundo, FAO, 2009), y una amplia distancia los separa de la segunda
posicion, ocupada por la Argentina (15,3% del maiz exportado en el mundo). Sin
embargo, en el periodo 2000/2010 el consumo industrial de maiz (principalmente para
biocombustibles) en Estados Unidos se ha incrementado a una tasa del 20% anual

(USDA, 2010). De persistir esta tendencia es esperable que el aumento de la demanda
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interna reduzca el volumen exportado por Estados Unidos, colocando a la Argentina en
una posicion todavia mas importante como exportador mundial de maiz.

En Argentina, la brecha ente rendimientos reales y potenciales es de alrededor
del 60% (Godfray et al., 2010). Para el periodo 2000/2010 el rendimiento promedio de
cultivo de maiz en Argentina rondé los 6700 kg ha™ (USDA, 2010). En este promedio es
necesario considerar que, por ejemplo, para la campafa 2009-2010 los rendimientos
alcanzaron 8755 kg ha™* en la Pcia. de Buenos Aires, pero no superaron los 4519 Kg ha™
en la Pcia. de La Pampa, una zona marginal para el cultivo (SIIA, 2010). Es posible que
estas diferencias se acentuen dado el desplazamiento de la frontera agricola hacia
zonas marginales. Por ejemplo, entre el periodo 1988-2008 la superficie cultivada en
Buenos Aires se redujo un 35% o aumento solamente un 4% en Santa Fe, mientras que
en provincias como Chaco la superficie cultivada aumentd un 40% y hasta un 100% en
Santiago del Estero (Censo Nacional Agropecuario, 2008).

La reduccién de la brecha entre rendimientos potenciales y reales podria
favorecer el desarrollo agricola en regiones marginales. En provincias extra-pampeanas
el maiz es uno de los principales cereales cultivados, destacando su importancia a
escala regional. En relacion a la superficie cultivada con cereales para grano (no
oleaginosas) en cada provincia, el maiz representa el 97% en Misiones, el 83% en Jujuy,
el 75% en San Luis, el 40% en Chaco, y la tendencia es similar en varias otras (Censo
Nacional Agropecuario, 2002). El aporte de estas provincias al balance comercial de
granos puede no ser grande, pero la produccidn local si podria tener un impacto
econdmico, ya que se reduce el costo de flete y el consumo de energia asociado al
mismo.

Un aumento de la produccién de maiz en Argentina podrd resultar de una
combinacidn entre la reduccién de la brecha entre rendimientos reales y potenciales y
de la ampliacion de la superficie cultivada hacia zonas marginales. Cualquiera de las

dos alternativas implicara mejorar la tolerancia del cultivo al estrés ambiental.

1.3. La creciente demanda de alimentos también podria ser satisfecha
directamente en las regiones con insequridad alimentaria
En los paises desarrollados aproximadamente el 75% de los cereales que se

producen son utilizados como alimento para ganado o para uso industrial. Por el
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contrario, en regiones que padecen inseguridad alimentaria, como el Africa
subsahariana, mas del 80% de los cereales que se producen se utilizan para consumo
humano (FAO, 2002). Sin embargo, en los ultimos 50 afios la produccién agricola per
capita aumentd mas del 30% en los paises desarrollados mientras que en el Africa
subsahariana cayd cerca del 10%, retrocediendo a los niveles de 1960 (FAO 2011).
Considerando el incremento en rendimientos para el periodo 1950-2010, éste ha
progresado a una tasa de 0,118 tn ha afio™ en Estados Unidos pero de 0,011 tn ha™
afio en paises como Kenia (FAO, 2011).

Mejorar la produccién en las regiones mas afectadas por la inseguridad
alimentaria podria contribuir a aliviar dicha situacion Adn mds considerando que el
70% de las personas que viven con menos de un ddlar al dia habita en zonas rurales
(FAQ, 2002). En estas zonas, la produccién agricola se lleva adelante practicamente sin
uso de insumos (fertilizantes, riego, herbicidas, plaguicidas) y suele estar expuesta a
estrés ambiental severo (FAO, 2002). Estos contextos productivos con estrés extremo
generalmente no son considerados en los planes de mejoramiento realizados por
empresas privadas (Banziger et al., 2006).

Orientar la ecofisiologia de cultivos hacia estos escenarios podria generar un
impacto positivo en las regiones mas postergadas. El 85% de los productores rurales
del mundo dispone de menos de 2 ha de superficie (Bossio et al., 2010) y aun asi, los
pequeiios productores son responsables del 60% de la agricultura global y proveen el
80% de los alimentos en los paises subdesarrollados (FAO, 2002). El creciente precio de
los hidrocarburos, y los costos de flete asociados a la importacién de alimento desde
las regiones tradicionalmente productoras, suman importancia a la idea de producir

directamente en los sitios de consumo.

2. Alternativas para incrementar la produccion

Un salto productivo capaz de satisfacer una demanda creciente de alimentos
podria darse a través de una combinacion entre (i) mayor uso de insumos (agua,
fertilizantes, herbicidas y plaguicidas), (ii) aumento de la superficie cultivada, (iii)

conocimiento aplicado a la optimizacion del manejo de los cultivos en funcién del



ambiente y al mejoramiento genético tendiente hacia una mayor tolerancia al estrés y

mejor eficiencia en el uso de los recursos.

2.1.  Aumento del uso de insumos

El incremento en el uso de insumos sin que aumente su eficiencia de uso, es
poco viable considerando la creciente escasez de los insumos tradicionalmente usados
en la agricultura (fertilizantes provenientes de fuentes no renovables, energia fésil). La
huella ecoldgica, entendida como el area necesaria para producir los recursos que
consumimos y disponer de los desechos que generamos hoy supera en casi 40% a la
capacidad bioproductiva del planeta y, de continuar la tendencia, este desfase
superara el 100% hacia el afio 2050 (GFN, 2008). Esto implica que en los paises
desarrollados, la tasa de consumo de recursos supera la capacidad del planeta para
regenerarlos y degradar los desechos resultantes.

Con respecto al riego, en zonas expuestas a sequias frecuentes, el uso de agua
de riego puede presentar una serie de riesgos ambientales (salinizacién de suelos,
depresidn progresiva de las napas, consumo de agua fésil, mayor demanda de energia
de bombeo) y sociales (sin controles adecuados, el uso del agua para la agricultura
suele afectar gravemente la disponibilidad de agua para las poblaciones locales). En las
regiones aridas y semiaridas de los trdpicos se calcula que el 12% de las tierras
agricolas han sido afectadas irreversiblemente por salinizacién (FAO, 2002).

En relacién a los fertilizantes, el uso de este insumo pareceria tener que
optimizarse, y probablemente también, incrementarse o reducirse dependiendo de la
zona. La optimizacion del manejo de la fertilizacidn serd indispensable si se acentuan
los efectos del cambio climatico. Una menor uniformidad en la distribucidn de las
lluvias pondria en disponibilidad para las plantas altas dosis de fertilizante
(especialmente N) en periodos demasiado cortos (IPCC, 2007), exacerbando el proceso
de lixiviacién. El aumento del uso de fertilizantes podria ser necesario en paises
subdesarrollados, ya que las tasas de extraccién de nutrientes por los cultivos no
alcanzan a ser compensadas por la fertilizacion, deteriorando progresivamente el
estado de los suelos (Cruzate & Casas, 2009). En cambio, en paises desarrollados, si
bien la captura del N aplicado depende de las condiciones ambientales, el tipo de suelo

y la especie, entre un 50 y 70% del N aplicado en la fertilizacidon no es recuperado en la
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cosecha (Kichey et al., 2007). Esto implica no sdlo un desperdicio de la energia fosil
invertida para producir y trasladar el fertilizante, sino también diversas repercusiones
negativas para el ambiente (contaminacion de agua subterranea, emisiones de dxido
nitrico que agravan el cambio climatico, entre otras). En suelos con baja relacion C/N,
la fertilizacién puede aumentar la comunidad de fauna edafica y consiguientemente, el
consumo de la reserva de materia orgdnica del suelo (sustancias humicas).

Otra forma de incremento en el uso de insumos es aumentar el numero de
cultivos por afio; especialmente en regiones que ya no disponen de mas tierras
arables, como es el caso de Asia (Fig. 1). Esta practica podria contribuir en un 14% al
incremento requerido de la produccién para el 2050 (Bruinsma, 2009). No obstante las
limitaciones de esta proyeccidon pueden ejemplificarse con la expansién del cultivo de
soja en Argentina. A partir de 1970 la adopcidn de practicas de doble cultivo anual
(trigo-soja) resultd en una intensificacion de los procesos de degradacion ambiental y

mayor vulnerabilidad de los cultivos a las sequias (Casas, 2001).

2.2.  Aumento de la superficie cultivada

La superficie cultivada del planeta es alrededor de 1500 millones de ha? (FAO
2002). La superficie potencialmente cultivable (sin considerar selvas, areas protegidas
y areas urbanizadas) podria sumar 1120 millones de ha’ a las tierras actualmente
cultivadas, si bien una buena parte de las tierras adicionales estdn afectadas por baja
fertilidad de suelos, contaminacién, o corresponden a terrenos montafiosos (FAO,
2002). Es presumible que las tierras de alta productividad ya estén en uso, por lo que,
aun incrementando la superficie cultivada los incrementos en rendimiento obtenidos
serian menores que proporcionales al aumento de superficie. Ademas, parte del
aumento de la superficie cultivada simplemente compensard las pérdidas de tierras
agricolas que ocurren actualmente. Se calcula que entre 2 y 5 millones ha de tierras
agricolas se pierden anualmente debido a la erosiéon (Bringezu et al., 2010) a lo que se
suman las pérdidas por salinizacion, contaminacién por diversos agentes, y el destino
de tierras para urbanizacion. También debe tenerse en cuenta que un aumento de la
superficie cultivada serd a expensas de reducir la disponibilidad para otros destinos

como ser asentamientos humanos y reservas de biodiversidad.



Se espera que el 80% del aumento de la superficie cultivada de aqui a 2030,
tenga lugar en América Latina y el Africa subsahariana (FAO, 2002). Sin embargo, una
buena parte de esta superficie corresponde a ambientes fragiles y susceptibles a la
degradacion (Andrade, 2011), o de baja productividad. De aumentar la superficie
arable seran necesarios genotipos mejor adaptados a ambientes marginales y con

caracteristicas que minimicen la degradacién ambiental.

2.3.  Incorporacion de tecnologia a través del mejoramiento vegetal

Segln Lee & Tollenaar (2007), en las ultimas cuatro décadas, el 60% de los
aumentos en la produccion agricola estaria explicado por el mejoramiento de los
cultivos, y las estimaciones de FAO (2002) son incluso mayores (Fig. 1). Esta tendencia
parece mantenerse en el futuro; se estima que el mejoramiento vegetal aportard el
80% del aumento requerido de la produccién agricola para el 2050 (Bruinsma, 2009).
Para que esto sea posible, serd necesario reducir las brechas entre rendimientos
potenciales y reales que rondan el 30% en las dreas mas tecnificadas y pueden alcanzar
el 70% en el Africa subsahariana (Fischer y Edmeades, 2010). Ademads, serd necesario
hacerlo incrementando la eficiencia en el uso de insumos (agua y fertilizantes) de
modo que la reduccion de la brecha entre rendimientos reales y potenciales no esté
acompafada de un incremento proporcional en el uso insumos.

El mejoramiento vegetal orientado a ambientes con estrés tiene un enorme
desafio por delante. Si bien es cierto que la mejora genética ha producido plantas mas
tolerantes a diversos tipos de estrés, los productores suelen enfrentarse a condiciones
ambientales mas adversas que aquellas donde se realizd el mejoramiento (Banziger et
al.,, 1999; Richards, 2000). La seleccién empirica de genotipos de alto rendimiento
suele hacerse en condiciones de estrés leve, ya que el estrés severo aumenta la
variabilidad ambiental y la interaccion genotipo x ambiente reduciendo Ia
heredabilidad (Gallais & Coque, 2005). Esto puede representar un problema cuando
los caracteres relacionados a altos rendimientos en condiciones de estrés leve son
distintos de los caracteres relacionados a altos rendimientos relativos en condiciones
de estrés severo (Gallais & Coque, 2005). Situaciones de este tipo se manifiestan como
puntos de cruce entre distintos genotipos cuando se analiza el rendimiento por

ambiente en funcidn de un indice ambiental.
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En esta tesis se darda relevancia a caracteristicas morfo-fisioldgicas que
representen una ventaja relativa en ambientes expuestos a estrés abidtico. Las
aproximaciones experimentales incluyen sequia en post-floracién y déficit nutricional.
Ademds, se realizard una aproximacion alternativa en un ambiente de alta
productividad donde el estrés se logrard mediante cambios en el manejo (densidad de
plantas). Se pretende asi contribuir a la identificacién de caracteristicas y procesos
presentes en el cultivo de maiz, y relacionados con la eficiencia en el uso de recursos y

la tolerancia al estrés.
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Fig. 1: Fuentes de incremento en la produccion agricola entre 1961 y 1999 expresadas
como % del incremento total en el mundo y por regiones (paises en desarrollo, Asia del
Sur, Latinoamérica y el Caribe). Se diferencian tres categorias: mejoramiento genético
(“yield”), aumento de cultivos por ano (“cropping intensity”) y expansiéon de la
superficie cultivada (adaptado de FAO, 2002).

3. El mejoramiento en maiz y su relacién con la tolerancia al estrés

3.1. Cambios asociados al proceso de mejoramiento en maiz



A partir de comienzos del Siglo XX, la mejora genética en el cultivo de maiz
junto con importantes cambios en las practicas de manejo han generado grandes
incrementos del rendimiento. Entre 1934 y 1991 se han registrado aumentos a tasas
de 74 kg ha™ afio™ (Duvick, 1997). Se ha estimado gue estas ganancias en rendimiento
se deben en un 50% a cambios en el manejo y en un 50% al mejoramiento genético
(Duvick, 2005), estando ambos aspectos fuertemente influenciados entre si.

Entre los cambios en las practicas de manejo del cultivo, el aumento en la
densidad de plantas es uno de los que mas se destaca. Para el periodo 1960-2000 los
incrementos de rendimiento han sido de 110 kg ha™ afio™ y han estado acompafiados
de aumentos en la densidad a una tasa de 1000 plantas ha™ afio™ (Duvick, 2005). Los
aumentos en rendimiento también se vinculan directamente con el aumento en el uso
de insumos, especialmente fertilizantes nitrogenados. El uso de fertilizantes
nitrogenados ha aumentado en forma exponencial: desde 1,3 millones de toneladas
métricas (MMt) en 1930, pasando por 10,2 MMt en 1960, hasta alcanzar las 90 MMt
en 2004 (Good et al., 2004).

En relacién al mejoramiento del cultivo, se pueden identificar tres aspectos que
intervienen en la determinacién del rendimiento: (i) el rendimiento potencial por
planta, (ii) la tolerancia a diversos factores de estrés bidtico y abidtico y (iii) la
capacidad de respuesta a insumos (definidos como agua, luz, nutrientes) (Fasoula &
Fasoula, 2002). Muchos autores han demostrado que el rendimiento potencial por
planta no ha variado a lo largo del mejoramiento genético (Duvick, 1997; Tokatlidis &
Koutroubas, 2004), aunque en el caso de la Argentina se ha reportado también un
incremento del rendimiento individual para genotipos liberados entre 1965 y 1997
(Lugue et al., 2006). En cambio, varios autores han demostrado que los nuevos
hibridos presentan una mayor tolerancia a diversos factores de estrés. De hecho, la
mayoria de las ventajas introducidas durante la mejora se manifiestan en condiciones
de alta densidad, i.e., en condiciones de estrés por competencia (Duvick & Cassman,
1999; Tollenaar & Wu, 1999).

En el contexto de esta tesis, la “tolerancia al estrés” de un genotipo sera
definida como su desempefio en términos de rendimiento por individuo (kg pl™) en un
ambiente de menor rendimiento (kg pl™) en comparacién con un ambiente de

referencia. De esta forma, la tolerancia al estrés involucrara no sélo el desempefio de
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los genotipos en ambientes de bajos rendimientos de cultivo, sino también en
ambientes de alto rendimiento del cultivo pero menor rendimiento por planta (por e;j.,
en alta densidad). Esta definicion de “tolerancia al estrés” no tiene en cuenta la
estabilidad del rendimiento que podria ser muy alta como consecuencia de un bajo
rendimiento potencial (un atributo no deseable en condiciones agronémicas).

Por su parte, la mayor capacidad de respuesta a insumos esta estrechamente
vinculada a la tolerancia al estrés. En condiciones ambientales sub-éptimas, la
capacidad de respuesta a insumos (v.g., fertilizante) ha aumentado, por cuanto los
nuevos hibridos, al ser capaces de mitigar otros tipos de estreses que afectarian mas
severamente a los hibridos antiguos, pueden mejorar el uso de insumos (Duvick &
Cassman, 1999). No obstante, en condiciones dptimas para el cultivo (sembrado a su
densidad optima vy sin limitaciones hidricas y nutricionales) el rendimiento potencial
del cultivo (en hibridos del norte de EEUU) no ha aumentado desde 1970 (Duvick &
Cassman, 1999).

3.2.  Cambios resultantes del proceso de mejoramiento

A partir de principios del siglo XX la transicion desde lineas de polinizacion
abierta hacia hibridos simples no sélo permitié explotar los beneficios de la heterosis
sino que también maximizé la uniformidad genética del stand. Tanto el estrés por
competencia generado al aumentar la densidad de plantas (Fasoula & Fasoula, 2002;
Pagano & Maddonni, 2007) como diversos tipos de estrés ambiental (Rossini et al.,
2011), exacerban la variabilidad entre plantas. En este sentido, la introduccién de los
hibridos simples redujo sustancialmente la variabilidad genética del stand, por lo que
la variabilidad observada es principalmente resultado de la variabilidad ambiental. La
variabilidad ambiental suele ser lo suficientemente grande como para reducir la
uniformidad del stand, disminuyendo la eficiencia en el uso de los recursos y por lo
tanto impactando negativamente sobre el rendimiento (Pagano & Madonni, 2007;
Rossini et al., 2011).

Para el periodo posterior a la introduccion de hibridos simples (a partir de 1960
en EEUU) el progresivo aumento de la tolerancia a alta densidad de plantas no puede
ser atribuido a la mayor uniformidad genética del stand (Tollenaar & Lee, 2002) ni

tampoco a aumentos en la heterosis (Tollenaar et al., 2004). A lo largo de la mejora, se
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pueden identificar variables morfo-fisiolégicas que han permanecido sin cambios
(intencionalmente, o por tener un impacto neutro sobre el rendimiento) y otras que
han sido modificadas de forma intencional (seleccién directa) o bien por estar
correlacionadas a otras variables que tienen impactos positivos sobre el rendimiento
(seleccién indirecta). Entre las variables que mas han cambiado se destacan el
porcentaje de proteina en grano (disminucién), el porcentaje de almidén (aumento), el
tamafio de la panoja (disminucién), el angulo de insercién de las hojas (tendencia a ser
mas erectas), el intervalo entre floracion masculina y floracion femenina (mas
estrecho) y la tasa de senescencia foliar durante el llenado (mas lenta) (Duvick, 1997).
En lo que refiere al ciclo, los nuevos hibridos muestran una mayor proporcién del ciclo
representada por el periodo post-antesis (Duvick, 2005) por lo que cobran importancia

las variables fisiolégicas que se manifiestan durante esta etapa.

3.3.  Variables asociadas al rendimiento en hibridos modernos de maiz

En maiz, el incremento en rendimiento se relaciona directamente con
aumentos en biomasa; la mayor biomasa de los hibridos modernos se manifiesta a
partir de la mitad del llenado (Richards, 2000). Luque et al. (2006) compararon los
efectos de la mejora en siete hibridos de maiz argentinos liberados entre 1965 y 1997;
las ganancias en rendimiento se relacionaron con un mayor nimero de granos (NG)
por area, y también con la estabilidad del peso de grano (PG); a su vez, esto se
relacioné con una mayor acumulaciéon de biomasa en post-floracién y una mayor
particién a espiga.

Segun Richards (2000) los incrementos en rendimiento estarian relacionados
con una mayor radiacidn interceptada, ya que la tasa de fotosintesis por unidad de
area foliar no ha cambiado durante el mejoramiento. Los nuevos hibridos presentan
mejor distribucion de la luz en el canopeo a través de una menor area foliar en las
hojas del estrato superior, lo que aumenta la penetracién de luz a los estratos basales,
caracteristica importante para afrontar aumentos en la densidad (Valentinuz &
Tollenaar, 2004). No obstante la mayor parte de la mejora en hibridos modernos
estaria asociada a la demora de la senescencia foliar (Lee & Tollenaar, 2007). La
demora de la senescencia foliar implicard una prolongacién de la actividad

fotosintética en post-antesis y por lo tanto, mayor radiacion interceptada en post-
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floracion (Duvick, 1997; Valentinuz & Tollenaar, 2004). Tanto la mejora en la
distribucién de la luz en el canopeo como la mayor duracién del area foliar se traducen
en una mayor disponibilidad de asimilados durante el llenado de los granos. La
disponibilidad de asimilados durante el llenado es especialmente importante en maiz,
dado que practicamente todos los asimilados transferidos al grano son producidos
durante el llenado. Esto significa que la removilizacién de asimilados no representa un
aporte significativo de C a los granos (Cliquet et al., 1990; Below et al., 1981; Borras et
al., 2004).

Muchos trabajos demuestran que el NG es el componente que mejor se asocia
con el rendimiento, y numerosas evidencias demuestran que el NG es gravemente
afectado por eventos de estrés alrededor de floracion (Andrade et al., 2000; Paponov
et al., 2005). Una vez atravesado el periodo critico de determinacién del rendimiento
para maiz (entre 10 dias antes y 10 dias después de floracién), uno de los componentes
numeéricos del rendimiento (el NG) ya se encuentra definido por lo que el rendimiento
final dependera del componente restante (el PG). A diferencia de lo que ocurre en
otras especies, en maiz, los asimilados producidos antes de floracidn no representan
un aporte significativo para el crecimiento de los granos (Borrds et al., 2004; Kiniry et
al.,, 1992), de lo que se deduce que los granos dependerdn principalmente de los
asimilados producidos en post-floracién.

Borrds et al. (2004) analizaron los resultados de una serie de trabajos y encontraron
cambios considerables en el PG de maiz cuando se reduce la disponibilidad de
asimilados por grano durante el llenado (Fig. 2), aunque en condiciones no limitantes
el PG pareceria no responder a un aumento en la disponibilidad de asimilados. La
reduccion en la disponibilidad de asimilados por grano afecta negativamente el PG.
Esta disminucién en el PG ha sido atribuida a reducciones tanto en la tasa de llenado
(Borras & Otegui, 2001; Borrell, 2000b) como en la duracién del llenado (Echarte et al.,
2006). En parte, estas discrepancias podrian estar asociadas al tipo de tratamiento
utilizado para modificar la relacién fuente/destino. Si la disponibilidad de asimilados
esta proporcionalmente mas afectada por el tratamiento que la demanda de la espiga,
un menor PG seria el resultado de una menor duracién del llenado. Por ejemplo, en
Echarte et al. (2006), el tratamiento de reduccién de fuente (defoliacion) se

implementa a los 27 DDF, cuando tanto el NG como el peso potencial del grano ya han
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sido definidos, y los efectos sobre el PG se manifiestan a través de una menor duracién
del llenado. En cambio, cuando el tratamiento de reduccién de fuente afecta también
la demanda potencial de la espiga, los efectos sobre el PG podrian ser el resultado de
reducciones en la tasa de llenado. Por ejemplo, Borras & Otegui (2001), manipulan la
relacidn fuente/destino a través de aumentos en la densidad poblacional, y comparan
los efectos del tratamiento sobre el PG dentro de una misma categoria de NG,
asumiendo que la capacidad de los destinos esta determinada solamente por el NG.
Sin embargo, es posible que un aumento en la densidad poblacional afecte no sélo el
NG sino también (por ejemplo), la disponibilidad de N por grano y el peso de grano
potencial. Por lo tanto, comparaciones dentro de una categoria de NG no
necesariamente implicardn similar demanda de la espiga; si el tratamiento de
reduccion de fuente reduce ademas la capacidad de demanda de la espiga, la tasa de

llenado podria afectarse mas que la duracién, y explicar el menor PG.

Ya sean la tasa o la duracion del llenado el factor involucrado en la reducciéon
del PG, estas evidencias otorgan relevancia al estudio de variables que permitan
mantener la disponibilidad de asimilados durante el llenado en ambientes con estrés.
Dado que los diversos tipos de estrés anticipan y/o aceleran el proceso normal de
senescencia foliar, genotipos que presenten demoras relativas de la senescencia foliar
en condiciones de estrés, podrian mejorar la produccién de asimilados durante el

llenado, y por lo tanto, el rendimiento.
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4, Senescencia foliar y rendimiento en maiz

4.1.  Definicidon de senescencia foliar y variabilidad genotipica

Senescencia es un término general que se aplica a procesos que ocurren en
distintos niveles de organizacién, incluyendo células, tejidos, érganos y organismos
(senescencia monocarpica). Se trata de un proceso de degeneracién programado
genéticamente y que puede ser alterado por diversos factores ambientales (Noodén et
al., 1997). A nivel celular, la senescencia es regulada por el nucleo, como se evidencia
en el aumento del nimero de transcriptos de genes asociados a la senescencia durante
el transcurso de este proceso (Noodén et al.,, 1997), y generalmente conduce a la
muerte celular. En las hojas, la senescencia se evidencia como el desmantelamiento de
cloroplastos, con la consiguiente degradacion de clorofila y proteinas, y la
removilizacion del N liberado hacia otros d6rganos (por ejemplo, los granos en
crecimiento). Desde la perspectiva de la produccién de cultivos, la senescencia foliar
adquiere importancia por su impacto en (i) la pérdida de actividad fotosintética y (ii) en

la removilizacion de nutrientes, especialmente N, hacia estructuras reproductivas.
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Stay green (SG) es un término general usado para sefialar una demora en el
inicio de la senescencia de una linea o hibrido en comparacién con un genotipo
estandar de referencia (Thomas & Howarth, 2000; Lee & Tollenaar, 2007). Se
distinguen dos categorias para el término SG: funcionales, en los que la demora en la
senescencia se corresponde con una prolongacidon de la actividad fotosintética de la
hoja o del canopeo, y “cosméticos” en los que la demora en la senescencia se
manifiesta a través de la retencidn de clorofila pero la fotosintesis declina a un ritmo
normal (Thomas & Howarth, 2000). Dentro de las variantes funcionales, se incluyen (i)
demoras en el momento de inicio de la senescencia, (ii) inicio de la senescencia normal
pero a tasas mas lentas, o (iii) combinaciones entre ambos tipos. Se han identificado
genotipos SG cosméticos en soja (Guiamét et al., 1990), Festuca (Hauck, 1997) y maiz
(Ceppi et al., 1987). Los genotipos SG funcionales se han reportado en muchos cultivos
de produccién extensiva: sorgo (Borrell & Hammer, 2000), maiz (Ceppi et al., 1987),
arroz (Jiang et al., 2004), soja (Pierce et al., 1984), girasol (de la Vega et al., 2011) y
trigo (Spano et al., 2003). En Argentina se ha caracterizado el ritmo de declinacion de
la clorofila y la actividad fotosintética durante el llenado de granos en 8 hibridos
simples de maiz y se han identificado hibridos con un caracter SG funcional (Acciaresi
et al., 2005).

La expresidn del caracter SG puede variar con los ambientes. Por ejemplo, en
lineas de sorgo de Etiopia el caracter SG sélo se expresd en condiciones de estrés
hidrico (van Oosterom et al., 1996). En cambio, Rajcan &Tollenaar (1999) evaluaron
dos hibridos contrastantes para la senescencia (liberados en 1959 y 1988) en dos
niveles de N y encontraron que las diferencias en la senescencia se mantuvieron en
ambas condiciones de disponibilidad de N.

Es escasa la informacion relacionada con la identidad genética del caracter SG.
Se ha sugerido un tipo de herencia dominante para la demora en la senescencia
cuando se impide la polinizacion de la espiga de maiz (Ceppi et al., 1987). Sin embargo,
la acumulacién de azlcares solubles en hoja que ocurre cuando la senescencia es
inducida por ausencia de destinos (Rajcan et al., 1999) puede conducir a fenémenos de
senescencia diferentes de los que se observarian en condiciones normales durante el
periodo reproductivo. En arroz se identificaron 46 QTLs asociados al fenotipo SG pero

los efectos epistaticos y las interacciones genotipo x ambiente explicaron mas
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variabilidad que cualquiera de los QTLs encontrados (Jiang et al., 2004). He et al.
(2005b) encontraron que el contenido de citocininas foliares fue mayor y el contenido
de ABA en tallo fue menor (en referencia a la raiz) en un genotipo SG de maiz respecto
a otro no stay green (NSG). Ademas, estos autores encontraron diferencias entre el
genotipo SG y el NSG en la expresiéon de ARNm para proteasas cisteinicas asociadas a
la senescencia, por lo que especulan que el control de la senescencia ocurriria a nivel
transcripcional (He et al., 2005b). El papel de las hormonas en la demora de la
senescencia también ha sido demostrado mediante transgénesis. El caracter SG
funcional se ha manifestado en variantes transgénicas de tabaco en las que la
produccién de citocininas es inducida durante la senescencia (Gan & Amasino, 1995);
las diferencias fenotipicas entre la variedad transgénica y el genotipo salvaje se
manifestaron sélo durante la senescencia, y la prolongaciéon de la fotosintesis en las
plantas transgénicos resulté en un aumento del 50 % del peso de las plantas y
semillas. No obstante, en otras especies este caracter no estuvo asociado con ventajas
en el rendimiento. Jiang et al. (2004) evaluaron 190 lineas doble haploides de arroz
(obtenidas de la cruza de un genotipo estandar con uno SG) e identificaron seis QTL
asociados al fenotipo SG, pero la correlacion entre éstos y el rendimiento a campo fue

negativa.

4.2.  Cardcter SG en maiz y sorgo, y tolerancia del rendimiento al estrés
abidtico

En condiciones de estrés durante el llenado de granos, el caracter SG ha sido
asociado a mejores rendimientos en maiz y sorgo, que son explicados principalmente a
través de un aumento del PG (Banziger et al., 1999; Borrell & Hammer, 2000; Borrell et
al., 2000b; Tollenaar & Wu, 1999). No obstante, en algunas situaciones donde el estrés
reduzca la duracién del llenado (por ej., a través de efectos sobre el tamafo potencial
de los destinos), el caracter SG podria tener un impacto menor (o ningln impacto)
sobre el PG.

Se ha sugerido que los genotipos SG presentan “tolerancia cruzada” a distintos
tipos de estrés (Banziger et al., 1999; Monneveux et al., 2006). Por ejemplo, lineas de
maiz obtenidas a partir de varios ciclos de seleccién para resistencia a sequia,

presentaron también tolerancia a bajos niveles de N (Banziger et al., 2002). Los
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resultados de la seleccion se manifestaban desde antesis (menor intervalo entre
antesis y aparicion de estigmas, y mayor NG) y a partir de las 3 semanas después de
antesis a (mayor PG); las poblaciones mejoradas presentaban una demora en la
senescencia foliar (Banziger et al., 2002).

Diversos factores fisiolégicos pueden resultar en demoras relativas de la
senescencia foliar. En general, el proceso de senescencia estd vinculado al balance de
carbono (C) y nitrégeno (N) en la planta (Borrell & Hammer, 2000; Christensen et al.,
1981). Durante el llenado, un insuficiente suministro de fotoasimilados y N a los granos
puede aumentar la demanda sobre las hojas, promoviendo la senescencia (Borras et
al., 2003; Borrell & Hammer, 2000). El caracter SG ha sido relacionado a una alta
relacion fuente/destino durante el llenado (Rajcan & Tollenaar, 1999a), y a una mayor
disponibilidad de N en la planta (Rajcan & Tollenaar, 1999b). Ambos aspectos estan
sumamente relacionados con la senescencia foliar, ya que una alta relacion
fuente/destino permitird abastecer la demanda de C de los granos manteniendo el
suministro de fotoasimilados a la raiz; a su vez, la prolongacién de la actividad radical
mejorara el abastecimiento de N a los granos, atenuando la demanda sobre las hojas, y

por lo tanto prolongando la duracién del area foliar (Rajcan & Tollenaar, 1999b).

5. Senescencia foliar y balance de C

5.1.  Senescencia foliar y relaciones fuente/destino (F/D)

Algunas evidencias muestran que la senescencia puede acelerarse tanto por
una baja relacidon F/D como por relaciones F/D extremadamente altas, como las que
ocurren cuando se impide la fecundacién de la espiga (Christensen et al., 1981). Rajcan
et al. (1999) compararon la evolucién de la senescencia en dos hibridos (uno antiguo
de 1959 y otro “moderno” de 1988) bajo tratamientos que modificaban la relacién F/D
y registraron una aceleracion de la senescencia tanto en el tratamiento en que habia
sido impedida la fecundacién de la espiga (alta F/D) como en el tratamiento de
desfoliaciéon parcial (baja F/D). El hibrido SG mantuvo mayor contenido de azucares
solubles en todo el rango de relaciones F/D testeadas y demord la senescencia
respecto al hibrido estdndar en todos los tratamientos, excepto en el tratamiento de

alta relaciéon F/D, posiblemente como consecuencia de una alta concentracién de
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azucares en hoja del hibrido SG. Esto sugiere la existencia de una rango de
concentracién de azucares en hoja , por encima y por debajo del cual se induce el
proceso de senescencia.

Si la demora en la senescencia observada en hibridos SG es la resultante de una
mayor relacién F/D en términos de C, seria esperable que la mayor F/D se manifieste
incluso antes que se revelen las diferencias en el ritmo de senescencia. Una mayor
relacion F/D podria estar dada por (i) incrementos en el tamafio o eficiencia de la
fuente para producir asimilados; (ii) reducciones en la demanda de C por parte de los

destinos (menor fijacién potencial de granos o menores tasas de llenado).

5.2.  Evidencias de mayor fuente relativa en genotipos SG

La produccién de biomasa es la resultante de la combinacidn entre intercepcion
de radiacion y eficiencia en el uso de la radiacién interceptada. La capacidad de
intercepcién de luz se relaciona positivamente con el indice de area foliar y la
distribucién de la luz en el canopeo. Rajcan et al. (1999) reportaron un mayor indice de
area foliar en antesis en un hibrido SG moderno (1988) en comparacidon con otro
antiguo (1959) de senescencia estandar: en forma similar, Valentinuz & Tollenaar
(2004) reportan mayor IAF en dos hibridos SG modernos (1980-1990) respecto de otro
antiguo y estandar (1950). Es escasa la informacién disponible respecto a diferencias
en la distribucion de la luz en el canopeo entre hibridos modernos, aunque si se ha
reportado que la intercepcién de luz ha mejorado en comparaciéon con hibridos
antiguos (Valentinuz & Tollenaar, 2004). La eficiencia para interceptar la radiacién
fotosintéticamente activa esta vinculada al contenido de clorofila foliar (Hirel et al.,
2007), que probablemente refleja la inversién de N en el aparato fotosintético de las
hojas. Varios trabajos encuentran mayor contenido de clorofila foliar en genotipos SG
a lo largo de todo el ciclo a partir de floracién (Martin et al., 2005; Rajcan et al., 1999),
sugiriendo mayor eficiencia en la intercepcién de luz en los genotipos SG.

Con respecto a la eficiencia para convertir la radiacién interceptada en
biomasa, no existen evidencias claras. En relacién a la tasa de fotosintesis maxima,
Ding et al. (2005) compararon una serie de hibridos liberados en distintas épocas y
contrastantes para la senescencia y hallaron una mayor tasa fotosintética a saturacion

luminica en antesis, mayor actividad de PEPcasa y mayor contenido de proteinas
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solubles en los hibridos antiguos (1950) en antesis. No obstante, esta ventaja
desaparecia a partir de la primera semana post floracién, producto de la mayor tasa de
senescencia en los hibridos antiguos no SG, de manera que a partir de las dos semanas
post-antesis el contenido de proteinas foliares y la tasa fotosintética a saturacion eran

mayores en los hibridos modernos, SG.

6. Senescencia foliar y balance de N

6.1. Senescencia foliar y balance de N

Borrell et al. (2000b) concluyeron que la expresién del caracter SG es una
consecuencia del balance entre la demanda de N por los granos y el suministro
adecuado de N durante el llenado. Una raiz activa durante el llenado de granos
permitiria abastecer una parte importante de la demanda de N de los granos mediante
la absorcién de N en postantesis, retardando el momento en que se inicia la
removilizacién del N foliar y, entonces, la senescencia (Rajcan & Tollenaar, 1999b). De
esta manera, los genotipos SG de maiz tendrian una mayor eficiencia de uso del N
foliar ya que serian capaces de retener N foliar para mantener la producciéon de
fotoasimilados y luego redistribuirlo a los érganos de cosecha (Banziger et al., 1999;
Banziger et al., 2002).

Durante el desarrollo vegetativo, la deficiencia de N afectara negativamente la
expansién del area foliar y, en mayor medida el contenido de N en hojas (Hirel et al.,
2007), reduciendo en consecuencia la eficiencia de uso de la radiacidn. La intercepcion
de luz durante el periodo critico alrededor de floracidn se relaciona positivamente con
la fijacion de granos (Andrade et al., 2000). Asi, las deficiencias en N afectan el
rendimiento, principalmente a través de la reduccion del NG (Gallais & Coque, 2005).

A partir de floracién, el N adquiere ademas una importante funcién en el
desarrollo y crecimiento de los granos, determinando el peso potencial del grano. EI N
es necesario para los procesos enzimaticos esenciales relacionados con la utilizacion
del C, afecta la determinacidon del nimero de células en el endosperma y es un
constituyente principal de las proteinas de reserva (Cazetta et al., 1999). En
condiciones de deficiencias de N, la mayor parte del N habra sido absorbido en pre-

floracién. Por lo tanto, existird una suerte de equilibrio donde la removilizacién del N
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presente en drganos vegetativos deberd satisfacer las demandas de N en los granos,
en detrimento de la asimilacién de C en las hojas.

La tolerancia del rendimiento a deficiencias de N edafico se relaciona con la
EUN (rendimiento en grano por unidad de N disponible en el suelo), y puede
descomponerse en: (i) la eficiencia de absorcidn del N disponible en el suelo (EAbsN),
i.e., N absorbido por unidad de N disponible en el suelo, y (ii) la eficiencia en la
utilizacion del N absorbido (EUtN), i.e., rendimiento en granos por cada unidad de N en
la planta (Hirel et al., 2007; Hirel et al., 2005). Mientras que la EAbsN seria mas
importante en contextos de alta disponibilidad de N, la EUtN seria determinante en
contextos deficitarios en N (Gallais & Hirel, 2004; Gallais & Coque, 2005; Ma & Dwyer,
1998). No obstante, existen trabajos donde la EAbs y no la EUtN, es responsable de Ia

mejor EUN en condiciones de baja disponibilidad de N (Presterl et al., 2002).

6.2. Cardcter SG y EAbsN

En varios trabajos los mayores rendimientos obtenidos en los genotipos SG en
condiciones de baja fertilidad no se relacionaron con una mayor EUtN, sino con una
mayor EAbsN (Badnziger et al., 1999; Borrell & Hammer, 2000). La mayor EAbsN de los
genotipos SG seria mds conspicua en post-floracién (Ma & Dwyer, 1998) dado que es
en este periodo cuando la prolongacién del area foliar puede representar ventajas en
términos de la actividad de la raiz. Esto es esperable en ambientes donde la
disponibilidad de N edafico perdura en post-floracién. Sin embargo, en ambientes
donde la mayor parte del N edafico disponible fue absorbido antes de floracion, la
prolongacién de la fotosintesis a través del cardcter SG no tendra ningun efecto sobre

la EAbsN.

6.3. Cardcter SG y EUtN

Durante el desarrollo vegetativo, una mayor EUtN estarda dada por (i) una
mayor particion de N a las hojas (con respecto a tallo), (ii) optimizacion de la
distribucién del N foliar en funcién de la irradiancia incidente, (iii) mayor tasa
fotosintética por unidad de N en la hoja. Borrell & Hammer (2000) reportaron que los
hibridos SG de sorgo particionan mayor cantidad de N a las hojas en antesis. Por otro

lado, He et al. (2003) compararon un hibrido SG con otro senescente; la tasa
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fotosintética por unidad de N en la hoja fue menor en el hibrido SG pero dado que éste
tenia mayor concentracion de N foliar, la fotosintesis por unidad de area foliar se
mantuvo mas alta que en el estandar.

Si las deficiencias de N son severas, o en casos de sequia prolongada que
reduzca la absorcion de N, a partir de floracién los requerimientos de N de los granos
deberan ser satisfechos mediante la removilizacion del N en estructuras vegetativas.
En este contexto, la EUtN estard relacionada al equilibrio entre (i) sostener la
produccién de asimilados en detrimento del aporte de N a los granos, y (ii) promover la
senescencia y la removilizacion de N en detrimento de la asimilacion de C. Una mayor
tolerancia de las hojas a bajas concentraciones de N permitiria removilizar parte del N
foliar sin que por ello se promueva la senescencia (Borrell & Hammer, 2000).

La concentracion critica de N (%Nc) en un érgano y momento del ciclo se define
como aquella concentracion de N por encima de la cual se alcanza la mayor
acumulacién de MS para ese contexto (Plénet & Lemaire, 2000). La mdxima EUtN se
lograria cuando, en condiciones de suficiente N en los granos (i.e. superado el %Nc en
granos alrededor de floracion) la removilizacion de N desde las hojas se demore para
prolongar la fijacion de C en post-floracion, mientras que en condiciones de
insuficiente N en granos (por debajo del %Nc) la removilizacion desde los érganos
vegetativos (acelerando la senescencia foliar) cubra las necesidades de N del embridn.

Varios trabajos relacionan el cardcter SG con una mayor retencién de N en
organos vegetativos a madurez (Borrell et al.,, 2000b; Ma & Dwyer, 1998; Rajcan &
Tollenaar, 1999b) indicando menor removilizacién de N. Es por esto que la EUtN en
genotipos SG podria ser menor (Pommel et al., 2006), especialmente en situaciones
donde el aporte de N a los granos depende enteramente de N removilizado. Las
evidencias muestran que no siempre el cardcter SG estd relacionado a una mayor EUN,
o incluso que ambos caracteres pueden estar relacionados negativamente (Martin et
al., 2005; Pommel et al., 2006).

En cuatro mutantes SG de trigo el PG fue mayor respecto al genotipo estandar
pero, en dos de ellos el contenido de N por grano fue menor que el estandar,
sugiriendo que el caracter SG podria afectar el suministro de N a los granos (Spano et
al., 2003). También en trigo, Uauy et al. (2006) encontraron que en lineas donde estd

reducida la expresion de un factor de transcripcién NAC se demora la senescencia
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foliar y se reducen un 30% los niveles de proteina, zinc y hierro en grano. Esto podria
sugerir la existencia de variabilidad genotipica en la importancia relativa de fuente y

destino sobre el control de la removilizacién de N.

7. Posibles implicancias del sistema radical en la demora de la

senescencia

Dado que la demora en la senescencia implica una mayor relacién F/D en post
antesis, los hibridos SG podrian abastecer la demanda de asimilados de los destinos sin
merma en el suministro de asimilados hacia otros érganos heterotréficos como la raiz.
No obstante, Farrar & Jones (2000) proponen que el control del suministro de
asimilados a la raiz no estd determinado Unicamente por la oferta de asimilados.

Existen algunas evidencias de un mayor suministro de asimilados a la raiz en
genotipos SG. Rajcan & Tollenaar (1999b) encontraron que la proporcion del N en
grano procedente de N absorbido en post-floracion se relacionaba positivamente con
la relacién F/D, i.e. que existe una relacidn entre la prolongacion de la actividad radical
en postantesis y el indice F/D. En el mismo sentido, se ha reportado que los genotipos
SG presentan mayor concentracion de azucares en la porcién basal del tallo de sorgo
(Duncan et al., 1981), y mayor materia seca en la porcién basal del tallo y en las raices
de maiz (Ta & Weiland, 1992). En sorgo, el contenido de citocininas en el exudado
xilematico fue mayor en los hibridos SG respecto a hibridos de senescencia estandar
(Ambler et al., 1992) sugiriendo una prolongacion de la actividad radical en los
genotipos SG.

Otros trabajos sustentan la idea de una mayor actividad de la raiz durante
postantesis en los genotipos SG. Se ha reportado que los genotipos SG acumulan mas
N en postantesis (Borrell et al., 2000b; He et al., 2003; Ma & Dwyer, 1998; Martin et
al., 2005; Rajcan & Tollenaar, 1999b). Sin embargo, otros estudios encontraron que la
acumulacién de N en postantesis no se relaciona con la demora en la senescencia
(Subedi & Ma, 2005).

Distintas estrategias pueden conducir a una mayor absorcidon de nutrientes y
agua en la raiz en post-antesis. Entre ellas cabe mencionar: (i) un incremento en la

biomasa de raices en postantesis (determinada por la longevidad y/o crecimiento de
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raices en esta etapa del ciclo); (ii) el patrén de arquitectura radical y su versatilidad en
funcién de las caracteristicas del suelo; (iii) una mayor actividad de raiz por unidad de
biomasa (determinada principalmente por la longitud especifica de raices y la
eficiencia de absorcion por unidad de raiz). He et al. (2001) compararon la biomasa de
raices en dos hibridos y distintas dosis de N, y reportaron que ésta fue mayor en el
hibrido SG a 250 kg de N ha™ pero, sorprendentemente, fue menor que en el estandar
en el tratamiento sin fertilizar (adn cuando en este tratamiento el hibrido SG rindié
mas). En una comparacion entre un hibrido SG y otro estandar, He et al. (2003)
reportaron una mayor tasa de absorciéon de N por unidad de raiz en el hibrido SG. En
trigo se ha encontrado que un genotipo tolerante a sequia presentaba mayor
crecimiento de raices en postantesis en comparacidon con un genotipo de referencia
(Manschadi et al., 2006). Aunque la biomasa y longitud total de raices fueron similares
en ambos genotipos, el genotipo tolerante a presentd mas biomasa de raices a mayor

profundidad (Manschadi et al., 2006).

8. Hipétesis y objetivos de trabajo

Se ha sugerido que el caracter SG se asocia a una mayor tolerancia al estrés
hidrico (Richards, 2006). Esto ha sido confirmado en condiciones agrondmicas para
hibridos de sorgo (Borrell et al., 2000b) y lineas de maiz (Chapman & Edmeades, 1999;
Badnziger et al., 1999). El caradcter SG también ha sido asociado a mayor tolerancia
frente a deficiencias nutricionales en sorgo (Borrell et al., 2000b), en lineas de maiz
(Banziger et al., 1999; Banziger et al., 2002) y en hibridos de maiz de distinto afio de
liberacion (Ma & Dwyer, 1998; Rajcan & Tollenaar, 1999a). Hasta el momento, son
escasos los trabajos donde se comparan hibridos SG de similar afio de liberacién, es
decir, donde el efecto del caracter SG pueda analizarse independientemente de otros
cambios asociados al mejoramiento. Entre éstos, los reportes indican que las ventajas
del caracter SG sobre el rendimiento se manifiestan también entre hibridos modernos
(Mi et al., 2003; He et al., 2005). Tampoco existen estudios que involucren hibridos de
maiz variando la fuente de estrés, es decir, donde se analice la relacién entre el

caracter SG vy la tolerancia cruzada al estrés. El aporte original de esta tesis, pretende
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ser entonces, abordar el estudio del caracter SG en hibridos modernos de maiz, en
condiciones agrondmicas y variando la fuente y los niveles de estrés ambiental.

En la Fig. 3, se esquematiza el problema general, y su vinculacidon con los
contenidos desarrollados en esta tesis. La inseguridad alimentaria se asocia
ineludiblemente a procesos de empobrecimiento. Las perspectivas futuras indican que
algunos factores tenderan a impactar negativamente sobre la distribucién
(biocombustibles) mientras que otros afectaran ambos, produccién y distribucién
(cambio climatico, degradacion ambiental, escasez de insumos). En este contexto, la
demanda de alimentos podra ser satisfecha (dependiendo de variables del mercado)
mediante un incremento de la produccion en las regiones tradicionalmente
exportadoras (por ejemplo, Argentina), o bien, mediante un incremento de la
produccién en zonas de baja productividad expuestas a inseguridad alimentaria.
Cualquiera de las dos alternativas implicard reducir la brecha entre los rendimientos
reales y potenciales, y/o adaptar la produccién a zonas marginales (por aumento de la
superficie cultivada), y en general para ambas, mejorar la eficiencia en el uso de
insumos. Es decir, mejorar la tolerancia de los cultivos al estrés ambiental.

Es a partir de este marco conceptual donde cobra sentido analizar la
variabilidad genotipica para la tolerancia al estrés en genotipos actualmente cultivados
de maiz. Esta variabilidad puede ser la resultante de diversas caracteristicas morfo-
fisioldgicas; entre ellas, esta tesis se concentrard en el estudio de la senescencia foliar.
El impacto de la senescencia foliar sobre el rendimiento en condiciones de estrés
abidtico sera considerado de forma integrada en el Capitulo 6. Para poder analizar este
aspecto, se realizaron ensayos a campo donde el estrés abidtico estuvo representado
por un factor principal (agua, Capitulo 2 y nitrégeno, Capitulo 3) o por factores
multiples (densidad poblacional, Capitulo 4). En el Capitulo 5 se analiza la relacién
entre el cardcter SG y el balance de N foliar durante la senescencia, aspecto que se

relaciona transversalmente con los capitulos anteriores.
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Inseguridad alimentaria asociada

Agricultura en las regiones a procesos de empobrecimiento

tradicionalmente productoras

Mercado Biocombustibles
| Cambio climético
DEMANDA DE Deterioro ambiental
Agricultura en regiones con ALIMENTOS Escasez de insumos

inseguridad alimentaria

! |

Brecha e/ rendimiento real y potencial
Produccidn en zonas marginales
Eficiencia en el uso de insumos

Produccién en ambientes
con estrés

(Capitulo 1)

Impacto de otros

< p| caracteresno abordados
Impacto de la senescencia en esta tesis

foliar sobre el rendimiento en

estrés (Capitulo 6)

(il

Deficiencias hidricas (Capitulo 2)

/ MEJORAMIENTO
Deficiencias de N (Capitulo 3) VEGETAL
L
Densidad poblacional (Capitulo 4)
/ DISTRIBUCION DE
Balance de N durante la TECNOLOGIA

senescencia foliar (Capitulo 5)

Fig. 3: Esquema que ilustra la vinculacién entre el problema original, el objeto de
estudio y los distintos objetivos a través de los cuales sera estudiado.
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Hipotesis general

El mantenimiento de la produccién de fotoasimilados en genotipos SG de maiz

resultard en una mayor tolerancia del rendimiento frente a algunas situaciones de

estrés abidtico.

(1)

(2)

(3)

(4)

Hipdtesis especificas

En condiciones de sequia en post-floracion, la demora en la senescencia foliar
estd asociada a mayor produccidn de fotoasimilados y mayor rendimiento.

(1.1.) En condiciones de sequia en post-floracion, los genotipos SG presentan
mayor produccion de fotoasimilados en post-floracién.

(1.2.) En condiciones de sequia en post-floracién, los genotipos SG presentan

mayor rendimiento.

En condiciones de deficiencias de nitrégeno, la demora en la senescencia foliar
estd asociada a mayor produccidn de fotoasimilados y mayor rendimiento.

(2.1.) En condiciones de deficiencias de nitrdgeno, los genotipos SG presentan
mayor produccion de fotoasimilados en post-floracién.

(2.2.) En condiciones de deficiencias de nitrdgeno, los genotipos SG presentan

mayor rendimiento.

En condiciones de alta densidad poblacional, la demora en la senescencia foliar
estd asociada a mayor produccion de fotoasimilados y mayor rendimiento.

(3.1.) En condiciones de alta densidad poblacional, los genotipos SG presentan
mayor produccion de fotoasimilados en post-floracién.

(3.2.) En condiciones de alta densidad poblacional, los genotipos SG presentan

mayor rendimiento.

La demora en la senescencia esta relacionada con una menor eficiencia de

removilizaciéon del N foliar.
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(4.1.) El aumento de la fertilizacion con N, al demorar la senescencia foliar,
reduce la eficiencia de removilizacién del N foliar.

(4.2.) Dentro del canopeo, la eficiencia de removilizacidon del N foliar es menor
en las hojas del estrato superior (cuya senescencia es mas tardia).

(4.3.) Los genotipos SG presentan menor eficiencia de removilizacién del N

foliar.

Objetivo general

Caracterizar la senescencia foliar en genotipos de maiz. Determinar la relacion
entre la demora en la senescencia foliar y la produccién neta de fotoasimilados vy el

rendimiento frente a algunas situaciones de estrés ambiental.

Objetivos especificos

(1) Determinar la produccion neta de fotoasimilados y el rendimiento en
condiciones de sequia en post-floracién, en genotipos variables para el caracter
SG.

(2) Determinar la produccion neta de fotoasimilados y el rendimiento en
condiciones deficiencias de N, en genotipos variables para el caracter SG.

(3) Determinar la produccion neta de fotoasimilados y el rendimiento en distintas
densidades poblacionales, en genotipos variables para el caracter SG.

(4) Analizar el metabolismo del N foliar durante el llenado en genotipos variables

para el caracter SG.

Para contrastar las hipdtesis planteadas se realizaron de ensayos a campo,
utilizando hibridos simples comerciales de maiz. En todos los ensayos los hibridos
fueron caracterizados segun la duracion del area foliar verde en post-floracién como
SG, moderadamente SG y no SG (NSG). Las principales variables medidas incluyeron: la
evolucidn de la senescencia en términos de pérdida de area foliar verde y contenido de
clorofila, desde floracién y hasta madurez fisioldgica; el patréon de acumulacién de

biomasa en términos de peso seco por compartimento (hojas, tallos y espigas) desde
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floracidn y hasta madurez fisioldgica; el rendimiento y sus componentes a cosecha; y la
acumulacién de N por compartimento desde antesis y hasta madurez fisioldgica.

Cada capitulo hace referencia a un objetivo especifico (Capitulo 2, objetivo 1;
Capitulo 3, objetivo 2; Capitulo 4, objetivo 3; Capitulo 5, Objetivo 4). En cada capitulo
se incluye una seccién de Introduccion, Materiales y Métodos, Resultados, Discusion, y
Conclusiones. En el Capitulo 6 se contrastan las hipétesis planteadas, y se discuten los
aportes originales al conocimiento cientifico y las perspectivas para futuras

investigaciones.

28



CAPITULO 2
SENESCENCIA FOLIAR Y RENDIMIENTO EN HiBRIDOS DE MAiz
BAJO SEQUIA EN POST-FLORACION

1. Introduccion

1.1. Importancia del estrés hidrico en la produccion agricola

Para el afio 2025, mas de la mitad de la poblacién mundial estara habitando en
regiones sometidas a déficit hidrico (Rijsberman, 2006). Es decir, regiones donde mas
del 40% del agua presente en rios, lagos y acuiferos subterraneos, es retirada del ciclo
ambiental. Esta situacion podria empeorar bajo los efectos del cambio climatico;
precipitaciones mas erraticas implicardn mayor duracion de periodos con ausencia de
lluvias (IPCC, 2007). Por otro lado, la progresiva degradacién de los suelos no promete
detenerse en el mediano plazo. La pérdida de materia orgdnica de los suelos reduce la
capacidad de retencion hidrica y aumenta el escurrimiento por cementacion,
disminuyendo la productividad hidrica agricola (kg de materia seca por mm de agua)
(Bossio et al., 2010). Asi, aun en zonas donde las precipitaciones pueden compensar la
evapotranspiracion estacional, es esperable una pérdida de la productividad hidrica
agricola.

El uso de agua para riego ha reducido el agua disponible para uso doméstico y
sanitario, generando graves problemas en muchas regiones. El nivel de muchos
acuiferos se esta retrayendo progresivamente, y muchos rios ya no llegan al mar
(Rijsberman, 2006). Ademas, al menos el 20% de las tierras irrigadas sufre de
salinizacion secundaria o anegamiento (Bossio et al., 2010). De persistir el uso de riego
en algunas regiones, serd necesario adoptar genotipos y estrategias de manejo que
conduzcan a un uso del agua mas sustentable. Es decir, a una mayor eficiencia en el
uso del agua (rendimiento en granos/mm de agua consumido por el cultivo durante el
ciclo) (Kang et al., 2000).

En Argentina, los episodios de déficit hidrico son comunes en muchas regiones
productoras de maiz y se manifiestan antes y durante el periodo de llenado. En la zona
maicera nucleo (v.g., Pergamino) en una serie de 18 afios, y para el periodo

comprendido entre 15 dias antes y 60 dias después de floracién en siembras de
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mediados de octubre, las precipitaciones compensaron la evapotranspiracion potencial
solamente en 3 afios, mientras que en 14 afios se registré un déficit promedio de 136
mm, y de mds de 150 mm en 6 afios (Antonietta M., con datos del Servicio

Meteoroldgico Nacional).

1.2. Los efectos fisioldgicos del estrés hidrico. SG y tolerancia al estrés
hidrico

Episodios de sequia alrededor de floracion reducen el nimero de granos y
pueden causar caidas del rendimiento de mas de un 80% (Andrade & Sadras, 2000).
En maiz el PG presenta una baja respuesta al aumento de la disponibilidad de
asimilados durante el llenado, pero una alta respuesta a su reduccién (Borrds et al.,
2004). Una vez atravesado el periodo critico para maiz, la persistencia de la sequia o el
inicio de un periodo de sequia, afectara negativamente el llenado de granos, y por lo
tanto, el peso final de granos y el rendimiento.

Segln Blum (2009), la principal estrategia para aumentar la producciéon de
asimilados en condiciones de estrés hidrico es maximizar la extraccién de agua y su
evaporacion por la via estomatica. Esto implica que la disponibilidad de asimilados esta
directamente asociada a la transpiracion, i.e., el consumo neto de agua del cultivo
integrado en un periodo de tiempo. Ademas, la produccidon de asimilados estara
influida por el patrén diario de consumo de agua por el cultivo. Genotipos con similar
consumo de agua neto diario, pero diferencias en el patrén diario de consumo de agua
pueden diferir en la produccién de asimilados bajo sequia (Hirasawa & Hsiao, 1999).

La conductancia estomatica (Gs) es afectada por condiciones ambientales como
la irradiancia y el déficit de presion de vapor (Tardieu & Davies, 1992; Hirasawa &
Hsiao, 1999). Ademas, Gs dependera del ambiente interno de la hoja (concentracidn
interna de CO,, temperatura foliar, etc.) que en ultimo término es producto de
caracteristicas morfo-fisioldgicas intrinsecas del tejido (angulo de insercién de la hoja,
contenido de N y clorofila, capacidad fotosintética maxima, etc.). No obstante, en
condiciones de sequia prolongada, es de esperar que Gs esté directamente asociada al
status hidrico de la planta que a su vez es censado mediante el contenido de ABA en

xilema (Tardieu et al., 1992).
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La sequia reduce la produccion de asimilados a través de efectos negativos
sobre (i) la eficiencia en el uso de la radiacidn interceptada, y (ii) la radiacién
interceptada por el cultivo. La eficiencia en el uso de la radiacion interceptada se
reduce debido a la inhibicion de la actividad fotosintética, que puede ocurrir tanto por
limitantes estomaticas (Lal & Edwards, 1996) como enzimaticas (Ghannoum, 2009).
Una estrecha relacion entre Gs y la fotosintesis neta sugeriria limitantes estomaticas
mientras que un desacople en esta relacion puede sugerir limitantes enzimaticas.

Por otra parte, el estrés hidrico en postantesis promueve la senescencia foliar,
reduciendo la radiacion interceptada por el cultivo (Ribaut et al., 2009). En situaciones
de estrés hidrico prolongado, es esperable que plantas capaces de extender la
duracion del area foliar presenten mayor intercepcién de radiacién y mayor eficiencia
en el uso de la radiacion, y por lo tanto mayor produccién de fotoasimilados durante el
periodo de llenado de granos. En este Capitulo, se analizan los efectos de la sequia
sobre la senescencia foliar en distintos genotipos y se estudia el impacto de la

senescencia foliar sobre la produccién de fotoasimilados en post-floracidn.

1.3.  Fundamento y planteo de la hipdtesis

Se ha sugerido que, en condiciones de estrés hidrico, los genotipos SG de sorgo
y maiz presentan mayores rendimientos en comparacidon con genotipos de senescencia
estandar (Borrell et al., 2000b; Messmer et al., 2011; Richards, 2006). En este Capitulo,

las hipdtesis que se intentan contrastar son las siguientes:

(1) En condiciones de sequia en post-floracién, la demora en la senescencia foliar
estd asociada a mayor produccion de fotoasimilados y mayor rendimiento.
(1.1.) En condiciones de sequia en post-floracion, los genotipos SG presentan
mayor produccion de fotoasimilados en post-floracién.
(1.2.) En condiciones de sequia en post-floracion, los genotipos SG presentan

mayor rendimiento.

El objetivo general fue determinar la tolerancia del rendimiento al déficit
hidrico en post-floracién en hibridos SG y NSG. Para ello, se realizaron experimentos

en diferentes sitios, donde el tratamiento principal consistid en la disponibilidad
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hidrica en post-floracion y el tratamiento secundario fue la variabilidad para el
caracter SG que se logré empleando hibridos variables en la duracién del AFV en post-

floracion.

2. Materiales y Métodos

2.1. Disefio de los experimentos

Se realizaron tres experimentos (Experimentos I, Il y lll) a fin de determinar si la
duracidn del area foliar verde (AFV) en post-floracion confiere una ventaja en términos
de rendimiento en ambientes con estrés hidrico en el periodo de post-floracién. Los
tratamientos consistieron en (i) disponibilidad hidrica a partir de floracion vy (ii)
hibridos variables en la duracion del AFV.

En todos los experimentos las plantas crecieron con riego suplementario hasta
ca. 7 dias antes de floracion femenina. A partir de ese momento, en los experimentos |
y Il la mitad de las parcelas fue regada hasta madurez fisiolégica mientras que la mitad
restante permanecid en secano hasta culminar el ciclo. En el Exp. Il todas las parcelas
fueron regadas hasta floracion y a partir de entonces, mantenidas en secano hasta el
final del ciclo. Se utilizaron hibridos simples comerciales con un ciclo similar (dias a
madurez relativa). Para los hibridos de los que se disponia de datos de ensayos previos
del grupo con adecuada disponibilidad hidrica, el criterio de seleccién fue la duracién
funcional del area foliar verde (AFV) en post-floracién: los hibridos AX878, AX882 vy
NK880, previamente caracterizados como SG y el hibrido DK682, previamente
caracterizado como NSG. Dos hibridos mas fueron incorporados: AW190 y NK795, para
los cuales no se contaba con una caracterizacién previa sobre el comportamiento de la
senescencia foliar. Los ensayos presentaron un disefio de parcelas divididas, donde la
parcela principal fue el tratamiento hidrico y la sub-parcela los distintos hibridos
distribuidos al azar. Se realizaron tres réplicas por tratamiento. Cuando fue necesario,
se aplicaron herbicidas e insecticidas convencionales.

Experimento I: El ensayo se condujo en la localidad de San Pedro, Buenos Aires
en un campo de produccién. Los hibridos DK682, AX878, AX882 y NK880 fueron
sembrados manualmente el 7 de Noviembre de 2007. La densidad final fue de 80000 pl

ha™. Las parcelas consistieron de 4 surcos de 8 m de largo y distanciados a 0,7m. A la
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siembra el ensayo fue fertilizado con 64 kg de N ha™ (46 kg de N ha™ en forma de urea
+ 18 kg de N ha™ en forma de fosfato diamdnico, FDA) y 18 kg de P ha™* (en forma de
FDA). La emergencia de estigmas ocurrié +/- 1 dia alrededor del 24-1-08. El suelo se
clasifica como argiudol tipico, de textura fina, illitica (USDA). Se caracteriza por ser
profundo, con alta fertilidad natural, muy alto contenido de materia orgdnica y alta
capacidad de acumulacion de agua (Panigatti, 2010). Se aplico riego por goteo, pero no
fue posible estimar la cantidad de agua adicionada a lo largo del experimento.

Experimento II: El ensayo se condujo en la Estacion Experimental de la Facultad
de Agronomia de la UNLP, situada en Los Hornos, Buenos Aires. Seis hibridos
contrastantes en el caracter SG fueron sembrados el 27 de Octubre de 2008: AW190,
AX878, AX882, DK682, NK795 y NK880. La siembra se realizo en forma manual, a dos
semillas por golpe. Las plantulas emergieron 7 dias después de la siembra y fueron
raleadas en V1 hasta obtener una densidad final de 80000 pl ha™. Las parcelas
consistieron de 4 surcos de 10 m de largo distanciados a 0,7m. Se fertilizé con 80 kg de
P ha™ (en forma de superfosfato triple, SPT) en presiembra, y 92 kg de N ha™* (en forma
de urea), repartidos en dos dosis, V3 y V6. La emergencia de estigmas ocurrié +/- 1 dia
alrededor del 10-1-09. El suelo en esta zona se clasifica como argiudol tipico de textura
fina (USDA) con presencia de arcillas expandibles; en términos de producciéon de
cultivos presenta caracteristicas similares al suelo descripto para San Pedro. En las
parcelas regadas, se aplic6 una cantidad de agua suficiente para cubrir
aproximadamente al menos el 80% de la evapotranspiracién potencial.

Experimento lll: El ensayo se condujo la localidad de Nueva Galia, San Luis. Los
mismos seis hibridos usados para el Exp. Il fueron sembrados mecédnicamente el 12 de
Diciembre de 2010 a una densidad de 80000 pl ha™. Las parcelas fueron regadas hasta
floracién; luego, se mantuvieron en secano hasta el final del ciclo. Las parcelas
consistieron de 4 surcos de 4,8 m de longitud y distanciados a 0,7 m. Se realizaron 3
repeticiones por tratamiento. Se fertilizé con 23 kg N ha™ y 60 kg P ha™ (aplicados en
forma de FDA a la siembra). Las emergencia de estigmas ocurrié +/- 1 dia alrededor del
18-2-11. El suelo se clasifica como Ustortent tipico, de textura franco gruesa (USDA). Es
un suelo con alto contenidos de arenas (>70%), bajo contenido de materia orgdanica

(1%), excesivamente drenado, con secuencia de horizontes A-AC-C, pobre estructura y
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susceptibilidad a erosién (Panigatti, 2010) pero sin limitaciones en profundidad (G.

Videla, comunicacién personal).

2.2.  Datos meteoroldgicos y Fenologia

En los tres experimentos se dispuso de informacion diaria para temperaturas
medias, evapotranspiracion (método de Penmann) y precipitaciones. El tiempo
térmico se calculé como la diferencia entre la temperatura media diaria y una
temperatura base de 8°C (Ritchie & NeSmith, 1991). Dada la importancia que tiene la
temperatura sobre el desarrollo del maiz, las distintas variables morfo-fisiolégicas se
presentan en escala de tiempo térmico acumulado a partir de R;.

La fecha de emergencia se registré cuando el 50% de las plantas emergieron
sobre la superficie del suelo. La fecha de floraciéon femenina (R1) se determiné cuando
el 50% de las plantas de una parcela presenté estigmas visibles. La fecha de madurez
fisiolégica (MF) se determind cuando el 50% de las plantas observadas presentaron la

formacién de la capa negra en granos de posicion media dentro de la espiga.

2.3.  Evolucidn de la senescencia foliar

Para monitorear el desarrollo de la senescencia foliar se realizaron muestreos
destructivos a partir de floracion. Las plantas cosechadas fueron seleccionadas en una
zona representativa de la parcela, sobre los dos surcos centrales. En cada muestreo
destructivo se cosecharon dos plantas por repeticion, por lo que en cada tratamiento
(disponibilidad hidrica x genotipo) el nimero total de plantas muestreadas (n) fue de
seis plantas por tratamiento.

En estas plantas, se midié el valor de SPAD con un medidor SPAD 502 (Minolta,
EEUU) para cada hoja individual a lo largo de toda la planta (o sélo en la hoja
adyacente a la espiga en el Exp. I). Para cada hoja el valor de SPAD se midi6 en al
menos 5 puntos de la porcidn verde, representando la variabilidad dentro de la lamina
y se registrd el valor promedio. En los experimentos. Il y Ill, donde se midid el
contenido de clorofila en cada hoja, para calcular el valor de SPAD promedio por
planta, las hojas secas (SPAD = 0) fueron incorporadas al cdlculo del promedio. De este
modo se evitd la sobre-estimacion del valor promedio de SPAD en los genotipos NSG,

en comparacién con los genotipos SG donde se retienen hojas viejas, parcialmente
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senescentes y con menores valores de SPAD. Varios autores han reportado la validez
del valor SPAD como estimador del contenido de clorofila foliar en maiz (Martin et al.,
2005; Rajcan & Tollenaar, 1999b; Sadras et al., 2000).

El AFV de cada hoja individual a lo largo de la planta fue registrada con un
medidor de drea Licor 3000 (Li-Cor, Nebraska, USA). En las hojas parcialmente
senescidas, la porcidn seca de la hoja fue recortada y reservada para ser pesada,
midiéndose sdlo el area de la porcion verde. En trabajos previos (Borrell et al., 2000a)
se ha utilizado el AFV por planta hacia el final del llenado (ca. 45 DDF) como variable
para cuantificar la expresion del cardcter SG por lo que en el presente Capitulo esta

variable sera considera con el mismo propdsito.

2.4.  Acumulacion de materia seca

La materia seca (MS) se determind a partir de los muestreos destructivos
realizados en cada experimento desde R; hasta MF. Las plantas fueron fraccionadas en
(i) cafia + vainas + panoja, (ii) ldaminas foliares (“hojas”) vy (iii) espiga y fueron secadas
en estufa de aire forzado a 60°C hasta peso constante, y pesadas.

Los calculos que involucran variables de MS en funcién del tiempo (asimilacion
neta, crecimiento de espiga, removilizacion) se realizaron en base a los promedios de 2
plantas por repeticion (parcela). La removilizaciéon de MS se calculé como la diferencia
de MS vegetativa (MS hojas + MS canas + MS vainas) entre ca. 7 dias después de R; y
MF; por lo tanto valores de removilizacidn positivos suponen transferencia neta de MS
vegetativa a la espiga. La asimilacién neta durante el llenado se calculé como la
diferencia entre MS total a madurez fisiolégica y MS total alrededor de R;. En los
experimentos | y lll, la cosecha final de plantas se realizé alrededor de los 46 DDF. Por
lo tanto el calculo de asimilacion neta y removilizacion se realizé entre los 12 y 46 DDF
en el Exp. | (MS total corresponde a 46 DDF); entre 6 DDF y MF en Exp. Il (MS total
corresponde a MF, 65 DDF); entre 20 y 46 DDF en Exp. Ill (MS total corresponde a 46
DDF). En el Exp. I, dado que se registraron precipitaciones a mediados del llenado, la
asimilacion neta también fue calculada sélo para el periodo de estrés (ca., entre 6 y 33
DDF). En todos los casos la cosecha de espigas correspondientes al rendimiento si fue

realizada en MF.

35



Para el calculo del rendimiento por hectarea se cosecharon las espigas de 20
plantas consecutivas de los surcos centrales de la parcela (60 plantas por tratamiento).
Luego las espigas se trillaron a maquina y se tomd una alicuota que fue secada en
estufa a 60°C hasta peso constante para calcular el rendimiento a 0 % de humedad. El
peso de grano individual (PG) se calculé a partir de la relacién entre el numero de
granos y el peso de granos total de 6 plantas cosechadas por tratamiento. El nimero
de granos (NG) final se calculd a partir del PG y el rendimiento final, obtenido de 60

plantas por tratamiento.

2.5.  Medidas de conductancia estomdtica y fluorescencia

A partir de floracién, en los tres experimentos se hicieron medidas de
conductancia estomatica (Gs, mmol H,0 m™ s'l). La Gs varia con las condiciones
ambientales, principalmente en respuesta a los cambios en la irradiancia y en el déficit
de presién de vapor entre la mafiana (hasta las 11 am) y el periodo posterior (Hirasawa
& Hsiao, 1999; Tardieu & Davies, 1992). Por este motivo, las mediciones se realizaron
en distintos momentos del dia: mafiana (de 9 a 11 am), mediodia (12 a 14 pm) y tarde
(15a 17 pm). En cada experimento, el nUumero de mediciones vario (tres mediciones en
el Exp. I, una medicion en el Exp. Il y tres mediciones en el Exp. lll). Se midieron 6
plantas por tratamiento (2 plantas de los surcos centrales en cada parcela). Las
mediciones fueron hechas en la porcién media iluminada de la hoja de la espiga (hoja
0), en una posicion intermedia entre la nervadura principal y el borde de la ldamina,
sobre la cara abaxial con un porémetro SC-1 (Decagon, USA). Determinaciones previas
indicaron que en las hojas de maiz la Gs es muy similar en ambas caras (abaxial y
adaxial) de la hoja.

Sélo en el Exp. Il, en el sitio exacto de medicién de Gs pero sobre la cara
adaxial, se midid el rendimiento cuantico del fotosistema Il con un fluorimetro
modulado de la clorofila (FMS2, Hansatech, UK). La actividad de transporte
fotosintético de electrones (ETR) fue calculada a partir del rendimiento cuantico del
fotosistema Il utilizando las férmulas descriptas en Maxwell y Johnson (2000):

@ FSII x PAR x Abs x 0,5.
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Donde @ FSII es el rendimiento cudntico del fotosistema Il, PAR es la radiacion
fotosintéticamente activa medida por el sensor del fluorimetro, Abs es la absorbancia
de la hoja y 0,5 un factor que toma en cuenta el hecho de que la radiacién absorbida
se reparte entre los fotosistemas | y Il.
Para el cdlculo de ETR se estimo la absorbancia de la hoja en funcién de su contenido
de clorofila (medida con el SPAD502) utilizando la ecuacion:

Absorbancia: 0,008*Unidades de SPAD + 0,356

Esta ecuacidn fue obtenida midiendo la absorbancia de hojas con distintos
contenidos de clorofila con una esfera integradora en el Instituto de Luminotecnica (La

Plata, CICBA).

2.6.  Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el software STATISTICA 5.1. (StatSoft, Inc.). Las
distintas variables se analizaron mediante ANOVA, donde los tratamientos
(disponibilidad hidrica e hibrido, o sdélo hibrido en el Exp. lll) se usaron como factores
fijos, mientras que cada variable dependiente se analizé por separado. Cuando se
presentaron efectos significativos de los tratamientos, o interaccidon entre ellos, las
diferencias se analizaron mediante el test de diferencias minimas significativas (DMS, P
< 0,05) y se sefialan en los graficos mediante letras. En los graficos de barras, las lineas
encima del las barras indican el error estandar de la media.

Con el fin de establecer si las diferencias observadas entre hibridos tienen o no
relacion con el cardcter SG, para algunas variables en particular (explicitadas en la
seccion de Resultados) se realizd un andlisis de covarianza. En este capitulo, el AFV
hacia el final del llenado fue la variable elegida como “indicadora” del comportamiento
SG y por lo tanto, fue la covariable utilizada en el analisis de covarianza. A través del
analisis de covarianza se intentardn conocer no sélo los impactos directos del caracter
SG sobre algunas variables (v.g., el PG) sino también la asociacidon indirecta que podria
existir entre el caracter SG y otras variables (v.g., el NG) que se definen antes de que se
manifieste el caracter SG. En definitiva, si el caracter SG fuera resultante de una
variable particular (v.g., mayor absorcién de recursos edaficos) que se expresa antes
en el ciclo, es esperable que exista una relacion indirecta entre el caracter SG y otros

atributos influidos por esta variable.
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En el analisis de covarianza se mantuvieron las variables independientes
(disponibilidad hidrica e hibrido, o sélo hibrido en el Exp. lll). Cuando el efecto de la
covariable sobre la variable dependiente fue significativo, se asume que no existen
efectos genotipicos excepto aquellos relacionados con la covariable.

La relacion entre variables se analizé mediante regresiones lineales vy
polindmicas. La significancia de estas relaciones se analizé con el test de suma de
cuadrados de modelo completo vs. suma de cuadrados residuales considerandose
significativas cuando P < 0,05. En los graficos de regresiones, se presenta el valor del
coeficiente r’, acompafiado de * cuando P < 0,05. En los casos en que se comparan
pardmetros de distintas regresiones (ordenada al origen y pendiente), sélo se
compararon regresiones significativas y la comparacion se realizdé por medio del

analisis de variables apareadas (“dummy variable analysis”).

3. Resultados

3.1.  Condiciones meteoroldgicas

La intensidad del déficit hidrico (DH) puede caracterizarse en funcion del
balance hidrico (BH) acumulado desde floracion y hasta MF. En el Exp. | (Fig. 1A), el BH
diario acumulado fue negativo durante todo el periodo de llenado de granos, y la
intensidad del DH entre floracién y 40 DDF fue en promedio, de -1,9 mm diarios.
También en el Exp. Il (Fig. 1B) el BH diario acumulado presentd valores negativos
durante todo el periodo de llenado de granos, y la intensidad del DH entre floracién y
40 DDF fue, en promedio, -3 mm diarios. En cambio, en el Exp. Il (Fig. 1C) el BH diario
acumulado fue negativo sélo en 10 dias y positivo en 46 dias, resultando en un BH
positivo (0,4 mm diarios entre floracién y 40 DDF). Cabe senalar que en el Exp. lll, la
evapotranspiracidon potencial post-floracién fue menor que en los experimentos | y I,
debido a las menores temperaturas (esperables en siembra tardia). Sin embargo, dado
que la capacidad de retencién hidrica del suelo varié considerablemente entre los
experimentos, la estimacion del DH experimentado por el cultivo sobre la base
solamente de datos meteoroldgicos podria conducir a errores. En este sentido, es
posible que el DH ocurrido en el Exp. lll sea mayor al estimado a partir de las variables

meteoroldgicas.
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Fig. 1: Condiciones meteoroldgicas desde floracion en los experimentos | (A, San
Pedro), Il (B, Los Hornos) y Il (C, San Luis). La temperatura media (lineas llenas) se
presenta como el promedio cada 5 dias, mientras que la evapotranspiracién potencial
(lineas punteadas) y las precipitaciones (barras) se presentan como la suma cada 5
dias.

3.2.  Area foliar verde (AFV)

El AFV alrededor de floracion (previo al inicio del tratamiento hidrico) no estuvo
significativamente afectada por el hibrido en el Exp. | pero si en el Exp. Il (P < 0,05).
Como se observa en las Fig. 2Cy 2D los hibridos DK682 y NK880 (y NK795 sélo en las
parcelas bajo riego), presentaron menor AFV alrededor de floracién. No obstante,
estas diferencias no se mantuvieron durante el transcurso del llenado. En el Exp. lll no
se dispone de datos de AFV en floracién; a los 21 DDF aun no se manifestaban
diferencias entre hibridos para el AFV (Fig. 2E).

A partir de floracidn, la sequia en postantesis acelerd la senescencia respecto al
tratamiento regado. Los efectos de la sequia sobre el AFV se manifestaron a los 27 y 46
DDF en el Exp. | (Fig. 2Ay 2B) y a los 48 DDF en el Exp. Il (Fig. 2C y 2D). La retencién de
AFV en estadios intermedios (27 DDF en Exp. |) o avanzados (48-47 DDF en
experimentos Il y 1) del llenado varid significativamente dependiendo del hibrido. En
general, los hibridos AX878, AX882 y NK880 presentaron una demora en la senescencia
respecto de los hibridos AW190, NK795 y DK682.

Dado que el caracter SG adquiere relevancia en condiciones de sequia, se
considerd el AFV retenida en sequia y en estadios avanzados del llenado (45-48 DDF)

para categorizar a los hibridos en funcion de su caracter SG. Considerando como
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variable dependiente el AFV retenida en secano en los experimentos Il y Il (donde
estan representados los seis hibridos) y como variable independiente, el hibrido, los
hibridos se diferenciaron en dos grupos homogéneos (DMS < 0,05): SG (AX878, AX882
y NK880) y NSG (AW190, NK795 y DK682).

3.3.  Contenido de clorofila

Como era esperable, la sequia en postantesis acelerd la pérdida de clorofila
(Fig. 3). EIl ANOVA detectd efectos significativos de la sequia sobre el valor de SPAD de
la hoja adyacente a la espiga (“hoja 0”) en el Exp. | (a los 12 y 46 DDF) y sobre el valor
SPAD promedio por planta en el Exp. Il (a los 48 DDF).

Por otra parte, el contenido de clorofila varié significativamente entre hibridos
en los tres experimentos acompafiando las tendencias observadas para el AFV. El valor
de SPAD en estadios iniciales o intermedios del llenado varié significativamente entre
hibridos (a los 12 DDF en Exp. |, 6 DDF en Exp. Il y 21 DDF en Exp. Ill) pero no existio
una tendencia diferencial entre el grupo SG y NSG. En estadios avanzados del llenado y
considerando los resultados de secano (Figs. 3B, 3D y 3E), los efectos del hibrido se
mantuvieron y, en este caso si, el grupo SG (AX878, AX882 y NK880) presenté mayores
valores de SPAD que el grupo NSG (AW190, DK682 y NK795). En el Exp. | (Fig. 3B) las
diferencias entre el hibrido NSG (DK682) y uno de los hibridos SG (NK880) no fueron

significativas a los 46 DDF.
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Fig. 2: Area foliar verde por planta en distintos estadios del llenado de granos, en el
Exp. | (alos 12,27 y 46 DDF) en riego (A) y secano (B); en el Exp. Il (a los 6 y 48 DDF) en
riego (C) y secano (D); y en el Exp. lll (a los 21 y 47 DDF) en secano (E). Las barras
representan el promedio de 6 plantas por tratamiento y las lineas por encima de las
barras indican el error estandar. NS, no significativo; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P<

0,001.
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Fig. 3: Valores de SPAD en distintos estadios del llenado de granos, en el Exp. | (a los
12, 27 y 46 DDF) en riego (A) y secano (B); en el Exp. Il (a los 6 y 48 DDF) en riego (C) y
secano (D); y en el Exp. lll (a los 21 y 47 DDF) en secano (E). En el Exp. | el valor de
SPAD fue medido sdlo en la hoja 0 mientras que en los experimentos Il y Il el SPAD se
midioé en todas las hojas de la planta (se muestra el promedio por planta). Las barras
representan el promedio de 6 plantas por tratamiento y las lineas por encima de las
barras indican el error estandar. NS, no significativo; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P<
0,001.
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3.4.  Rendimiento y Componentes

A fines de analizar la relacion entre el caracter SG y los rendimientos
observados en secano, se realizd un analisis de covarianza considerando los datos de
los tres experimentos, utilizando como factor fijo el hibrido, como covariable el AFV
retenida hacia el final del llenado de granos y como variable dependiente, el
rendimiento en secano. Se detectaron efectos de la covariable AFV con un valor de P=
0,064, pero no del hibrido. Por lo tanto, se asume que las diferencias en rendimiento
observadas entre hibridos estan explicadas por la variabilidad en el caracter SG (Tabla
1). De la misma forma, la covariable afecté con un valor de P < 0,05 al NG y PG, y con
un P< 0,1 a la asimilacién neta durante el llenado de granos (Tabla 1). Vale destacar
qgue el PG se asocid al cardcter SG, sino que también estuvo afectado por el hibrido con
un valor de P<0,07 (Tabla 1). Esto indica que, si bien el cardcter SG contribuyd
positivamente al PG, existieron diferencias en el PG no explicadas por el caracter SG

(i.e., diferencias intrinsecas a los hibridos).

Tabla 1: Efecto de la covariable AFV a los 46-48 DDF sobre el rendimiento, el nimero
de granos (NG), el peso de grano (PG), la materia seca por planta (MS), la
removilizacion y la asimilaciéon neta durante el llenado de granos. Se analizaron
conjuntamente los datos de los tres experimentos considerando sélo los datos de
secano.

As.
Exp. Factor Rend_.1 NG PG MS to_'ial Rem(_alv. Neta
(Kg ha™) (gpl?)  (gpl™) (g p)

Covariable 0,064 0,003 0,024 0,193 0,356 0,094

Exps EXp. 0,000 0,001 0,006 0,023 0,044 0,000

L,y il
(SECANO) Hibrido 0,963 0,484 0,070 0,263 0,602 0,599
Exp. x H 0,601 0,937 0,454 0,817 0,103 0,592
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En los experimentos | y Il la sequia redujo el rendimiento (P < 0,05) un 17 % con
respecto al tratamiento regado (Tabla 2). Los rendimientos en riego no predijeron la
respuesta al secano en el Exp. | pero si en el Exp. Il. En ninguno de los tres
experimentos el ANOVA detectd efectos significativos del hibrido (Tabla 2). En los
experimentos | y Il, los efectos de la sequia sobre el rendimiento se expresaron a
través del PG. En el Exp. I, el PG cayd un 20% como consecuencia de la sequia.
Respecto al tratamiento regado, la caida del PG en secano fue de un 25% en el hibrido
NSG y de un 17% en promedio, en el grupo SG (Tabla 2). Bajo riego el PG en el hibrido
NSG fue similar al del resto de los hibridos. En el Exp. Il el PG se redujo un 12 % con
respecto al tratamiento regado. Los hibridos SG presentaron en promedio, mayores PG
tanto en riego como en secano. Por este motivo, la caida del PG como consecuencia de
la sequia fue del 12% tanto en el grupo SG como en el grupo NSG (Tabla 2).

En el Exp. Il el aporte relativo de cada componente del rendimiento varid
dependiendo del hibrido con un valor de P < 0,1 (Tabla 2). La relacién negativa entre
NG y PG (Fig. 10A, P < 0,0001, n=36) permite inferir que el PG alcanzado en cada
hibrido dependid, al menos en parte, del NG fijado, dificultando la comparacién de

componentes del rendimiento entre los distintos hibridos.
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Tabla 2. Rendimiento, numero de granos (NG), peso de grano (PG), materia seca (MS),
removilizacién y asimilacion neta (As. Neta) durante el llenado de granos. Para cada
tratamiento se presenta el promedio de 6 plantas.

Exp. . imi . .
" oo Mt (G NGRS o) o) (o)
AX878  6188,9 370 209 259 -12,5 99,1
RIEGO AX882  6533,3 366 225 301 -26,6 160,1
DK682  6674,6 402 209 205 15,6 57,8
NK880 6350,8 356 222 243 4,8 75,7
AX878  5455,6 356 192 199 25,4 215
| (SP) AX882 53429 379 177 163 27,9 8,3
SECANO
DK682  4911,1 400 154 128 52,5 -36,0
NK880 5704,8 415 172 179 25,4 20,5
P (Sequia) 0,004 0,545 0,001 0,005 0,004 0,003
P (Hibrido) 0,891 0,661 0,201 0,160 0,119 0,180
P (SxH) 0,408 0,679 0,250 0,500 0,601 0,442
AW190 11407 514 278 257 3,4 136,6
AX878 14055 574 310 279 -3,3 175,1
RIEGO AX882 13184 553 301 245 2,5 147,3
DK682 11785 522 281 226 6,4 127,9
NK795 12680 580 276 222 3,8 136,9
NK880 15595 711 276 266 -12,3 179,7
AW190 10123 533 237 230 0,6 133,4
Il (LH) AX878 11193 545 266 244 -0,9 140,5
AX882 11772 563 264 232 4,7 128,0
SECANO
DK682 10532 510 258 226 -10,8 136,5
NK795 10183 540 243 216 17,6 102,1
NK880 11472 564 253 256 -7,8 156,2
P (Sequia) 0,002 0,396 0,001 0,233 0,551 0,749
P (Hibrido) 0,139 0,536 0,251 0,057 0,148 0,390
P (SxH) 0,735 0,837 0,963 0,679 0,257 0,301
AW190 8535 506 213 215 15,3 55,0
AX878 8291 500 209 233 10,9 83,9
AX882 7646 562 187 224 -3,7 90,4
I (SL) SECANO DK682 7419 438 214 179 21,6 29,5
NK795 6889 450 196 177 14,5 42,2
NK880 7040 506 174 218 7 67
P (Hibrido) 0,172 0,091 0,090 0,018 0,012 0,004

45



3.5.  Asimilacion neta durante el llenado de granos

La asimilacidon neta en post-antesis fue afectada por la sequia en el Exp. |, no
fue afectada por ninguno de los tratamientos en el Exp. I, o fue afectada por el hibrido
en el Exp. Il (Tabla 2). En secano, los hibridos SG acumularon en promedio 52 g (Exp. |),
18 g (Exp. Il) y 38 g (Exp. lll) de MS mds por planta en comparacion con el/ los hibridos
estandar. Esto puede observarse en la Tabla 1, donde la asimilacion neta presenté
efectos de la covariable AFV con un valor de P<0,1.

La MS total por planta a cosecha fue afectada por el tratamiento hidrico en el
Exp. | pero no en el Exp. Il. Esto es esperable considerando que, si bien en ambos
experimentos se registraron lluvias a partir de estadios intermedios del llenado de
granos (Fig. 1), en el Exp. |l las plantas en secano retuvieron mayor AFV hasta estadios
avanzados del llenado de granos (Fig. 2). En el Exp. |, en secano, la MS a cosecha de los
hibridos SG fue un 30% superior (diferencias no significativas) que la alcanzada por el
hibrido NSG, DK682. Sdlo en los experimentos Il y lll la MS total acumulada varié entre
hibridos (con un valor de P = 0,057 en Exp. Il o P < 0,05 en Exp. lll) (Tabla 2). En los
experimentos Il y lll, en secano los hibridos SG alcanzaron entre un 8% (Exp. IlI) y un

15% (Exp. Ill) mas MS total que los hibridos estandar.

3.6. La conductancia estomdtica (Gs) se relaciond con el cardcter SG y explico
parte de la variacion encontrada en la asimilacion neta

Para conocer si el caracter SG se relaciond con la Gs, se realizé un analisis de
covarianza. En los tres experimentos se encontré asociacidn entre el caracter SG y Gs,
especialmente cuando se consideraron los menores valores de Gs registrados en cada
experimento.

En el Exp. I, Gs se midié al mediodia en tres momentos durante el llenado (12,
27 y 46 DDF). La sequia redujo (P<0.05) Gs a los 12 y 27 DDF. En ambos estadios
fenoldgicos, la Gs en sequia se asocié (P<0.05) con la covariable indicadora del caracter
SG (a los 27 DDF también se registraron efectos significativos del hibrido). Por ejemplo,
a los 12 DDF (Gs promedio al mediodia de 40 mmol m™ s%), los valores de Gs
alcanzados en secano por los tres hibridos SG fueron en promedio 44 mmoles m?2s?t

mientras que el hibrido NSG DK682 presentd valores de Gs de 29 mmoles m?s™ La
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acumulacién neta de MS durante el periodo de estrés (entre los 12 y 27 DDF) no se
relaciond con Gs a los 12 DDF (P = 0,32) pero si a los 27 DDF (P < 0,05, n=8, Fig. 4A).

En el Exp. Il la sequia afectd la Gs a los 23 DDF (P < 0,05) en los tres momentos
del dia (mafana, mediodia y tarde). Bajo secano, los efectos de la covariable AFV
fueron significativos (P<0,05) en los tres momentos del dia indicando nuevamente una
relacién entre el caracter SG y la Gs. Por ejemplo, al mediodia y a la tarde, Gs fue un
28% (70 vs. 50 mmoles m? s™) y 18% (60 vs 50 mmoles m™ s ') mayor en el grupo SG
(AX878, AX882 y NK880) respecto al NSG (AW190, DK682 y NK795). La acumulacién
neta de MS durante el periodo de estrés (entre 6 y 33 DDF) se relaciond con Gs medida
a los 23 DDF al mediodia (r2 =0,48, P < 0,05, n=12) y a la tarde (Fig. 4B). A la tarde, los
valores de Gs registrados fueron menores y la relacion entre Gs y la acumulacién neta
durante el periodo de estrés presentéd una pendiente mayor en comparacién con la
relacion para Gs al mediodia (0,36 vs 0,14 g de MS asimilados por cada mmol m? s™
extra de Gs).

En el Exp. lll, los efectos de la covariable no fueron significativos a los 20 DDF al
mediodia (cuando Gs fue en promedio de 200 mmol m? s™) ni a la tarde (cuando los
valores de Gs promedio fueron de 93 mmol m? s'). A los 46 DDF tampoco se
registraron efectos de la covariable al mediodia (cuando Gs fue en promedio, 88 mmol
m s'l) mientras que a la tarde (Gs promedio de 30 mmol m s'l), la covariable se
asocié con Gs con un valor de P<0,1. Por ejemplo, a los 46 DDF a la tarde, la Gs
promedio del grupo SG presentd valores 20% mayores que el grupo NSG (34 mmoles
m?s?vs. 27 mmoles m?s™, respectivamente). La asimilacién neta de MS entre los 20

y 46 DDF se relacioné con Gs medida a los 46 DDF a la tarde (Fig. 4C).
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Fig. 4: Relacion entre la conductancia estomatica (Gs) y la acumulacién neta en el Exp. |
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la acumulacién neta corresponde al periodo entre 12 y 27 DDF. En el Exp. Il (B), Gs fue
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3.7. La tasa de transporte fotosintético de electrones (ETR) se relaciond con el
cardcter SG

En los tres experimentos, la relacion hallada entre Gs y la asimilacion neta de C
durante el periodo de estrés sugiere que en parte, la actividad fotosintética estuvo
asociada a Gs. Es decir que, en condiciones de sequia, existieron limitantes estomaticas
para la fotosintesis. En el Exp. Il se realizaron mediciones de la tasa de transporte
fotosintético de electrones (ETR) que sustentan esta idea (Fig. 5). ETR medida a los 23
DDF se relaciond con Gs al mediodia y a la tarde (Figs. 5B y 5C), pero no a la mafiana
(Fig. 5A). La relacién entre ETR y Gs mostré una tendencia polindmica al mediodia: la
respuesta de ETR a Gs disminuyd cuando los valores de Gs superaron los 200 mmoles
m2s™ (Fig. 5B). La relacién entre ETR y Gs fue lineal a la tarde, cuando los valores de
Gs se mantuvieron por debajo de los 200 mmoles m™ s (Fig. 5C). Esto indica que,
cuando Gs cae por debajo de un umbral (que dependera, entre otros factores, de la
demanda de agua atmosférica), Gs puede ser estimadora de la actividad fotosintética
(i.e., que ocurren limitaciones estomaticas de la fotosintesis).

Ademas, en el Exp. Il, ETR a los 23 DDF se asocié con la covariable indicadora
del cardcter SG al mediodia (P<0,1) y a la tarde (P<0,05). A la mafana, el efecto de la
covariable no fue significativo pero si se detectaron efectos del hibrido (P<0,05). Como
puede observarse en la Fig. 6A, a la mafana y considerando sélo los puntos
correspondientes a secano (los puntos encerrados en el circulo), se observdé una
tendencia hacia mayores valores de ETR en el grupo SG. El grupo SG presentd una
mayor ETR (Fig. 6A) incluso cuando Gs no es limitante (Fig. 5A), es decir que el caracter
SG pudo haber estado asociado con menores limitaciones no estomaticas de la

fotosintesis.
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3.8. lLa asimilacion neta en post-floracion se relaciond con la retencion de
AFV

El AFV retenida hacia el final del llenado de granos esta vinculada con la
intercepcidén de luz, y por lo tanto, con la asimilacién neta en este periodo. En los tres
experimentos, el AFV por planta en estadios avanzados del llenado de granos se
relaciond positiva y significativamente con la asimilacién neta en ese periodo (Fig. 7).
En el Exp. |, el AFV alcanzada hacia el final del llenado de granos fue menor que en los
experimentos Il y Ill, y la pendiente de esta relacidon fue marcadamente mds alta (880 g
pl™! por cada m™ de AFV, Fig. 7A). En el Exp. I, la pendiente de la relacién fue la menor
y la ordenada al origen fue la mayor de los tres experimentos (Fig. 7B), en
correspondencia con los mayores rendimientos alcanzados incluso en secano en este
experimento. En el Exp. Ill la pendiente alcanzada fue intermedia pero el periodo
considerado fue menor (Fig. 7C). Dada la mayor retencidon de AFV en el grupo SG, no
resulta sorprendente que éstos se hayan ubicado en el extremo superior de la

regresion.
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3.9.  Particion a espiga

La removilizacion de MS entre antesis y cosecha fue afectada sélo por la sequia
en el Exp. |, no fue afectada por ninguno de los tratamientos en el Exp. I, o fue
afectada por el hibrido en el Exp. Ill (Tabla 2). Asumiendo que no existieron pérdidas
por respiracién, en el Exp. |, la MS proveniente de la removilizaciéon en secano, aporté
unos 30 g al crecimiento de la espiga (promedio entre hibridos) mientras que en riego,
la MS vegetativa aumentd unos 4 g hacia cosecha indicando que no existié
removilizacion neta. En secano, el hibrido NSG removilizé el doble de MS en
comparacion con el promedio de los hibridos SG (Tabla 2). En el Exp. Ill, el ANOVA
detectd diferencias (P <0,05) entre hibridos; comparando entre grupos, el grupo SG
removilizd en promedio 4,8 g mientras que este valor aumentd a 17 g en el grupo NSG
(Tabla 2).

En la Fig. 8 se observa que, por un lado, los hibridos SG presentaron mayor
asimilacidon neta en post-floracidon respecto al hibrido NSG (Fig. 8A) o a los hibridos
NSG (Figs. 8B y 8C). Por otro lado, también se observa que, en general los puntos
correspondientes a los hibridos NSG se encuentran por encima de la relacién 1:1 entre
asimilacién neta y crecimiento de espiga. En cambio, los puntos correspondientes a los
hibridos SG nunca estan por encima de la relacion 1:1. Esto indica menor particion a
espiga en el grupo SG y explicaria en parte, por qué la mayor asimilacion neta del
grupo SG en el Exp. lll no se traduce en mayor rendimiento.

Se efectué un andlisis mas detallado para analizar la determinacién del
rendimiento en el Exp. lll. La Fig. 9A muestra que el PG y el NG se relacionaron
negativamente (P < 0,0001, n=36). Sin embargo, no se encontrd una relacién entre el
indice fuente/destino (asimilacién neta por grano fijado) y el PG (Fig. 9B). Es decir, en
el Exp. lll el PG estuvo limitado por factores independientes de la relacién

fuente/destino.
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Fig. 9: Relacién entre nimero de granos y peso de grano en el Exp. Il (A) y entre la
relacion fuente/destino (asimilacion neta por grano fijado) y el peso de grano en el
Exp. lll (B). Cada dato representa una planta.

4. Discusion

4.1.  Estabilidad del cardcter SG en sequia

El AFV a floracion no predijo la duracion del AFV en estadios avanzados del
llenado de granos. En estadios avanzados del llenado de granos, el comportamiento de
los hibridos varié ligeramente entre experimentos. Por ejemplo, en el Exp. |, el hibrido
SG NK880 practicamente no se diferencid del hibrido NSG DK682, pero si lo hizo en los
experimentos Il y lll. Esto reafirma la existencia de la ya reportada interaccién G x E
para el caracter SG (Borrell et al., 2000a; Pommel et al., 2006; van Oosterom et al.,
1996). Por otra parte, Borrell et al. (2000a) han sugerido que en sorgo, la expresién del
caracter SG seria maxima bajo condiciones ambientales que permitan un buen
desarrollo del AFV en floracidn combinadas con un estrés hidrico severo en
postantesis. Los resultados presentados en este Capitulo también muestran que la

expresion del caracter SG es acentua en condiciones de sequia en post-floracion.

4.2.  Efectos de la sequia sobre el rendimiento y relacion con el cardcter SG

Evidencias previas sugieren que el caracter SG puede representar ventajas de
rendimiento en sorgo expuesto a sequia durante el periodo de llenado (Borrell et al.,
2000b). También se han reportado ventajas asociadas al caracter SG en lineas de maiz
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seleccionadas para tolerancia a la sequia (Banziger et al., 1999). Sin embargo, hasta el
momento son escasos los trabajos donde se analizan ventajas del caracter SG en
hibridos de maiz actuales, y esto destaca la originalidad de los resultados presentados
en este capitulo.

En los tres experimentos y en condiciones de secano, la covariable AFV tuvo
efectos sobre el rendimiento, indicando una ventaja del caracter SG. Sin embargo,
mientras que en los experimentos | y Il las ventajas del grupo SG se relacionaron con
ambos componentes del rendimiento, NG y PG (Exp. I) o con mayor PG (Exp. Il), en el
Exp. lll las ventajas del grupo SG fueron menos evidentes y sélo se relacionaron con
aumentos en el NG. La relacién entre el caridcter SG y el NG sugiere que aquellos
factores involucrados en la demora de la senescencia también pueden tener efectos en
estadios tempranos del periodo reproductivo. Por ejemplo, si una mayor capacidad de
extraccion de agua y N fuera el factor que en ultimo término conduce al fenotipo SG,
seria esperable que en condiciones de sequia los genotipos SG presenten mayor
resistencia al estrés y menor aborto de granos. Banziger et al. (2002) estudiaron lineas
de maiz en un rango de ambientes deficitarios en N, y reportaron mayores
rendimientos en los genotipos SG, que se asociaron a mayor NG y mayor PG. Los
autores proponen que el mayor NG en genotipos SG seria consecuencia de mayor
disponibilidad de asimilados alrededor de floracién. Similares resultados han sido
reportados en sorgo, donde el NG se relaciond significativamente con la retencion de
AFV a madurez y/o con la tasa de senescencia (Borrell et al., 2000). Una explicacién
complementaria es que el mayor NG en genotipos SG podria estar relacionado al
contenido de citocininas. Se ha reportado un mayor contenido de citocininas en
genotipos SG de sorgo en condiciones de deficiencias de N (Ambler et al., 1992) y en
genotipos SG de maiz (He, 2005). Las citocininas podrian reducir el aborto de flores.
Young et al. (2004) expresaron una enzima clave en la sintesis de citocininas (iso-
pentenil-transferasa, IPT) bajo el control de un promotor inducible durante la
senescencia (SAG-12). La expresion de la enzima IPT se observd alrededor de floracién,
y redujo el aborto de pistilos y de la flor basal de la espiguilla resultando en dos flores
funcionales por espiguilla. A partir de estos resultados, Young et al. (2004) sugieren

gue las citocininas podrian tener un papel importante sobre el destino de los pistilos
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durante el desarrollo de las espiguillas, y a través de esta via, sobre la determinacién
del niumero de flores potencialmente viables.

Considerando que en el Exp. lll el grupo SG presentd mayor asimilacién neta,
mayor relacion fuente/destino, mayor MS total y menor particién a espiga en
comparacion con el grupo NSG, se especula que el llenado de granos estuvo limitado
por otros factores distintos a la disponibilidad de fotoasimilados. En parte, el bajo PG
encontrado en el grupo SG pudo estar relacionado a limitaciones por deficiencia de N
en los destinos (Below et al., 2000; Cazetta et al., 1999). Esto podria ser esperable
contemplando que en el Exp. lII: (i) la fertilizacién nitrogenada fue baja (23 kg N ha™) y
(ii) la textura arenosa del suelo implica que el N aplicado en la fertilizacién
probablemente es pobremente retenido en las particulas del suelo y altamente
susceptible al lavado. Considerando el item (ii) es altamente probable que después de
floracion, el N disponible para el llenado de granos dependid enteramente de la
removilizacion del N foliar, de modo que la retencién del N foliar, actuando a favor de
la asimilacion de C, pudo haber ocurrido en detrimento de la disponibilidad de N en los

granos.

4.3.  Posibles mecanismos involucrados en la asimilacion neta durante el
llenado de granos
En los tres experimentos realizados, el grupo SG presentd mayor asimilacién
neta durante el llenado de granos (experimentos | y lll) o al menos durante el periodo
de estrés (Exp. ll). Estas diferencias podrian estar relacionadas tanto a una mayor
eficiencia de uso de la radiacion interceptada como a una mayor radiacion
interceptada durante el periodo de llenado de granos.

La inhibicion de la fotosintesis C4 en condiciones de estrés hidrico ha sido atribuida
tanto a efectos directos del cierre estomatico y a Gs (Lal & Edwards, 1996) como a
factores no estomaticos (Ghannoum, 2009). Ademads, Gs puede tener influencia sobre
la fotosintesis mediante la reduccion de la temperatura del canopeo, por lo que
variaciones en Gs también pueden manifestarse como aparentes limitaciones no
estomaticas (Richards, 2000). En este capitulo, la importancia de los factores

estomaticos se manifiesta en la relacion hallada entre la asimilaciéon neta durante el
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periodo de estrés (o en estadios intermedios del llenado de granos para el Exp. lll) y
Gs, especialmente cuando se consideraron las mediciones de Gs en el rango inferior
durante ese periodo (Fig. 4). Hirasawa & Hsiao (1999) reportaron que la tasa
fotosintética de maiz a la tarde fue menor que a la mafiana, pero estas diferencias se
anularon al aumentar la concentracion interna de CO; en la cdmara de medicion: la
tasa fotosintética a la tarde fue igual a la de la mafiana si se aumentaba la Ci de 300 a
1000 micromoles mol™, sugiriendo limitaciones estomaticas de la fotosintesis. Ademas,
las curvas de asimilacidn neta vs. concentracidn interna de CO, fueron idénticas entre
manana y tarde, aun con grandes variaciones en el déficit de presiéon de vapor
(Hirasawa & Hsiao, 1999). Lal & Edwards (1996) encontraron que el indice J/A (relacion
entre tasa de transporte de electrones y asimilacion de CO,), aumenta en maiz y
amaranto bajo condiciones de estrés, sugiriendo que la fotosintesis esta limitada por
CO,. En los muestreos donde se registraron los menores valores de Gs, el grupo SG
presentd mayores valores de Gs que el grupo NSG, sugiriendo un mayor consumo de
agua en el grupo SG. Este es un aporte novedoso al conocimiento existente hasta el
momento, ya que (segun nuestro conocimiento) no existian evidencias previas donde
se analizara Gs en hibridos de maiz diferentes para el caracter SG.

Siendo que en plantas C4 la fotorrespiracion no es un destino alternativo de
electrones (Ghannoum, 2009) se puede asumir que ETR es un indicador directo de la
actividad fotosintética (Earl & Tollenaar, 1999) y por lo tanto, de la inhibicion de la
actividad fotosintética en condiciones de sequia (Ripley et al., 2007). Los resultados
presentados en este capitulo indican mayores valores de ETR a la mafiana respecto al
mediodia o a la tarde (Fig. 5A vs. 5B o 5C). Hirasawa & Hsiao (1999) también
reportaron maximas tasas fotosintéticas de maiz alrededor de las 11 hs, y una
diminucidén a partir de entonces. La reduccién de la fotosintesis a partir del mediodia
ha sido relacionada con limitantes estomaticas (Hirasawa & Hsiao, 1999) asociadas al
déficit de presién de vapor (independientemente del contenido de agua del suelo).
Esto concuerda con los resultados presentados en este capitulo, ya que la relaciéon
entre ETR y Gs fue polindmica al mediodia (Fig. 5B) y lineal a la tarde (Fig. 5C), aun
cuando se incluyd en el andlisis al tratamiento regado. Si bien a la mafiana no se
detectd relacidon entre ETR y Gs, los datos presentados no permiten determinar la

ocurrencia de limitaciones no estomaticas. Ripley et al. (2007) sugieren que las
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limitantes metabdlicas de la fotosintesis en condiciones de sequia severa son mas
importantes en la via C4 respecto a la via Cs. Las limitantes metabdlicas han sido
atribuidas a cambios en el contenido (Tezara et al., 2002) y actividad (Tenhunen,1984)
de Rubisco, reducciones en la sintesis de ATP y la regeneracién de RuBP (Flexas &
Medrano, 2002), menor contenido de clorofila y menor eficiencia fotoquimica (Ogren
& Oquist, 1985; da Silva & Arrabacxa, 2004). Sélo el contenido de clorofila fue medido
en este capitulo y a los 23 DDF fue menor en secano y en el grupo NSG (datos no
mostrados).

Sumado a las diferencias en la eficiencia de uso de la radiacidn interceptada, las
diferencias en asimilacién neta pueden estar asociadas también a la intercepcién total
de radiacion durante el llenado de granos. La sequia reduce la radiacidn interceptada a
través de sus efectos sobre la senescencia foliar (Earl & Davies, 2003). En este capitulo
se muestra que los hibridos SG presentaron mayor retencion de AFV y mayor
contenido de clorofila en estadios avanzados del llenado de granos. Resulta esperable
que aquellos genotipos que logren prolongar la duraciéon del AFV intercepten mayor
radiacion y asimilen mayor cantidad de MS durante el llenado de granos (Fig. 7). Segun
(Richards, 2000) la arquitectura del canopeo adquiere relevancia cuando el indice de
area foliar (IAF) excede un valor de 3, especialmente cuando el maximo crecimiento
del cultivo ocurre durante el verano. Esto significa que para IAF mayores a 3, el auto-
sombreo entre hojas comienza a tener un rol importante. En los resultados de este
capitulo, el IAF en estadios avanzados del llenado de granos (calculado a partir del
rango presentado en la Fig. 7 y a una densidad de 8 pl m?) varié en un rango
aproximado entre 0 y 1,6 en el Exp. | (Fig. 7A) y entre 2 y 4 en los experimentos Il y llI
(Figs. 7B y 7C). Esto explicaria la mayor pendiente encontrada en el Exp. | respecto a
los experimentos Il y Ill para la relacidn entre AFV y asimilacidon neta. Ademas, esto
implica que las ventajas del cardcter SG se expresarian mas intensamente cuanto
mayor es la tasa de senescencia, ya que cuanto menor sea el follaje remanente, mayor

serd el aporte relativo de cada unidad de AFV a la fotosintesis del canopeo.

4.4.  Particion a espiga y relacion con el cardcter SG
En general existe una fuerte relacién negativa entre la asimilacion neta durante

el llenado de granos y la removilizacién de reservas hacia la espiga (Borras & Otegui,
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2001). En sorgo, (Borrell et al., 2000b) discuten si la menor utilizacién de reservas del
tallo en los genotipos SG implica un costo sobre el rendimiento y concluyen que no
porque en su estudio, los hibridos SG alcanzaron entre 25 y 50 % mads rendimientos
que los hibridos NSG. La tasa relativa de senescencia se relacioné positivamente con la
removilizacién de reservas en condiciones de estrés durante todo el ciclo (Borrell et al.,
2000b).

Los resultados presentados en este capitulo parecerian sugerir una menor
particién de asimilados a la espiga en el grupo de hibridos SG (Fig. 8). Considerando
qgue en los experimentos | y Il el grupo SG alcanzé mayor PG en secano respecto al
grupo NSG, la menor particion a espiga observada en estos experimentos podria estar
relacionada con que en el grupo SG los destinos alcanzaron su tamafio potencial y por
lo tanto el excedente de asimilados se acumuld en la MS vegetativa. En contraposicion,
la menor particidn a espiga observada en el Exp. lll en los hibridos SG no se relaciona a
un alto PG (que permitiera suponer que los granos alcanzaron su tamafio potencial). Es
posible que en este experimento, los destinos pudieron estar limitados por nitrégeno.
Esto explicaria por qué los componentes del rendimiento se relacionaron en forma
negativa (Fig. 9A) aun cuando la relacién fuente/destino no se relaciond con el PG (Fig.

9B).

5. Conclusiones

Los genotipos estudiados presentaron diferencias en la duracién del AFV y del
contenido de clorofila, distinguiéndose dos grupos (SG y NSG). En los tres
experimentos y en condiciones de estrés el grupo SG presentd mayor asimilacion neta
de MS durante el llenado de granos. Dado que la asimilacidon neta se asocid con Gs, y
gue Gs se asociod con el caracter SG, la mayor asimilacion neta en los hibridos SG podria
estar, en parte, asociada a una mayor Gs (y menores limitantes estomaticas de la
fotosintesis). Ademas, ETR en secano a la mafiana no se relaciond con Gs y si se
relacioné con el cardcter SG, sugiriendo menores limitantes no estomaticas de la
fotosintesis en este grupo. También la mayor asimilacién neta del grupo SG es
atribuible a una mayor retencién de AFV en estadios avanzados del llenado de granos.

Esto implica que el caracter SG estuvo asociado a una mayor eficiencia de uso de la
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radiacion interceptada, y a una mayor radiacion interceptada durante el llenado de
granos.

Las diferencias en asimilacién neta resultaron en ventajas del rendimiento en
secano en dos de los tres experimentos evaluados. En el tercer experimento, el grupo
SG no presentd mayor rendimiento, y a pesar de presentar mayor relacién
fuente/destino que el grupo NSG, el PG fue menor. En este caso, la disponibilidad de
fotoasimilados durante el llenado de granos no explica las diferencias observadas en
rendimiento. Se sugiere que limitaciones de tipo nutricionales en los destinos pudieron
haber restringido el uso de los fotoasimilados disponibles, y el crecimiento de los

granos en el Exp. lll. Este aspecto serd analizado en los capitulos siguientes.
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CAPITULO 3
SENESCENCIA FOLIAR Y RENDIMIENTO EN HiBRIDOS DE MAIz
FRENTE A VARIACIONES EN LA DISPONIBILIDAD DE NITROGENO

1. Introduccidn

1.1.  Importancia del problema

El uso de fertilizantes nitrogenados ha aumentado en forma exponencial: desde
1,3 millones de toneladas métricas (MMt) en 1930, a 10,2 MMt en 1960, alcanzando
las 90 MMt en 2004 y proyectandose a las 240 MMt para el afio 2050 (Good et al.,
2004). El constante aumento del precio de los hidrocarburos, y consiguientemente de
los fertilizantes nitrogenados, plantean el interrogante de cdmo serdn satisfechas estas
demandas en el futuro. Tanto un uso excesivo como un uso insuficiente (que no llegue
a reponer la cantidad de N extraida por lo cultivos) de fertilizantes implican un
deterioro ambiental.

En Argentina, y asumiendo que en soja la fijacion biolégica del nitréogeno
atmosférico representa un 50% del N extraido por el cultivo, (i.e., sin considerar la
proporcién de N fijado en el balance de extraccidon de nutrientes), Cruzate & Casas
(2009) calcularon que en la campaia 2006-07 sélo se aporté mediante fertilizacién el
40% del N extraido en total por los principales cultivos (soja, girasol, maiz, trigo, arroz y
sorgo). Esto deja en evidencia un planteo agricola no sustentable que redunda en una
pérdida progresiva del capital suelo. Para evitar que la situacion siga empeorando, sera
necesario reponer al menos el total de los nutrientes extraidos por lo cultivos.

En el contexto productivo sera necesario combinar practicas sustentables de
uso del suelo, con genotipos que presenten mayor eficiencia en el uso de nutrientes. El
requerimiento de nutrientes de un genotipo dependera directamente de cual sea su
destino de uso. Un aumento en el indice de cosecha de N (alto contenido de proteinas)
seria deseable si el grano es utilizado en la dieta humana, especialmente en contextos
con pobre acceso a otras fuentes de proteina. No obstante, cuando no es necesario un
alto contenido de proteina en granos, un bajo ICN (considerando la permanencia del
rastrojo en el campo) sumado a una alta eficiencia de absorcion y utilizacién del N

optimizaria el uso de este insumo.
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Este escenario plantea la necesidad de orientar la mejora hacia cultivos con
mejor eficiencia de uso del N. La eficiencia en el uso del N se define como el
rendimiento en grano por unidad de N disponible en el suelo (Ribaut et al., 2008). La
EUN es la resultante de la eficiencia de absorcion del N disponible en el suelo (EAbsN),
y la eficiencia de utilizaciéon del N (EUtN, rendimiento alcanzado por unidad de N
absorbido) (Hirel et al., 2007; Hirel et al., 2005). Ciampitti & Vyn (2012) analizaron
datos publicados del rendimiento del maiz frente a variaciones en la oferta de N,
discriminandolos segun el afio de liberacion de los hibridos (hibridos de la “vieja era”,
1940-1990, y de la “nueva era”, 1991-2011). Estos autores concluyen que el proceso
de mejora ha resultado en una mayor EUtN (principalmente a través de una dilucién
del contenido de proteina en grano) y mayor EAbsN (a nivel de cultivo, mientras que a
nivel de planta esta variable no ha cambiado). No obstante, es necesario destacar que
los rendimientos promedio de estos trabajos fueron un 67% mayores al promedio
mundial para esos anos (Ciampitti & Vyn, 2012). En este contexto, la aparente mayor
EUN en hibridos modernos podria estar relacionada a que en ambientes con estrés
medio- bajo, el aumento de la densidad de plantas mejora la eficiencia en el uso del
insumo, limitando la extrapolacién de estas conclusiones a ambientes con estrés mas
severo.

Entre las principales especies cultivadas, el maiz es uno de los que mayor
variabilidad genética presenta en la respuesta del rendimiento a la disponibilidad de N
(Wang et al., 1999). Se ha reportado variabilidad genotipica de la respuesta del
rendimiento a la disponibilidad de N (Gallais & Coque, 2005; Hirel et al., 2007; Paponov
et al., 2005). Esto implica que genotipos adaptados a ambientes deficientes en N no

muestran la misma ventaja relativa en ambientes ricos en N.

1.2.  Variables que definen el rendimiento bajo deficiencias de N

Un ideotipo deberia combinar alta EAbsN y alta EUtN; ademas, si el objetivo del
productor incluye caracteristicas nutricionales del grano (como fuente de proteinas), el
genotipo ideal también deberia presentar un alto indice de cosecha de N (ICN). La
EAbsN y la EUtN suelen relacionarse en forma negativa (Gallais & Coque, 2005). En
parte, la variabilidad genética encontrada puede explicarse porque la importancia

relativa de los componentes que definen la EUN varia en funcion de la disponibilidad
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de N: en ambientes con alta disponibilidad de N, la EAbsN adquiere mas importancia
relativa mientras que en ambientes deficientes en N la EUtN es la que mejor define el
rendimiento (Gallais & Coque, 2005). Se han detectado QTLs para rendimiento que
colocalizan con QTLs para caracteres relacionados con la EUN; a baja disponibilidad de
N, la variacion encontrada para QTLs relacionados con la EUtN tiene una importancia
mayor que la variacién encontrada para EAbsN (Gallais & Coque, 2005). El andlisis se
hace mas complejo aln, considerando que se ha reportado interaccidon genotipo x
disponibilidad de N para la EAbsN (Pommel et al., 2006; He et al., 2001). En el Capitulo
5 se profundiza sobre el metabolismo de compuestos nitrogenados durante la

senescencia, un aspecto involucrado en la EUtN.

1.3.  Efectos fisioldgicos de la deficiencia de N durante el ciclo del cultivo

En maiz, la deficiencia de N durante el periodo vegetativo reduce el contenido
de clorofila por unidad de area foliar y, en menor medida, la expansién foliar,
resultando en una disminucidén de la radiacién interceptada (Hirel et al., 2007; Uhart &
Andrade, 1995). Ademas, dado que el contenido de N foliar se relaciona con la
capacidad fotosintética (Hikosaka, 2005; Paponov et al., 2005), las deficiencias en N
también impactan negativamente sobre la eficiencia de uso de la radiacién
interceptada (Hirel et al.,, 2007; Uhart & Andrade, 1995). A partir de floracién, la
deficiencia de N acelera la senescencia foliar, reduciendo ain mas la intercepcién
luminica y la eficiencia de uso de la radiacion.

La deficiencia de N en floracién y post-floracién afectara negativamente el
rendimiento a través de sus dos componentes, NG y PG. El NG es afectado de forma
indirecta través de la reduccién en la disponibilidad de fotoasimilados durante el
periodo critico (Uhart & Andrade, 1995). En cambio, el PG es afectado directamente
por la deficiencia de N, especialmente durante las dos semanas post-floraciéon cuando
se determina el PG potencial (Gallais & Coque, 2005).

Los efectos del N sobre el crecimiento y desarrollo de los granos ocurren a
través de variaciones en la actividad de enzimas especificas (Below et al., 2000; Cazetta
et al., 1999; Gallais & Coque, 2005). En experimentos in vitro, el aumento del
suministro de N promovid la actividad de invertasas, sacarosa sintasa y aspartato

amino-transaminasa (Cazetta et al., 1999). Entre éstas, las invertasas tendrian un rol
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principal. La transferencia de asimilados desde el floema a los granos ocurre
principalmente por via apoplastica (Doehlert et al., 1988), por lo cual, el aumento del
gradiente de concentracion de sacarosa entre el floema y los granos facilita la
transferencia de asimilados. Las invertasas apoplasticas, a través del clivaje de sacarosa
en hexosas, estarian involucradas en mantener este gradiente (Koch et al., 1996) y por
lo tanto, en la utilizacion de los asimilados disponibles (Below et al., 2000). Se han
encontrado que QTLs relacionados a la EUN co-localizan con genes que codifican para
invertasas en maiz (Gallais & Coque, 2005).

Especialmente a partir de floracidn, tanto la asimilacién primaria de N por la
raiz como la removilizacién de N desde las hojas senescentes contribuyen a abastecer
la demanda de N de los destinos (Hirel et al., 2007). En esta etapa, el N absorbido por
la raiz puede representar hasta un 60% del N aportado a los granos (Coque & Gallais,
2007). El aporte restante proviene de reservas de N removilizadas desde las hojas
durante la senescencia foliar, que pueden representar hasta el 70% del N presente en
la planta (Gallais & Coque, 2005). Se ha reportado una relacién negativa entre la
removilizacion de N y la absorcion de N en postantesis (Gallais & Hirel, 2004). Esto se
explica porque la removilizacién estd relacionada con la degradacién de proteinas en
hojas senescentes, mientras que la absorcion estd vinculada con hojas

fotosintéticamente activas y por lo tanto, capaces de abastecer con C a la raiz

1.4. Fundamentos y planteo de la hipotesis

Los resultados del Capitulo 2, muestran que la demora en la senescencia de los
genotipos SG se traduce en una mayor disponibilidad de fotoasimilados durante el
llenado. Esto permitiria mantener el suministro de fotoasimilados a los granos
abasteciendo al mismo tiempo la demanda de C de la raiz, y por lo tanto manteniendo
la absorcion de N edéfico en post-floracién (Ma & Dwyer, 1998). La absorcidon de N en
post-floracién, aliviaria la demanda de N por lo granos, retrasando el inicio de la
senescencia, i.e., una retroalimentacién positiva sobre la expresidon del caracter SG.
Existen evidencias de que los genotipos SG de maiz y sorgo presentan mayores
rendimientos que genotipos estandar en ambientes que presentan deficiencias de N

(Banziger et al., 1999; Banziger et al., 2002; Borrell & Hammer, 2000; Ma & Dwyer,
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1998; Rajcan & Tollenaar, 1999a). Las hipdtesis planteadas para el presente capitulo

son:

(2) En condiciones de deficiencias de nitrégeno, la demora en la senescencia foliar
estd asociada a mayor produccion de fotoasimilados y mayor rendimiento.
(2.1.) En condiciones de deficiencias de nitrégeno, los genotipos SG presentan
mayor produccion de fotoasimilados en post-floracién.
(2.2.) En condiciones de deficiencias de nitrégeno, los genotipos SG presentan

mayor rendimiento.

2. Materiales y Métodos

2.1 Disefio experimental

Se realizaron dos ensayos a fin de determinar si la senescencia demorada de
hibridos SG de maiz confiere una ventaja en rendimiento en ambientes con estrés por
baja disponibilidad de N. En total se realizaron 12 tratamientos que consistieron en
combinaciones de (i) Disponibilidad de N e (ii) Hibridos. ElI tratamiento de
disponibilidad de N consistié en la aplicacién de tres dosis de N en forma de urea: 0,
100 y 200 kg de N ha' que serdn mencionados como NO, N100 y N200
respectivamente. Todos los tratamientos recibieron ademas, 18 kg de N ha™ en forma
de fosfato diamodnico (FDA, ver detalles para cada experimento) a la siembra. Los
genotipos (4 hibridos simples de maiz) fueron seleccionados en base a su
comportamiento contrastante en la demora de la senescencia foliar bajo condiciones
de estrés hidrico (Capitulo 2). El comportamiento de estos hibridos bajo sequia en
post-floracién permitié clasificar a AW190 y DK682 como NSG y a AX878 y NK880 como
SG.

Los ensayos se realizaron durante las campanas 2010-11 y 2011-12 en la
Estacion Experimental “Julio Hirschhorn” de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional de La Plata, situada en Los Hornos, Pcia. de Buenos Aires. Las
parcelas consistieron en 4 surcos distanciados a 0,7 m entre si, y tuvieron una

superficie de 19,6 m? (2,8 m de ancho x 7 m de largo). Se realizaron cuatro
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repeticiones para cada combinacién de nivel de N x hibrido. El disefio del ensayo
correspondid a un diseiio de bloques donde el nivel de N fue aleatorizado en la parcela
principal mientras que los hibridos fueron aleatorizados en cada sub-parcela. Para
evitar efectos residuales del fertilizante aplicado entre un ensayo y el siguiente, la
superficie total del ensayo correspondiente al Exp. | fue delimitada en sus vértices.
Esto permitié que en el Exp. Il, la disposicion de los tratamientos (N x Hibrido)
correspondiera exactamente a la disposiciéon del Exp. I. El suelo corresponde a un
argiudol tipico (Soil Conservation Service 1994). En el 2010 se tomaron muestras de
suelo en el lote para estimar contenido de P y N. Antes de la siembra el contenido de N
total en los primeros 20 cm de suelo fue de 1430 ppm y el contenido de P fue de 6
ppm. Esto equivale a 2860 kg de N total por ha™ en los primeros 20 cm de suelo.

En ambos ensayos las semillas fueron sembradas en forma manual (dos
semillas por hoyo) y raleadas entre 10 y 20 dias después de emergencia (DDE) hasta
lograr una densidad final de 80000 pl ha™. Las parcelas se mantuvieron regadas
durante todo el ciclo, y libres de malezas mediante aplicacion de herbicidas cuando fue
necesario.

Experimento I

Las semillas fueron sembradas el 12-11-2010. La emergencia ocurrié el 20-11-
2010. Todas las parcelas fueron fertilizadas en V2 con 45 kg P ha™ y 18 kg N ha'
(aplicado en forma de FDA). En V3, los tratamientos N100 y N200 fueron fertilizados
con 100 kg de N ha™. En V6, se aplicaron 100 kg de N ha™ (en forma de urea) en el
tratamiento N200. La emergencia de estigmas (R1) ocurrid +/- 2 dias alrededor del 31-
01-2011.

Experimento II.

Las semillas fueron sembradas el 26-10-11. La emergencia ocurrié el 3-11-2011.
Todas las parcelas fueron fertilizadas en emergencia con 45 kg P ha' y 18 kg N ha™
(aplicado en forma de FDA). En V3, los tratamientos N100 y N200 fueron fertilizados
con 100 kg de N ha™. En V7 el tratamiento N200 recibié una segunda dosis de urea
correspondiente a 100 kg de N ha™. La emergencia de estigmas (R1) ocurrié +/- 2 dias

alrededor del 07-1-2012.

2.2. Mediciones generales
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El procedimiento para efectuar las mediciones que se enumeran a
continuacion, ha sido descripto en el Capitulo 2. A partir de floracidn, se realizaron
muestreos destructivos periddicos hasta madurez fisiolégica (MF). La fecha de
madurez fisioldgica se determind cuando el 50% de las plantas medidas en cada
tratamiento (n=8) presentd la formacion de capa negra en granos de la porcidon media
de la espiga. Para cada tratamiento y fecha de muestreo, se cosecharon 2 plantas por
parcela, por lo que todos los promedios presentados corresponden a 8 plantas por
tratamiento. En cada muestreo destructivo se analizé la progresién de la senescencia
foliar en términos de AFV y mediciones de SPAD a lo largo del perfil vertical de la
planta.

A partir de los muestreos destructivos se analizé el patron de acumulacién de
MS desde floracidn. La removilizacién, la acumulacion de MS, y el crecimiento de
espiga se calcularon en base al promedio de 8 plantas por tratamiento, como se
describe en el Capitulo 2. En ambos experimentos, la acumulacién de MS presenté un
patrén caracteristico para cada nivel de N y genotipo. Por este motivo, se realizé un
analisis complementario que consistié en dividir el periodo de acumulacién de MS en
dos sub-periodos definidos por la ocurrencia de temperaturas minimas inferiores a
10°C. Evidencias previas demuestran que entre los 9 y 10°C, se reduce sustancialmente
la tasa de intercambio fotosintético (Dwyer & Tollenaar, 1989) y la actividad de
enzimas especificas (Du et al., 1999; Naidu et al., 2003). El rendimiento se calculd
sobre la base de las espigas de 20 plantas consecutivas muestreadas en los dos surcos
centrales de cada parcela (10 plantas por surco, 80 plantas por tratamiento). Los

componentes NG y PG, se calcularon como se describe en el Capitulo 2.

2.3. Registro no destructivo de la senescencia foliar

A partir de floracidn, 8 plantas por tratamiento (2 plantas por parcela) fueron
identificadas a fines de realizar un registro no destructivo (visual) de la evolucién de la
senescencia. La senescencia foliar se registré6 semanalmente (o 2 veces por semana a
partir de aprox. 30 DDF) en términos de porcentaje de tejido muerto (seco) en cada
hoja de la planta. El AFV de cada hoja se calculé como la diferencia entre el AFV de la

hoja medida en el primer muestreo destructivo (c.a. 7 DDF) y el area foliar
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representada por el porcentaje de hoja senescente y seca estimado en forma visual.
Como convencién, se hard referencia a las distintas hojas de la planta siguiendo el
siguiente criterio: la hoja adyacente a la espiga se denominara “hoja 0”; las hojas por
encima de la espiga seran denominadas consecutivamente con nimeros positivos
(hoja +1, +2, etc.) y las hojas por debajo de la espiga serdn denominadas
consecutivamente con numeros negativos (hoja -1, -2, etc.). Para el procesamiento de
los datos y la expresién de los resultados, se fracciond el canopeo en tres estratos
representando cada uno de ellos aproximadamente un tercio del AFV total de la planta
en madurez: estrato superior (hojas +7 a +1), estrato medio (hojas 0 a -2) y estrato
inferior (hojas -3 a -7).

Durante el periodo reproductivo, frecuentemente pueden distinguirse una fase
inicial, relativamente lenta, de disminucidn del AFV, seguida por una fase mas rapida
en estadios avanzados del llenado (Borras et al., 2003; de la Vega et al., 2011). El
momento en que la tasa de senescencia se acelera (“punto de quiebre, PQ” de la
relaciéon entre AFV y tiempo térmico) ha sido utilizado previamente como indicador de
caracter SG (v.g., Borrell et al., 2000), y sera utilizado en este Capitulo con el mismo fin
El PQ se calculé mediante una regresién por partes entre el AFV (registro visual) y el
tiempo térmico acumulado desde floracion. Para esto se utilizd un software (Infostat,
2009) que ajusta la serie de datos a una regresion en dos tramos. La ordenada al
origen del segundo tramo de la regresion (es decir, el valor de x donde comienza el
segundo tramo), es el PQ. En la serie de datos de AFV se consideraron solamente
valores desde floracién hasta alcanzar ca. el 10 % del AFV maxima a fines de evitar que
valores muy bajos de AFV hacia el final del ciclo alteraran el ajuste del segundo tramo
de la regresién. Completado el ciclo del cultivo, es posible registrar valores menores al
10% del AFV, pero mayores que 0, durante periodos prolongados de tiempo, aun
cuando el llenado de los granos ha finalizado. Es evidente que esta pequena area foliar
remanente no tiene importancia fisioldgica en el llenado, y por eso se evitd

incorporarla al analisis de la evolucién del AFV.

2.4. Intercepcidn de radiacion
La intercepcion de luz medida al mediodia es un buen indicador de la

intercepcién de radiacién por el canopeo a lo largo del dia (Earl & Davis, 2003) y puede
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ser estimada como la inversa de la transmitancia aparente (i.e., sin considerar la
reflexion de luz por el canopeo). La transmitancia de luz a través del canopeo se
registré con un ceptémetro de 1 m de longitud (Accupar Model 80, Decagon devices).
Las mediciones se realizaron en las 2 hs alrededor del mediodia, a nivel del suelo y a
distintas alturas del canopeo (hoja +3, hoja 0 y hoja -3) atravesando el ceptometro en
diagonal entre los dos surcos centrales de cada parcela; se obtuvieron 8 valores por
tratamiento (N x Hibrido). Los valores de transmitancia se expresaron como porcentaje

respecto a la irradiancia incidente por encima del canopeo.

2.5. Eficiencia fotosintética

A partir de floracidn, se realizaron mediciones instantdneas de la fluorescencia
modulada de la clorofila para estimar la tasa de transporte fotosintético de electrones
en el fotosistema Il (ETR) con un fluorimetro modulado de la clorofila (FMS2,
Hansatech, UK). Las mediciones se realizaron en 8 plantas por tratamiento (2 plantas
por parcela), seleccionando plantas sobre los surcos centrales de cada parcela. En
estos experimentos se esperaba que los tratamientos impactaran fuertemente en la
capacidad fotosintética de las hojas, y que las limitaciones estomaticas tuvieran menos
importancia, ya que las parcelas estuvieron regadas durante todo el ciclo. Por este
motivo, la actividad fotosintética sdlo se mididé alrededor del mediodia cuando, debido
a la mayor irradiancia, se esperaba que las diferencias genotipicas se expresaran con
mayor intensidad. Las mediciones se hicieron sobre porciones de la hoja que
estuvieran expuestas a luz directa en su posicion natural. ETR fue medida en las 2
horas alrededor del mediodia en la porcién media de la hoja de la espiga y en una
posicién intermedia entre la nervadura principal y el borde de la hoja.

La tasa de transporte fotosintético de electrones se calculé como en Maxwell y
Johnson (2000) segun la formula: @ FSII x PAR x Abs x 0,5
Donde @ FSIl es el rendimiento cuantico del fotosistema I, PAR es la radiacién
fotosintéticamente activa medida por el sensor del fluorimetro, Abs es la absorbancia
de la hoja y 0,5 un factor que toma en cuenta el hecho de que la radiacién absorbida
se reparte entre los fotosistemas | y Il.

Como la absorbancia de las hojas puede variar sustancialmente entre

tratamientos (fundamentalmente dosis de N) y durante la senescencia, previo al inicio
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de estas mediciones se determind la relacion entre los valores de SPAD de una hoja (se
tomaron para esto sectores de hojas homogéneas) y su absorbancia verdadera medida
con una esfera integradora (gentileza del Laboratorio de Luminotecnia, CICBA). Sobre
el sitio de medicidn de ETR se midié el SPAD de la hoja, a fin de ajustar las mediciones
de ETR en funcién de la absorbancia de cada hoja en particular segin la férmula:

Abs= 0,008 Unidades SPAD + 0,356 (R=0,926)

2.6. Andlisis Estadistico

Los datos se analizaron con el software STATISTICA 5.1. (StatSoft, Inc.). Las
diferencias entre experimentos se analizaron mediante ANOVA; se utilizaron como
factores fijos el experimento, la dosis de N y el hibrido, y como variable dependiente
cada una de las variables de interés. En cada experimento, los efectos de los distintos
tratamientos también fueron analizados mediante ANOVA, donde los factores fijos
correspondieron a la dosis de N y el hibrido y la variable dependiente a cada una de las
variables de interés en cada experimento. Cuando se presentaron efectos significativos
de los tratamientos, o interaccion entre ellos, las diferencias se analizaron mediante el
test de diferencias minimas significativas (DMS). En los graficos o tablas donde se
presentan letras, las mismas letras corresponden a grupos homogéneos para DMS (P <
0,05).

A fines de detectar el impacto del cardcter SG sobre variables asociadas al
rendimiento, se realizé un analisis de covarianza utilizando el PQ (una variable
indicadora del caracter SG) como covariable. Dado que la covariable no es un factor
fijo, no es posible analizar los efectos diferenciales de la covariable simultdneamente
en mas de un tratamiento. Por este motivo, el analisis de covarianza se realizd para
todos los tratamientos de N y alternativamente, sélo para el tratamiento NO. De esta
forma, se evité que diferencias genotipicas que ocurran en ambientes con baja o nula
deficiencia de N (N100, N200) sobrevaluen la importancia del caracter SG en
ambientes con deficiencia moderada- alta (NO).

Otros detalles del analisis estadistico se describen en el Capitulo 2.
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3. Resultados

3.1.  Caracterizacion meteoroldgica

Las condiciones climaticas variaron entre experimentos. En el Exp. | (Fig. 1A), las
temperaturas medias fueron mas bajas, las temperaturas maximas no superaron los
30°C, y las temperaturas minimas fueron inferiores a los 10°C a partir de los 40 DDF. En
cambio, en el Exp. Il (Fig. 1B) las temperaturas medias fueron mayores, las maximas
superaron los 30°C hasta los 40 DDF, y las minimas se mantuvieron por encima de 10°C

hasta aprox. los 70 DDF.

Exp | Exp Il

—— T° media
——- T° maxima
T° minima

Temperatura (°C)

0 . . . . . . . .
0 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100

Dias después de floracién Dias después de floracion

Fig. 1: Temperaturas maximas, medias y minimas diarias desde floracion y hasta
madurez fisioldgica en los experimentos | (A) y Il (B).
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3.2.  Evolucion de la senescencia foliar

En ambos experimentos, el AFV a floracién aumentd (P < 0,05) con el nivel de N
(Figs. 2 y 3). En el Exp. | existid interaccion N x hibrido, y en el Exp. Il se detectaron
efectos del hibrido para el AFV a floracién. El AFV a floracién fue significativamente
menor en DK682 respecto a los demas hibridos en el tratamiento NO del Exp. | (0,40 vs
0,47 m™? pI™) mientras que en el Exp. Il las diferencias entre hibridos se redujeron (0,39
vs 0,34 m?pl™).

En ambos experimentos, la senescencia foliar se aceleré conforme se redujo la
disponibilidad de N (Figs. 2 y 3). En las Figs. 2 y 3 puede observarse un cambio en la
evolucién de la senescencia, con una primera fase inicial lenta, y una fase final mas
rapida. En ambos afios el ANOVA detectd efectos significativos (P<0,05) del N y el
hibrido para el inicio de la fase rdpida de senescencia. El inicio de la fase rapida de
senescencia ocurrid mas temprano en el tratamiento NO de ambos experimentos,
mientras que no hubo diferencias entre N100 y N200 (Figs. 4A y 4B). Con respecto a los
hibridos, en ambos afios la fase rapida de senescencia comenzé mds temprano en el
hibrido NSG DK682; el hibrido AW190 (NSG en el Capitulo 2) presenté un
comportamiento moderadamente SG y no se diferencié de AX878 (SG en el Capitulo
2). El hibrido SG NK880, en ambos experimentos, fue el que comenzd la fase répida de
senescencia mas tardiamente (Figs. 4C y 4D). A partir de estos resultados, en este
Capitulo, los hibridos seran caracterizados como NSG (DK682), moderadamente SG

(AW190 y AX878) y SG (NK880).
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Exp I, NO Exp I, N100 Exp I, N200

0,30
0,25 - AX
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0,10

AFV, estrato superior

0,05

0,00
0,30

0,25

0,20

m?pl™)

AFV, estrato medio

AFV, estrato inferior
m?pl™)

200 400 200

Tiempo térmico desde floracién (°C dia™)
Fig. 2: Exp. |, progresion de la senescencia en términos de area foliar verde (AFV) en los
tratamientos NO (A, D, G), N100 (B, E, H) y N200 (C, F, 1) en cuatro hibridos (referencias
en el grafico). Para cada tratamiento se muestran tres estratos del canopeo: superior
(A, B, C), medio (D, E, F) e inferior (G, H, 1). Cada punto es el promedio de 8 plantas.
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Fig. 3: Exp. ll, progresidn de la senescencia en términos de area foliar verde (AFV) en
los tratamientos NO (A, D, G), N100 (B, E, H) y N200 (C, F, 1) en cuatro hibridos
(referencias en el grafico). Para cada tratamiento se muestran tres estratos del
canopeo: superior (A, B, C), medio (D, E, F) e inferior (G, H, ). Cada punto es el
promedio de 8 plantas.
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Exp | Exp Il
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Fig. 4: Comienzo de la fase rdpida de senescencia en cada nivel de N (n=32) en los
experimentos | (A) y Il (B) y en cada hibrido (n=24) en los experimentos | (C) y Il (D).
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3.3.  Contenido de clorofila

En ambos experimentos, el contenido de clorofila (promedio por planta y
estimado a partir del valor SPAD) fue afectado significativamente por la dosis de N y
por el hibrido, desde floracién y hasta los 60 DDF (P < 0,05). Como era esperable, a
partir de floracién el contenido de clorofila cayd mas rapidamente en el tratamiento
NO (Figs. 5y 6).

En el tratamiento NO, los hibridos SG (NK880) y moderadamente SG (AW190 y
AX878) presentaron mayores contenidos de clorofila en floracién en todos los estratos
en el Exp. | (Figs. 5A, 5D, 5G) pero no en el Exp. Il (Figs. 6A, 6B, 6G). Segun se observa
en la Fig. 5, la variacidn entre hibridos se redujo conforme aumenté la dosis de N (por
ej. Figs. 5D, 5E y 5F). Por otro lado, dentro de cada dosis de N, las diferencias entre
hibridos variaron segln el estrato: en las Figs. 5G y 6G se observa que aun en el estrato
inferior, el hibrido NK880 mantuvo altos contenidos de clorofila hacia mediados del
llenado mientras que en AW190 y AX878 estos valores decayeron. Sin embargo,
AW190 y AX878 mantuvieron el contenido de clorofila del estrato superior a niveles
similares a los de NK880 (Fig. 5A y 6A). Similares diferencias entre hibridos
dependiendo del estrato, se observan para la dosis N100 en el Exp. | (Figs. 5B y 5H) y
en el Exp. Il (Figs. 6By 6H).

Hacia el final del llenado, el hibrido SG NK880, retuvo un mayor contenido de
clorofila incluso en el tratamiento NO. Esta tendencia se mantuvo en todas las dosis de

N y se acentud aun mas en el estrato superior (Figs. 5A, 5B, 5C; Figs. 6A, 6B, 6C).
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Fig. 5: Exp. |, progresion de la senescencia en términos del contenido de clorofila foliar
(unidades SPAD) en los tratamientos NO (A, D, G), N100 (B, E, H) y N200 (C, F, I) en
cuatro hibridos (referencias en el grafico). Para cada tratamiento se muestran tres
estratos del canopeo: superior (A, B, C), medio (D, E, F) e inferior (G, H, I). Cada punto
es el promedio de 8 plantas.
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Fig. 6: Exp. Il, progresion de la senescencia en términos del contenido de clorofila foliar
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(unidades SPAD) en los tratamientos NO (A, D, G), N100 (B, E, H) y N200 (C, F, I) en
cuatro hibridos (referencias en el grafico). Para cada tratamiento se muestran tres
estratos del canopeo: superior (A, B, C), medio (D, E, F) e inferior (G, H, I). Cada punto
es el promedio de 8 plantas.
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3.4. Intercepcion de luz por el canopeo

La transmitancia de luz a través del canopeo es un estimador de la intercepcion
de luz por el cultivo. En ambos experimentos la transmitancia se redujo (P <0,05) al
aumentar la dosis de N (i.e., aumenté la intercepcidn) y varié significativamente entre
hibridos. Estos efectos fueron significativos en las distintas alturas del canopeo (hoja O,
hoja -3 y a nivel del suelo).

En el Exp. |, a los 15 DDF, la transmitancia se redujo al aumentar la dosis de N
(Fig. 7A y 7C). A nivel del suelo la menor transmitancia de luz se registré en las parcelas
del hibrido SG NK880; valores intermedios se registraron en AX878 (que no se
diferencié significativamente de NK880) y AW190, mientras que los menores valores
(DMS < 0,05) se registraron en las parcelas del hibrido NSG DK682.

En el Exp. I, a los 50 DDF nuevamente el aumento de la dosis de N redujo la
transmitancia de luz (Figs. 7B y7D). A nivel del suelo existid interaccidon entre
tratamientos (N x H): en NO, la transmitancia de luz fue significativamente menor en
los hibridos AX878, NK880 y AW190, respecto a DK682 (DMS > 0,05). Esta tendencia se
corresponder con el inicio mas temprano de la senescencia en DK682. En cambio, en

N200, la transmitancia fue menor en AX878 y NK880 respecto a AW190 y DK682.
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Fig. 7: Porcentaje de luz transmitida (% de la radiacidon fotosintéticamente activa, RFA,
total incidente) a nivel del suelo, de la hoja -3 y de la hoja 0 (espiga) en el Exp. | a los 15
DDF (A, C) y en el Exp. Il a los 50 DDF (B, D) (B, D) en los tratamientos NO (A, B) y N200

(C, D). Cada punto es el promedio de 8 mediciones en cada tratamiento.
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3.5.  Rendimiento y componentes

Utilizando el PQ como covariable, no se presentaron efectos significativos de la
covariable sobre el rendimiento ya sea considerando las tres dosis de N o sélo la de
maximo estrés (NO) (Tabla 1). Al analizar la relacién entre el PQ y el rendimiento, se
observé una relacion positiva en condiciones de moderado (N100, Fig. 8C) y alto
(N200, Fig. 8E) nivel de fertilizacién pero en condiciones de deficiencia de N (NO, Fig.
8A) la relacién presentd una tendencia polindmica negativa. Se destaca ademads que,
en NO, la relacidn entre el rendimiento y el PQ varié entre aios. Se detectd interaccién
significativa Exp. x N (Tabla 1) porque en el Exp. Il el rendimiento del tratamiento NO
fue menor (DMS < 0,05). En NO del Exp. | se presentaron PQ mas tempranos vy
rendimientos mayores, mientras que en NO del Exp. Il los PQ se retrasaron pero,
sorprendentemente, los rendimientos fueron menores (Fig. 8A).

Las tendencias observadas en la relacion PQ-rendimiento se correspondieron
mas con el PG que con el NG (datos no mostrados). Utilizando el PQ como covariable ,
el PQ presentd efectos significativos sobre el PG al considerar las tres dosis de N, pero
no cuando sdlo se analizd la dosis NO (Tabla 1). En condiciones de moderado-alto nivel
de fertilizacion (Figs. 8D, 8F), el caracter SG impactd positivamente sobre el PG; sin
embargo, en condiciones de baja fertilizacion (NO), la relacién entre el caracter SG y el
PG se satura y se vuelve negativa a altos PQ (Fig. 8B).

En ambos experimentos la deficiencia de N redujo significativamente el
rendimiento (Tabla 2). Promediando experimentos, en respuesta a la fertilizacion, el
rendimiento aumentd un 26% al pasar de NO a N100, mientras que entre N100 y N200,
el rendimiento prdacticamente no varié (aumentdé un 3,5%). Promediando entre
experimentos, entre N100 y NO la caida del rendimiento estuvo explicada por ambos
componentes numéricos (13% de reduccién en NG y 13% de reduccidon en PG,
calculado de la Tabla 2). Sin embargo, la respuesta de los componentes varié
dependiendo del hibrido. Comparando la caida de cada componente entre N100 y NO,
en los hibridos DK682 (NSG) y AW190 (moderadamente SG) el NG cayé mas (17-18%)
que el PG (-8-10%). En cambio, en los hibridos NK880 (SG) y AX878 (moderadamente

SG), el NG cayé comparativamente menos (9-10%) que el PG (17-18%).
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Tabla 1: Analisis de covarianza, utilizando como covariable el inicio de la fase rapida de
senescencia, y combinando datos de (i) 2 experimentos, 3 dosis de N y 4 hibridos o (ii)

2 experimentos, 1 dosis de N y 4 hibridos. Se muestran los resultados para rendimiento
(kg ha'), numero de granos (NG), peso de granos (PG) y MS total.

Exps |yl Factor Kg ha™ NG PG MS total

PQ NS NS * NS

Exp NS NS NS NS

N100 H NS NS ok NS

y Exp x N ** * NS NS

N200 Exp x H NS NS + NS

NxH NS NS NS NS

ExpxNxH NS NS NS NS

PQ NS NS NS NS

3 Exp NS NS NS NS
(ii) NO

H NS NS NS NS

Exp x H NS NS NS NS
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Fig. 8: Relacion entre el caracter SG (PQ) y el rendimiento (A, C, E) en los distintos
niveles de N, y relaciéon entre el caracter SG (PQ) y el PQ (B, D, F). Cada punto
representa el promedio de un tratamiento (N x Hibrido) en cada experimento.
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Tabla 2: Rendimiento (Kg ha™), nimero de granos por planta (NG), peso de grano (PG),
MS total a cosecha e indice de cosecha (IC). Para cada tratamiento se presenta el
promedio de 8 plantas (excepto rendimiento, que fue calculado a partir de las espigas
de 80 plantas).

Exp.  DosisN  Hibrido  Kgha-1 NG PG (mg) '\?gs ;Tf;' Ic
AW190 8490 447 241 216 0,49
AX878 8753 479 232 194 0,57
N0 okes2 7814 426 230 209 0,47
NK88O 8804 479 234 208 0,53
AW190 10089 492 256 252 0,50
AX878 10530 492 270 260 0,51
MO0 bes2 9969 483 259 247 0,51
! NK880 10584 478 278 258 0,51
AW190 10895 553 247 262 0,52
AX878 10030 460 273 266 0,47
N0 kes2  97ss 480 254 244 0,50
NK880 11335 507 280 242 0,58
N 0000 008 0011 0000 0,682
H 0025 0434 0595 0798 0287
N x H 0492 0336 0889 0723 0259
AW190 6811 349 244 250 0,34
AX878 7732 374 257 244 0,40
O bkes2 7361 352 262 241 0,38
NK88O 7298 400 225 240 0,38
AW190 10522 486 271 314 0,42
oo AXE78 11585 451 323 328 0,44
DK682 10470 460 288 265 0,49
I NK88O 11063 488 284 307 0,45
AW190 10341 485 267 295 0,44
oo AXE78 12801 480 334 308 0,52
DKes2 11285 462 306 313 0,45
NK88O 11459 483 297 339 0,42
N 0000 0000 0000 0000 0,001
H 0063 0700 0000 0255 0,245
N x H 0908 0966 0107 008 0,486
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3.6. lLa asimilacion neta en post-floracion se relaciondo con mayor

intercepcion de radiacion, a través de la retencion de AFV

El ANOVA no detectd diferencias significativas entre hibridos para la asimilacién
neta hasta cosecha (74 DDF en Exp. | y 80 DDF en Exp. Il), en ninguno de los dos
experimentos (P = 0,629 en el Exp. | y P = 0,229 en el Exp. ll). Distintas evidencias
muestran que algunas enzimas claves de la fotosintesis en plantas C4 son altamente
labiles a temperaturas inferiores a los 10°C (Naidu et al., 2003). Por lo tanto, la
asimilacién neta también se analizé discriminando dos periodos durante el llenado que
fueron definidos segun las temperaturas minimas estuvieran por encima o por debajo
del umbral de 10°C. Asi, en el Exp. | se consideraron los periodos previos y posterior a
44 DDF (Fig. 1A) y en el Exp. Il se consideraron los periodos previos y posterior a 60
DDF (Fig. 1B).

Tomando el periodo previo al inicio de temperaturas minimas inferiores a 10°C
(Fig. 1) si se evidencié una ventaja a favor de los SG, especialmente en el tratamiento
NO. En el Exp. |, considerando el periodo entre 0 y 44 DDF (ver Fig. 1A), la asimilacién
neta en NO fue maxima en el hibrido SG NK880 (127 g pl™) y minima en el hibrido NSG
DK682 (113 g pl'l) con valores dentro de este rango para los moderadamente SG
(AX878 y AW190). En el Exp. Il, tomando el periodo entre 20 y 60 DDF (ver Fig. 1B) la
asimilacién neta en NO también alcanzé valores maximos en el SG NK880 (89 g pl'l) y
minimos en el NSG DK682 (41 g pl™). Utilizando como covariable el PQ, la asimilacién
neta en NO para el periodo previo al inicio de bajas temperaturas presentd efectos
(P<0,05) de la covariable, indicando que los genotipos que mds demoraron el inicio de
la fase rdpida de senescencia (Fig. 4) presentaron mayor asimilacion neta en NO.

Estas diferencias se reflejan en la relacién hallada entre la asimilaciéon neta
durante el llenado y el PQ (Fig. 9). En el Exp. |, esta relacién fue positiva hasta los 44
DDF (Fig. 9A, P<0,05). Sin embargo, a partir de los 44 DDF, la relaciéon entre la
asimilacion neta y el PQ fue negativa (Fig. 9C, P<0,05). En el Exp. I, la relacion fue
positiva hasta los 60 DDF (Fig. 9B, P <0,05); a partir de entonces no existié relacién

entre la asimilacion neta y el PQ (Fig. 9D).
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Fig. 9: Regresidon entre el inicio de la fase rapida de senescencia en la planta y la
asimilacién neta en dos periodos del llenado. En cada regresidn, n=12 y cada punto
corresponde al promedio por tratamiento (N x Hibrido). En el Exp. I, la asimilacién
neta se calculé entre 0y 44 DDF (A) y entre 44 y 74 DDF (C). En el Exp. Il, la asimilacién
neta se calculd entre los 20 y 60 DDF (B) y entre 60 y 80 DDF (D).
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3.7.  lLa asimilacion neta en post-floracion se relacioné con mayor eficiencia
de uso de la radiacion interceptada, a través del transporte fotosintético de
electrones

En maiz, la tasa de transporte fotosintético de electrones (ETR) (Maxwell &
Johnson, 2000) se correlaciona positiva y estrechamente con la fotosintesis neta (Earl
& Tollenaar, 1999). En el Exp. | se realizaron mediciones de ETR a fines de identificar
posibles diferencias genotipicas, que deberan ser evaluadas mas detalladamente en
ensayos posteriores. En el tratamiento NO, ETR (promedio entre hibridos) fue un 20%
menor que en N100 mientras que no existieron diferencias entre N100 y N200. A los
31 DDF, el ANOVA detectd interaccion entre dosis de N e hibrido para ETR (P<0,05). En
NO, el hibrido NK880 presentd valores de ETR significativamente mayores que el resto
de los hibridos (Fig. 10A). En NO, los menores valores se registraron en AW190,
mientras que AX878 y DK682 presentaron valores intermedios. En los tratamientos
N100 y N200, no existieron diferencias significativas entre hibridos (Fig. 10A). Ademas,
puede observarse que la respuesta de ETR a la dosis de N entre NO y N100 fue
significativa en algunos hibridos (AW190 y DK682) pero no significativa en otros
(AX878 y NK880).

Dado que ETR fue corregida en funcion de la absorbancia de la hoja, se
analizaron los valores de SPAD en el punto de medicién de ETR a fin de conocer si las
diferencias encontradas en ETR estuvieron directamente asociadas al contenido de
clorofila. El ANOVA detectd efectos significativos de la dosis y del hibrido pero no hubo
interaccion entre factores para el valor de SPAD. Esto indica que diferencias
genotipicas en el contenido de clorofila a N100 y N200 no impactaron sobre ETR, ya
gue ETR no varié entre hibridos a N100 y N200. En NO, los valores de SPAD en la zona
de medicién (Fig. 10B) se correspondieron parcialmente con los resultados de ETR. El
hibrido NK880 presentd valores significativamente mayores que el resto. Sin embargo,
los menores valores se registraron en DK682 mientras que AX878 y AW190

presentaron valores intermedios.
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Fig. 10: (A) Exp. |, tasa de transporte fotosintético de electrones (ETR) medida en la
hoja de la espiga, a los 31 DDF en cada dosis de N e hibrido (n=8 en cada tratamiento).
Los valores de ETR estan corregidos por la absorbancia de la hoja. Las barras indican el
error estandar y las letras indican grupos homogéneos (DMS < 0,05). (B) Valores de
SPAD medidos en la hoja de la espiga, a los 31 DDF en cada dosis de N e hibrido (n=8
en cada tratamiento). Las barras indican el error estandar.
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3.8.  Pérdidas de MS hacia el final del llenado

La MS por planta a floracidon en el Exp. | fue afectada por el nivel de N (P < 0,05)
pero no por el hibrido (P < 0,12); en NO la MS por planta a floracion varié entre 103 y
114 g pI'1 para AW190, AX878 y NK880, mientras que sdlo alcanzé 93 g pl'1 en el NSG
DK682. En el Exp. Il, la MS por planta al comienzo del llenado (400°Cd, 20 DDF) fue
afectada tanto por el nivel de N (P <0,001) como por el hibrido (P <0,001):
nuevamente, AW190, AX878 y NK880 alcanzaron entre 165-183 g pl™ vs 155 g pl™ en
DK682. Por lo tanto, cuando existieron diferencias en el llenado temprano, la
tendencia en ambos experimentos fue de mayor MS total en los hibridos SG vy
moderadamente SG. Sin embargo, esto no se vio reflejado en la MS total a cosecha.

La MS total alcanzada a cosecha (promedio de cada experimento) fue mayor en
el Exp. Il (Tabla 2), lo que es esperable considerando que en el Exp. Il la siembra
ocurrié 17 dias antes (27/10) que en el Exp. | (12/11). En ambos experimentos, la MS
total por planta a cosecha fue afectada por el nivel de N (Tabla 2). Promediando entre
experimentos, al aumentar la dosis de N entre NO y N100, la MS total aumenté
alrededor de un 20%, mientras que entre N100 y N200 practicamente no varid (2% de
aumento). En ninguno de los dos experimentos la MS total a cosecha varid
significativamente entre hibridos, ni existié una tendencia relacionada al caracter SG
(Tabla 2).

Al analizar la evolucién de la MS total durante el llenado se observa que la MS
total por planta se redujo hacia el final del llenado, especialmente en el tratamiento
NO (Fig. 11A y 11D). En el Exp. |, esta reduccién se observo entre los 44 y 74 DDF (i.e.,
entre 621 y 921 °Cd) y en el Exp. Il entre los 60 y 80 DDF (i.e., entre 1048 y 1248 °Cd).
Esto coincide con los registros de temperaturas minimas inferiores a 10°C, que
ocurrieron a partir de los 40 DDF en el Exp. | (Fig. 1A) y a partir de los 60 DDF en el Exp.
Il (Fig. 1B). Analizando ambos experimentos juntos, las pérdidas de MS hacia el final
del llenado variaron entre hibridos con un valor de P = 0,09. En el hibrido NSG DK682 y
en el moderadamente SG AW190, no se observaron pérdidas de MS total hacia el final
del llenado en NO. En cambio, el moderadamente SG AX878 y en el SG NK880, estas
pérdidas se evidenciaron en el tratamiento NO de ambos experimentos, y también en

N100y N200 del Exp. | en NK880, (Figs. 11C y 11E).
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Similar tendencia se observé cuando se analizo el cambio de la MS de la espiga
en el periodo de bajas temperaturas, en relaciéon con la MS alcanzada a cosecha en
cada tratamiento (Fig. 12). Especialmente en el tratamiento NO, la MS de la espiga fue
mayor antes del comienzo de las bajas temperaturas que a cosecha, indicando posibles
pérdidas de rendimiento, en ambos experimentos (Figs. 12A y 12B). En el Exp. |, donde
las bajas temperaturas comenzaron mas temprano en el llenado, las pérdidas de MS
de espiga del hibrido NK880 se mantienen en las tres dosis de N mientras que para el
resto de los hibridos, Unicamente se evidencian en NO.

Las pérdidas de MS total observadas en el tratamiento NO de ambos
experimentos (Figs. 11A y 11B) se relacionaron significativamente con la MS total
acumulada previo al comienzo de las bajas temperaturas (Fig. 13A y 13B). En ambos
experimentos, en general, los residuales correspondientes a los hibridos SG se
ubicaron por debajo de la linea de tendencia. Es decir que, para similar MS total
acumulada, las pérdidas de MS total fueron mayores en los hibridos SG (posiblemente

indicando mayor costo de mantenimiento).

3.9. Las pérdidas de MS reducen la variabilidad entre tratamientos en el IC

En el Exp. |, el IC no estuvo afectado por la dosis de N ni el hibrido. En cambio,
en el Exp. Il existieron efectos significativos de la dosis de N (Tabla 2). El IC en el
tratamiento NO (promedio entre hibridos) se redujo un 27% entre el Exp. | y el Exp. Il.
Esto se debe a que en el Exp. Il en NO el rendimiento se redujo un 14% mientras que la
MS total a cosecha fue un 14% mayor. Sin embargo, es necesario destacar que la
aparentemente mayor MS total en el Exp. Il en NO, responde en parte a que las
pérdidas de MS observadas al final del llenado fueron mas importantes en el Exp. |
(Figs. 11A y 11B), reduciendo la MS total a cosecha y aumentando en consecuencia, el

IC.
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4. Discusion

4.1.  Evolucion de la senescencia foliar

En coincidencia con reportes previos, (Hirel et al., 2007; Uhart & Andrade,
1995), la deficiencia de N redujo la expansién foliar durante el desarrollo vegetativo,
sin diferencias en el numero de hojas y esto quedé reflejado en una menor AFV
alcanzada en floracién en el tratamiento NO. Por otro lado, el AFV a floracion mostré
variabilidad genotipica sugiriendo distinta sensibilidad de la expansion foliar al déficit
de N, o bien, distinta capacidad de absorber N durante el periodo vegetativo.

El cardcter SG puede ser descripto en funcién del AFV retenida a madurez
fisioldgica (Borrell et al., 2000), como se vio en el Capitulo 2. Esto es practico y util,
especialmente cuando no existen las condiciones para realizar muestreos con relativa
frecuencia. Sin embargo, en algunos casos es dificil establecer en qué momento hacia
el final del llenado las diferencias en AFV reflejan mejor las diferencias observadas
durante el transcurso de la senescencia foliar. Incluso, distintos genotipos pueden
retener similar AFV a madurez a pesar de que la evolucién de la senescencia foliar
durante el periodo de llenado haya sido distinta (por ej. Figs. 2D, 2G). En el periodo
post-floracién, la declinacién del AFV comienza lentamente, pero luego (400-600 o
800-900 °C dia™ desde floracin, en el Exp. | y Il, respectivamente) el ritmo de
senescencia aumenta sustancialmente. El inicio de la fase rédpida de senescencia (PQ)
es otro pardmetro que permite evaluar los efectos de la dosis de N y la variabilidad
genotipica sobre la senescencia del canopeo. El PQ de todos los tratamientos ocurrid
mas temprano en el Exp. | respecto al Exp. Il. En ambos experimentos, el inicio de la
fase rapida de senescencia se adelanté en el tratamiento NO. Borrell et al. (2000)
reportaron adelantos en el PQ de sorgo en respuesta a un tratamiento de estrés
hidrico. Tanto la variacidon entre afios como la variacidon entre tratamientos del PQ
contrasta con lo reportado por Borras et al. (2003) para maiz. Segun estos autores, el
inicio de la senescencia a escala de planta entera es un cardacter altamente conservado,
y pobremente afectado por las condiciones ambientales. Las discrepancias entre
nuestros resultados y lo reportado por Borrds et al. (2003) se pueden explicar porque
la dosis de N empleada por Borras et al. (2003) en su tratamiento de maximo estrés

(200 kg de N ha™y 12 pl m?) fue de 1,66 g de N por planta mientras que en nuestros
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resultados la dosis de N en el tratamiento de maximo estrés (18 kg de N ha™y 8 pl m™)
fue de 0,22 g de N por planta. Es decir que, en nuestros ensayos, la variaciéon del PQ
entre tratamientos de fertilizacion es esperable dado que la dosis de N utilizada en el
tratamiento de mayor estrés (NO) fue sustancialmente menor. Por otra parte, en
nuestros ensayos, la variacién encontrada entre genotipos también es esperable,
considerando que los hibridos utilizados fueron seleccionados precisamente por sus
diferencias para el caracter SG.

En general, el fenotipo SG correspondié con lo observado en el Capitulo 2: los
hibridos previamente caracterizados como SG por su comportamiento en ambientes
con sequia en post-floracion, mantuvieron este caracter en el tratamiento NO. Sin
embargo, el hibrido AW190, previamente caracterizado por tener senescencia
estdndar en condiciones de estrés hidrico, mostr6 un comportamiento
moderadamente SG en ambos experimentos. Esto implica que la manifestacién del
caracter SG de un genotipo (en comparacién con otros genotipos de referencia) puede

variar dependiendo del tipo de estrés abidtico, y éste es un resultado novedoso.

4.2.  Contenido de clorofila

Se ha reportado que en especies con metabolismo C,4, las deficiencias de N
afectan mds el contenido de N por unidad de area foliar (N foliar especifico) que la
expansiéon del drea foliar (Lemaire et al., 2008). La disminucién del contenido de N
foliar especifico es acompafiada por una reduccién del contenido de clorofila foliar
(Hirel et al., 2007). Esto concuerda con los resultados presentados, especialmente en el
Exp. Il. Por ejemplo, considerando el estrato medio entre NO y N100, la variacion en el
AFV al comienzo del llenado fue en general, menor (Figs. 3D y 3E, exceptuando al
hibrido DK682) que la variacion en el contenido de clorofila (Figs. 6D y 6E).

Los efectos del hibrido para el contenido de clorofila en floracion indican que
las diferencias entre hibridos se expresan incluso antes de que el caracter SG se
manifieste, como ya ha sido sugerido en sorgo (Borrell & Hammer, 2000). El contenido
de clorofila refleja con bastante precisién el contenido de N en una hoja en particular
(Hirel et al., 2005; Paponov et al.,, 2005). Asi, el mayor contenido de clorofila en
floracién observado en el Exp. | para los hibridos SG podria estar asociado a mayores

contenidos de N por planta en floraciéon, como ha sido reportado para maiz SG
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(Pommel et al., 2006) o bien a una mayor particion del N hacia las hojas en floracién,
algo que ha sido demostrado en sorgo (Borrell & Hammer, 2000). Por supuesto, serd
necesario determinar los contenidos de N foliar para confirmar estas hipdtesis.

Segln Thomas & Howarth (2000) una variante del fenotipo SG podria ser la
resultante de diferencias iniciales (a floracion) en el contenido de clorofila sin
diferencias en el ritmo de degradacién de la clorofila. Considerando el tratamiento NO,
esto se observa para el comportamiento de los genotipos en el Exp. | (Figs. 5A, 5D, 5G),
pero no en el Exp. Il en el que similares valores iniciales de clorofila resultaron en
distinta evolucion de la senescencia (Figs. 6A, 6D, 6G).

A partir de floracion y hasta madurez fisiolégica el hibrido SG NK880 vy
mantuvieron un mayor contenido de clorofila que los hibridos estandar, en
coincidencia con trabajos previos (Martin et al., 2005). Dado que el contenido de
clorofila se relaciona directamente con el contenido de N foliar, estos resultados
sugieren una mayor retencion de N foliar a madurez en genotipos SG, en concordancia
con reportes previos en maiz (He et al., 2001; Ma & Dwyer, 1998; Pommel et al., 2006)
y sorgo (Borrell & Hammer, 2000). Incluso en el tratamiento NO el hibrido SG retuvo
mas clorofila a madurez fisioldgica, especialmente en el estrato superior. Cuando el
caracter SG se manifiesta en condiciones de déficit de N, la baja removilizacion del N
foliar podria penalizar el llenado de los granos (Ma & Dwyer, 1998). En el Capitulo 5 se
analizara la relaciéon entre variables asociadas al metabolismo del N durante la
senescencia y el PG.

Las diferencias observadas en AFV y contenido de clorofila foliar se
correspondieron con las diferencias en intercepcidn de luz por el canopeo. Es decir, la
intercepcién de luz fue menor en el tratamiento NO, respecto a N200. Comparando
hibridos, la intercepcién de luz fue mayor en los hibridos SG o0 moderadamente SG
(NK880, AX878 y AW190). Es esperable que estas diferencias (ya sea entre
tratamientos como entre hibridos para un mismo tratamiento), se hayan acentuado

conforme avanzo la senescencia.
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4.3.  Rendimiento y sus componentes

El caracter SG y el rendimiento se relacionaron polindmicamente en NO,
sugiriendo que la expresién del cardcter mas alla de cierto umbral puede impactar
negativamente sobre el rendimiento. Por otro lado, al aumentar la dosis de N (N100 y
N200) la relacién observada sugiere que el caracter SG contribuye positivamente al
rendimiento. Independientemente de la dosis de N considerada, los efectos del
caracter SG sobre el rendimiento parecen haber ocurrido a través de cambios en el PG.
Esto constituye un aporte original al conocimiento existente, ya que muy pocos
trabajos analizan la contribuciéon del caradcter SG al rendimiento en hibridos
contemporaneos, y las escasas evidencias existentes no son concluyentes. He et al.
(2001) compararon hibridos contemporaneos diferentes para el caracter SG y
reportaron claramente mayores rendimientos en el hibrido SG, cuando se aplicaron
dosis moderadas y altas de N (el rendimiento del SG es 3,8% mayor en el tratamiento
sin fertilizar, y hasta 31% superior en el tratamiento fertilizado con 250 kg de N ha™).
En cambio, Mi et al. (2003) si reportan ventajas de hasta un 45% entre un hibrido SG y
otro NSG en condiciones de bajo N. Sin embargo, los autores no caracterizan las
diferencias en la expresién del caracter SG y resulta dificil atribuir diferencias tan
grandes de rendimiento sdélo al caracter SG. La magnitud de las diferencias de
rendimiento en el trabajo de Mi et al. (2003) tal vez responda mds a distinto potencial
de rendimiento entre los hibridos elegidos. Martin et al. (2005) compararon un hibrido
SG y uno estandar modernos, fertilizados con 170 kg de N ha™y reportaron que ambos
tuvieron similares rendimientos y contenido de N en granos, pero menor EUtN y mayor
EAbsN en el hibrido SG. Ma & Dwyer (1998) compararon un hibrido estandar antiguo y
otro SG y moderno; el hibrido SG presentd mayores rendimientos en 0, 100 y 200 kg N
ha™, y esto se relacioné con una mayor EUN a partir de la segunda semana de post-
floracién. Cabe destacar que en la comparacién de hibridos modernos y antiguos,
varios procesos distintos pueden estar implicados, mas alld de la demora de la
senescencia en los genotipos modernos.

Entre N100 y NO (promedio entre experimentos), tanto el NG como el PG se
redujeron un 14%. Esto contrasta con reportes previos donde el NG se redujo mas que
el PG en respuesta a una deficiencia de N. Por ejemplo, Gallais & Hirel (2004)

reportaron caidas del 32% en el NG y 9% en el PG al variar la dosis entre 170 y 50 kg de
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N ha. Se ha demostrado la existencia de variabilidad genotipica para los efectos del
déficit de N sobre los componentes del rendimiento; en este sentido Paponov et al.
(2005) comparan la caida de rendimiento para el rango entre 200 y 0 kg de N ha™; en
uno de los genotipos estudiados por estos autores el NG cae 40% y el PG un 12%; en
cambio, en el otro genotipo, el NG cae un 8% y el PG un 22%. Este tipo de diferencias
se observan en los resultados presentados en este capitulo. Por ejemplo entre N100 y
NO, el NG cae alrededor de un 20% y el PG cae un 10% en los NSG (DK682) y
moderadamente SG (AW190) mientras que en el otro hibrido moderadamente SG
(AX878) y el SG (NK880), la tendencia se invierte: el NG cae un 10% y el PG cae un 20%.
Es decir, al acentuarse el caracter SG, el PG se ve proporcionalmente mas afectado que

el NG.

4.4.  Asimilacion neta en post-floracion

La relacion hallada entre la asimilacién neta previa al inicio de las bajas
temperaturas (minimas inferiores a 10°C) y el PQ (Figs. 9A y 9B) indica que, la demora
en la senescencia en este periodo tuvo un impacto positivo sobre la asimilacién neta.

Por otro lado, la tasa de transporte fotosintético de electrones (ETR) informa
sobre la funcionalidad de las hojas (Earl & Tollenaar, 1999). La disminucién de ETR en
el tratamiento NO, comparado con N100 o N200, indica una menor actividad
fotosintética que puede estar relacionada a un menor contenido de proteinas en los
fotosistemas (aspecto que sera analizado en el Capitulo 5). En NO, la tasa fotosintética
de NK880 no se diferencié de la alcanzada en N100 y N200, y fue significativamente
superior a la del resto de los genotipos. La respuesta de ETR a la fertilizacién fue mas
pronunciada en los hibridos NSG o moderadamente SG (DK682 y AW190) que en el
moderadamente SG (AX878) y SG (NK880). Los efectos de la deficiencia de N sobre ETR
podrian deberse a una menor absorbancia de la hoja o bien a una menor eficiencia
fotosintética por unidad de N. El hecho de que los valores de SPAD no se correspondan
directamente con los de ETR, sugiere que las diferencias en ETR responder
principalmente a diferencias en la eficiencia fotosintética por unidad de N. Echarte et
al. (2008) reportaron que, en condiciones de deficiencia de N, la tasa de intercambio

de C (fotosintesis neta) en maiz se reduce principalmente por una disminuciéon en la
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eficiencia de asimilacion neta por contenido de N foliar (aun cuando la absorbancia

también disminuye).

4.5.  Evolucion de la MS total hacia el final del llenado y posibles pérdidas por

respiracion

La relacion negativa o neutra encontrada entre el inicio de la fase rapida de
senescencia y la asimilacidon neta a partir de los 44 DDF en el Exp. | y de los 60 DDF en
el Exp. Il (Figs. 8C y 8D) sugiere que la demora de la senescencia mds alld de una
duracion éptima afectd negativamente la MS total. El inicio del periodo de asimilaciéon
neta negativa o neutra coincidié con el comienzo de temperaturas minimas inferiores a
10°C (Figs. 1A y 1B). Dwyer & Tollenaar (1989) reportaron reducciones del 30% en la
tasa de intercambio fotosintético de carbono en hibridos de maiz expuestos a
temperaturas minimas de 9,6°C en el campo. Varios reportes muestran que una
enzima clave en la fotosintesis Cy4, la piruvato ortofosfato dikinasa (PPDK), es altamente
Iabil a temperaturas inferiores a 10°C (Du et al., 1999; Naidu et al., 2003). Los efectos
de las bajas temperaturas sobre la fotosintesis, sumado a la retencidn de hojas
metabdlicamente activas (asociadas al cardcter SG), podrian haber repercutido
negativamente sobre el balance de C a través de la respiracién.

Las pérdidas de materia seca asociadas a la respiraciéon pueden representar
alrededor del 50% del carbono asimilado por un cultivo de maiz (Earl & Tollenaar
1998). Se ha postulado que cuando las temperaturas son frias, pueden ocurrir pérdidas
netas de MS vegetativa debido a la respiracién de azucares solubles (Frei, 2000). Earl &
Tollenaar (1998) testearon el efecto de temperaturas nocturnas sobre la tasa
respiratoria, colocando plantas individuales durante 8 hs en oscuridad a temperaturas
contrastantes de 20°C y 8°C; la tasa respiratoria de las hojas durante las primeras horas
de la mafana fue un 40% mas alta en las plantas que habian permanecido a 8°C
durante la noche. Por otro lado, Ying et al. (2000) reportaron que la tasa de
fotosintética se redujo un 20% después de la exposicidn de las plantas a una noche de
4°C, pero a un 30% si las plantas eran expuestas a tres noches consecutivas de bajas
temperaturas, lo que implica que el efecto de las temperaturas minimas se potencia si
éstas ocurren consecutivamente. En el presente capitulo, la evoluciéon de la MS total

durante el llenado reveld una pérdida de MS total en los estadios finales, y mas
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acentuada en el Exp. | (Fig. 9) que coincidié con registros de temperaturas minimas
inferiores a 10 °C: a partir de los 40 DDF en el Exp. | (Fig. 1A) y a partir de los 60 DDF en
el Exp. Il (Fig. 1B). El hecho de que estas pérdidas se hayan manifestado también en la
MS espiga (Fig. 10) sugiere que este fendmeno podria tener un impacto directo sobre
el PG, penalizando en consecuencia, el rendimiento.

En la Fig. 10 se observa que estas pérdidas fueron mas importantes en el
tratamiento NO, y practicamente no se detectaron en N100 y N200 (excepto en el
hibrido SG NK880 donde persistieron en todos los tratamientos del Exp. I). EI N cumple
un rol especifico sobre la capacidad de los destinos para utilizar el C, y las deficiencias
de N en los destinos restringen la tasa de transporte de asimilados desde la fuente
(Below et al., 2000; Cazetta et al., 1999). Por lo tanto, si las deficiencias nutricionales
afectan mas la fuerza de los destinos que la capacidad de la fuente (algo que podria
ocurrir en los hibridos SG), la relacién fuente/destino podria aumentar, con la
consiguiente acumulacién de carbohidratos solubles en tejidos vegetativos. Guitman et
al. (1991) reportaron mayor acumulacidn de carbohidratos en hojas de trigo frente a
deficiencias nutricionales en comparacidn con las fertilizadas. La respiracion de hojas
maduras durante la noche puede estar muy influida por los niveles de asimilados
acumulados durante el dia (Earl & Tollenaar, 1998). Evidencias previas muestran mayor
acumulacién de carbohidratos solubles en hojas de hibridos SG en comparacién con
hibridos estandar (He et al., 2001; Rajcan et al.,, 1999) y estas diferencias se
incrementan conforme aumenta la relacién fuente-destino (Rajcan et al., 1999).

La acumulacién de azucares en las hojas hacia el final del llenado inhibe Ia
fotosintesis (Goldschmidt & Huber, 1992; Paul & Foyer, 2001). En las hojas, la tasa de
sintesis de los productos finales de la fotosintesis (sacarosa, almidén, aminodcidos)
determina la tasa a la cual el Pi (fésforo inorganico) es reciclado nuevamente a la via
fotosintética, por lo tanto, cualquier mecanismo que restringa la utilizacién de las
triosas fosfato, podria restringir la tasa de fotosintesis (Paul & Foyer, 2001).
Goldschmidt & Huber (1992) demostraron que el metabolismo extra-cloroplastico de
los carbohidratos también esta relacionado con la inhibicion de la fotosintesis. En un
conjunto de especies donde la transferencia de azlcares al floema estuvo bloqueada
por un tratamiento de anillado del floema (“phloem girdling”), Goldschmidt & Huber

(1992) demostraron que la inhibicion de la fotosintesis se relaciond directamente con
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la acumulacion de almiddn, e inversamente con la actividad de la enzima invertasa. En
este caso, una mayor actividad de invertasas reduce la acumulaciéon de sacarosa y
aumenta el contenido de hexosas libres, las que regularian negativamente el Ciclo de
Calvin (Goldschmidt & Huber, 1992). Considerando estas evidencias, los resultados
presentados en este capitulo podrian interpretarse en funciéon de una inhibicién de la
fotosintesis por acumulacion de azucares en hojas, que podria haber exacerbado las
pérdidas respiratorias de MS, especialmente en el tratamiento NO, y en los hibridos
con mayor expresion del caracter SG.

Complementariamente a la interpretacion precedente, la mayor MS total
asociada al caracter SG también pudo haber contribuido a exacerbar las pérdidas de
MS, como queda expuesto en la Fig. 12. En climas frios una alta MS total puede
relacionarse negativamente con el rendimiento debido a que una mayor MS implica
mayores costos respiratorios de mantenimiento (Frei, 2000; Ying et al., 2000). En un
tratamiento de estrés por sombreado desde 7 dias después de floracién, Kiniry et al.
(1992) calcularon que los costos de mantenimiento en maiz representaron el 0,8% de
la MS total por dia. Asumiendo que una planta de 250 g pierda el 0,8% de su MS total
por dia, en un periodo de 30 dias las pérdidas alcanzarian los 53 g. Valores semejantes
pueden observarse para el hibrido SG (NK880) en el Exp. I, Fig. 11A, pero
notablemente menores en el hibrido NSG (DK682). Estas diferencias probablemente
estén asociadas al mayor costo respiratorio asociado al caracter SG, dada la mayor
retencién de hojas metabdlicamente activas (Earl & Tollenaar, 1998), y con mayor

contenido de proteinas (McCree, 1983) un aspecto que serd abordado en el Capitulo 5.

5. Conclusiones

Los resultados presentados en este Capitulo muestran que el caracter SG
también se expresa en condiciones de déficit de N. Los genotipos caracterizados como
SG bajo estrés hidrico (AX878 y NK880, Capitulo 2) mantuvieron el fenotipo cuando se
testearon frente a deficiencias de N; ademas, el fenotipo SG se manifestd

moderadamente en un genotipo caracterizado como estandar bajo estrés hidrico
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(AW190, Capitulo 2). Esto muestra que la manifestacion del fenotipo SG puede variar
dependiendo del tipo de estrés que experimente el cultivo.

El caracter SG se asocid claramente con el rendimiento en condiciones de
moderada- alta disponibilidad de N, pero no en condiciones de deficiencia de N.
Similar tendencia se observd entre el cardcter SG y el PG, por lo que se sugiere que
frente a deficiencias de N, el caracter SG pudo implicar una penalidad sobre el PG. El
cardacter SG estuvo relacionado a una mayor asimilacidon neta durante post-floracién, a
través de la demora en la senescencia foliar (i.e. de la radiacidn interceptada durante
el ciclo) y también a través de una mayor eficiencia de uso de la radiacién interceptada
(ETR). El hecho de que esto no se haya visto reflejado en la MS total a cosecha se
relacioné con pérdidas de MS al final del llenado.

Las pérdidas de MS hacia el final del llenado coincidieron con el comienzo de
temperaturas minimas inferiores a 10°C, y se manifestaron en condiciones de
deficiencias de N, y especialmente, en el hibrido SG. El hecho de que estas pérdidas se
evidencien sélo bajo deficiencias de N estaria relacionado con una inhibicién de la
fotosintesis por acumulacion de azucares en hojas, asociada a una menor tasa de
asimilacion de C en los destinos por restriccion de N. Las posibles restricciones de N en
los destinos asociadas al caracter SG seran abordadas en los capitulos siguientes, en el
contexto de alta densidad poblacional (Capitulo 4) y frente a deficiencias de N
(Capitulo 5).

El hecho de que estas pérdidas se asocien al caracter SG podria estar vinculado
por un lado, a una exacerbacion de los efectos mencionados (mayor restriccion de N
en los destinos y mayor acumulacién de azucares en hojas respecto a los hibridos
NSG). Por otro lado, las pérdidas se exacerbarian con el caracter SG debido a los
mayores costos respiratorios como consecuencia de: (i) la mayor MS total, (ii) la
retencion de hojas metabdlicamente activas (aspecto analizado en el Capitulo 4) y (iii)

con mayor contenido de proteinas (como sera mostrado en el Capitulo 5).
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CAPITULO 4
SENESCENCIA FOLIAR Y RENDIMIENTO EN HiBRIDOS DE MAIiz
FRENTE A VARIACIONES EN LA DENSIDAD DE PLANTAS

1. Introduccion

1.1. Importancia del problema

Los incrementos en rendimiento del cultivo de maiz registrados en las ultimas
décadas han sido posibles gracias a una fuerte asociacién entre cambios en el manejo
del cultivo y mejoramiento genético. Cuando se analizan los cambios introducidos en el
manejo del cultivo, la densidad poblacional es uno de los factores que mads ha variado
(Tollenaar & Lee, 2002; Tollenaar et al., 2006). Por ejemplo, en el periodo 1960-2000 y

1 han sido

en EE.UU., los incrementos en rendimiento de 110 kg ha™ afio
acompafiados por incrementos de 1000 pl ha™ afio™ (Duvick, 2005).

La mayor tolerancia de los hibridos modernos a la densidad poblacional es
parte de un proceso de mejoramiento orientado a perfeccionar el desempefo de las
plantas frente a diversas situaciones de estrés bidtico y abidtico (Tollenaar & Lee,
2002; Tokatlidis & Koutroubas, 2004). Varios autores acuerdan en que, en las ultimas
ocho décadas, el mejoramiento genético no ha aumentado el potencial de rendimiento
por planta; en cambio, si ha aumentado la tolerancia de los hibridos a mayores
densidades poblacionales (Duvick, 1997; Tokatlidis & Koutroubas, 2004; Tokatlidis et
al., 2005). Una excepcién han sido los hibridos argentinos, en los que el mejoramiento
también ha resultado en mayor rendimiento por planta (Luque et al., 2006). De
persistir esta tendencia, resulta relevante la identificacién de mecanismos fisiolégicos
asociados a la tolerancia del rendimiento a altas densidades.

La densidad éptima depende de la interaccién genotipo x ambiente. Se ha
postulado que los hibridos modernos son altamente dependientes de la densidad,
exhibiendo un rango de densidad dptima mads estrecho y variable que los hibridos
antiguos (Fasoula & Fasoula, 2002; Tokatlidis & Koutroubas, 2004; Tokatlidis et al.,
2005). Esta caracteristica puede resultar un problema en sitios sujetos a estrés
ambiental ocasional (sequia, déficits nutricionales asociados a sequia o a exceso de

lluvias, etc.), donde resulta dificil definir la densidad optima a priori. Asimismo,
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hibridos que presenten densidades sub-éptimas menores, tendran mayor capacidad
de compensar, por ej., problemas en la emergencia del cultivo. En estos contextos,
serian deseables hibridos con rangos de densidades dptimas mas amplios (Tokatlidis et

al., 2011).

1.2. Efectos fisioldgicos del estrés por densidad

El aumento de la densidad poblacional es acompanado por un aumento del
estrés por competencia resultando en una disminucién de los recursos disponibles por
planta (Tollenaar et al.,, 2006). Cuando el aumento de la densidad no alcanza a
compensar la merma del rendimiento por planta (i.e., densidades supra dptimas), el
estrés por competencia se manifiesta en la reduccion del rendimiento por unidad de
area (Tokatlidis et al., 2011). Si bien las densidades supra dptimas tienen efectos sobre
los dos componentes del rendimiento (nUmero y peso de granos), el nimero de granos
suele ser el componente mas intensamente afectado (Ciampitti & Vyn, 2011). Por otro
lado, si la competencia entre plantas es alta se acentua la variabilidad del stand.
Cuando la variabilidad entre plantas es muy grande empeora la eficiencia en el uso de
los recursos porque las plantas dominantes ejercen un consumo de lujo (Tollenaar &
Wu, 1999; Ciampitti & Vyn, 2011).

Cuando se presentan situaciones de estrés ambiental, el caracter SG ha sido
relacionado con una mayor estabilidad del rendimiento en sorgo (Borrell & Hammer,
2000) y maiz (Banziger et al., 2002; Ma & Dwyer, 1998; Rajcan & Tollenaar, 1999a). En
hibridos canadienses de maiz, expuestos a distintos tipos de estrés, la senescencia
demorada estuvo acompafiada por mayor absorcidn de agua y nutrientes y mayor
suministro de fotoasimilados al grano, resultando en mejores rendimientos que
hibridos de senescencia normal (Tollenaar & Wu, 1999). Banziger et al. (2002)
compararon una serie de poblaciones de maiz obtenidas de una sucesion de ciclos de
seleccion para tolerancia a estrés hidrico, en ambientes con distintos niveles de
nitrogeno. Las poblaciones seleccionadas por su mayor rendimiento en sequia también
presentaron mayor rendimiento frente a deficiencias de N; esto se asocio con un
mayor peso de grano, y con una demora en la senescencia. A partir de estas
evidencias, se ha propuesto el concepto de “tolerancia cruzada” a distintos tipos de

estrés (Banziger et al., 2002).
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1.3. Fundamento y planteo de la hipotesis

La mayor densidad poblacional reduce la disponibilidad de insumos (agua,
nutrientes y luz) para cada planta y genera una situacion de estrés combinada. Se ha
reportado que el caracter SG se asocia con una mayor tolerancia al estrés hidrico
(Borrell et al.,, 2000; Messmer et al.,, 2011; Richards, 2006) y esto concuerda
parcialmente con los resultados obtenidos en el Capitulo 2 de esta tesis. El caracter SG
también ha sido asociado a mayor tolerancia frente a deficiencias nutricionales
(Banziger et al., 1999; Banziger et al., 2002; Borrell & Hammer, 2000; Ma & Dwyer,
1998; Rajcan & Tollenaar, 1999) aunque los resultados obtenidos en el Capitulo 3
relativizan estas evidencias. Ademas, en condiciones de alta densidad poblacional, se
exacerba la competencia por luz y se acelera la senescencia (Borras et al., 2003),
reduciendo la radiacidn interceptada durante el ciclo del cultivo. Estos efectos podrian
ser parcialmente compensados por una prolongacién del periodo de intercepcion de
radiacidn asociada al caracter SG.

La hipdtesis que se pretende contrastar en este Capitulo es la siguiente:

(3) En condiciones de alta densidad poblacional, la demora en la senescencia foliar
estd asociada a mayor produccion de fotoasimilados y mayor rendimiento.
(3.1.) En condiciones de alta densidad poblacional, los genotipos SG presentan
mayor produccidn de fotoasimilados en post-floracion.
(3.2.) En condiciones de alta densidad poblacional, los genotipos SG presentan

mayor rendimiento.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Disefo experimental

Se realizaron tres experimentos (Exps I, Il y Ill) a fin de determinar si la demora
en la senescencia foliar se relaciona con mayores rendimientos cuando aumenta la
densidad poblacional. Los tratamientos consistieron en (i) densidad de plantas v, (ii)
hibridos variables en la duracidn del AFV. Se utilizaron hibridos simples de maiz
similares en dias a madurez fisioldgica y contrastantes para el caracter SG. Los hibridos
utilizados fueron caracterizados en el Capitulo 3: DK682 (NSG), AW190 y AX878
(moderadamente SG), y NK880 (SG).

Los experimentos fueron conducidos en La Plata, en la Estacién Experimental
de la Facultad de Cs. Agrarias y Forestales (Universidad Nacional de La Plata). El suelo
correspondid a un argiudol tipico (clasificacion USDA). Previo a la implantacién del Exp.
I, la concentracién de N total en los primeros 20 cm de suelo fue de 1630 ppm vy la
concentracién de P fue de 5,88 ppm. Los tratamientos fueron distribuidos segin un
disefio de bloques completos con tres repeticiones, donde la densidad fue aleatorizada
en la parcela principal, y los genotipos en la sub-parcela. Las parcelas cubrieron una
superficie de 4 surcos de 6,5 m de largo distanciados a 0,7 m (excepto en el Exp. |
donde las parcelas fueron de 5 surcos).

En todos los ensayos las semillas fueron sembradas en forma manual (tres
semillas por hoyo) y raleadas en post-emergencia; no se detectaron problemas en la
emergencia por lo que en todos los casos la densidad final se correspondié con la
densidad del tratamiento. Las plantas fueron regadas durante todo el ciclo para evitar
limitaciones hidricas severas. En los tres experimentos se aplicaron herbicidas e
insecticidas convencionales toda vez que fue necesario. En los tres experimentos se
registré la fecha de floracion femenina, que presentd una variacion de +/- 3 dias entre
tratamientos. Se realizaron tres (Exp. I) o cuatro (Exps Il y Ill) repeticiones por
tratamiento. Las particularidades de cada experimento se describen a continuacién.

Experimento I: Las semillas fueron sembradas el 27 de octubre de 2008. Los
hibridos DK682 y NK880 fueron sembrados a 6, 8 y 10 pl m? Las plantas fueron
fertilizadas con 18 kg de P ha™* (superfosfato triple) en pre-siembra y 100 kg de N ha™

(urea) en V7.
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Experimento Il: Las semillas fueron sembradas el 29 de octubre de 2009. Los
hibridos DK682 y NK880 fueron sembrados a 7, 8, 9 y 10 pl m™. Las plantas fueron
fertilizadas con 120 kg de N ha™ (urea), repartido en dos dosis (40 kg en V3 y 80 kg en
V7)y 100 kg de P ha™ (fosfato diamdnico, FDA, en V3).

Experimento Ill: Las semillas fueron sembradas el 12 de noviembre de 2010. Los
hibridos AW190, AX878, DK682 y NK880 fueron sembrados a 8 y 10 pl m™. Las plantas
fueron fertilizadas con 46 kg de P ha™ (DAP, en V3) y 218 kg de N (urea y DAP, en V3y
V7).

2.2.  Mediciones generales

El procedimiento para efectuar las mediciones que a continuacién se
enumeran, ha sido descripto para el Capitulo 2. A partir de floracién, se realizaron
muestreos destructivos periddicos hasta madurez fisioldgica. Para cada tratamiento y
fecha de muestreo, 2 plantas por parcela fueron cosechadas por lo que todos los
promedios presentados corresponden a 6 (Exp. 1) u 8 (Exps Il y lll) plantas por
tratamiento. En cada muestreo destructivo se analizé la progresién de la senescencia
foliar en términos de AFV y mediciones de SPAD a lo largo de toda la planta. La
metodologia empleada para medir intercepcidn de radiacidn se describe en el Capitulo
3.

A partir de los muestreos destructivos se analizé el patron de acumulacién de
MS desde floracién (Exps | y IlI) o sélo las variables de MS a madurez fisioldgica (MF,
Exp. 1ll). El rendimiento por planta, NG y PG, la removilizacién y acumulacién de MS, y
el crecimiento de espiga se calcularon en base al promedio de 6-8 plantas por
tratamiento a cosecha. El rendimiento se calculd sobre la base de las espigas de 20
plantas consecutivas muestreadas en los surcos centrales de cada parcela (60-80

plantas por tratamiento).

2.3.  Andlisis del contenido de Nitrégeno

Adicionalmente, en este capitulo se realizaron mediciones de la concentracion
de N total en cada compartimento segun el método semi-micro Kjedahl (LANAIS N-15,
Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca). En cada tratamiento (densidad x hibrido)

cada medicién se realizé en una muestra compuesta (2 plantas), y se analizaron 3
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muestras (réplicas) por tratamiento. En cada Experimento, los andlisis de N se
realizaron para plantas cosechadas alrededor de floracion y hacia el final del llenado,
en tres compartimentos: hojas (ldminas), caias (incluyendo vainas) y espigas (o granos
para las plantas cosechadas en MF).

El contenido total de N por compartimento se calculé como el producto entre la
concentracion de N y el peso seco de cada compartimento. La absorcion de N durante
el periodo post antesis se calculé como la diferencia de N total (suma de los tres
compartimentos, i.e., cafia + panoja, hojas y espiga) entre el muestreo final y el primer

muestreo.

2.4.  Mediciones de respiracion foliar

En el Exp. lll se realizaron mediciones de respiracion foliar. La respiracién foliar
se midid en la hoja de la espiga (“hoja 0”), y la tercer hoja por debajo de la espiga
(“hoja -3”); las muestras fueron tomadas con sacabocado de 11 cm? en la porcién
media de la hoja (evitando la nervadura) y aclimatadas en oscuridad durante 20
minutos en una atmédsfera saturada de humedad para evitar la deshidrataciéon. La

respiracion fue medida como consumo de O, utilizando un electrodo tipo Clark.

2.5.  Andlisis Estadistico

Para conocer el efecto de los tratamientos (Densidad x Hibrido) se realizé un
ANOVA de factores fijos, donde los factores correspondieron a la densidad y al hibrido,
y la variable dependiente a cada una de las variables analizadas. Para el andlisis de la
tasa respiratoria, la posicion de la hoja también se incluyd como factor fijo, por lo
tanto el analisis presentd tres factores fijos (Densidad x Hibrido x Posicién de Hoja) y
una variable independiente (la tasa respiratoria).

Otros aspectos referidos a los analisis estadisticos se detallan en la seccién

Materiales y Métodos del Capitulo 2.
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3. Resultados

3.1.  Condiciones meteoroldgicas

Las condiciones meteoroldgicas variaron entre experimentos (Fig. 1). Las
temperaturas medias fueron mayores en el Exp. | (Fig. 1A) y menores, especialmente
hacia el final del ciclo, en los Exps Il y Il (Fig. 1B y 1C). Especialmente en el Exp. Ill, a
partir de los 40 DDF se destacan temperaturas minimas menores que en los

experimentos previos.

3.2.  Senescencia del canopeo

El aumento de la densidad aceleré la senescencia del canopeo en los tres
experimentos y en todos los hibridos (Fig. 2). En la Fig. 2 puede apreciarse un cambio
en la evolucién del AFV que marca el inicio de la fase rapida de senescencia (punto de
quiebre, PQ) del canopeo entre los 320 y 1100 °C dia, dependiendo de la densidad,
hibrido y estrato considerado.

El PQ fue significativamente afectado por los tratamientos, dependiendo del
estrato considerado (Tabla 1). En los Exps 1 y Il, la densidad adelanté el PQ del estrato
inferior (Figs 2G, 2H, P < 0,05), y el hibrido SG (NK880) presentdé siempre PQ mas
tardios (i.e., demora en el inicio de la senescencia rapida) que el hibrido NSG (DK682).
En el estrato medio (Figs 2D, 2E), la densidad no tuvo efectos significativos sobre el PQ
pero las diferencias entre hibridos persistieron. En el estrato superior (Figs 2A, 2B), los
resultados entre Exps variaron. En el Exp. | se detectd interaccidn entre tratamientos:
el PQ del estrato superior en el hibrido SG (NK880) no varié con el aumento de la
densidad mientras que el PQ del hibrido NSG (DK682) se demord al aumentar la
densidad, alcanzando un valor idéntico al del hibrido SG (Tabla 1). En el Exp. Il el PQ del
estrato superior sélo varié entre hibridos, manteniendo el hibrido NK880 su
comportamiento SG en todas las densidades (Tabla 1). En relacion al PQ de la planta
entera, el aumento de la densidad tuvo efectos sdlo en el Exp. |, retrasando el inicio
del PQ; las diferencias entre hibridos se mantuvieron en ambos Exps. (Tabla 1). Si se
considera solamente la maxima densidad testeada (10 pl m™) se evidencia que en el
Exp. |, los hibridos no se diferenciaron en el PQ de la planta entera. En el Exp. Ill, se

detectd interaccion entre tratamientos para el PQ del estrato inferior y medio (Tabla
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1). En el estrato inferior (Fig. 21) NK880 presentd los mayores PQ tanto a 8 pl m™
(diferenciandose del resto de los hibridos, P <0,05) como a 10 pl m (diferenciandose
de AW190, P <0,05). En el estrato medio (Fig. 2F) el PQ de AW190 y NK880 presento
mayores valores en general, que el de AX878 y DK682. El PQ del estrato superior (Fig.
2C) sdlo fue significativamente afectado por el hibrido, siendo en ambas densidades,
mayor en los hibridos SG (AX878 y NK880). A partir de estas diferencias, se encontrd
que la relacion entre el PQ de los diferentes estratos vario con la densidad. Por
ejemplo la relacién entre PQ del estrato superior / PQ del estrato inferior aumenté de
1,67 a 2,02 al cambiar de 8 a 10 pl m en el hibrido AX878. A 10 pl m esta relacion
vario entre 1,94 y 2,02 para los hibridos AW190 y AX878 respectivamente, y entre 1,69
y 1,72 para los hibridos DK682 y NK880 respectivamente (calculado a partir de datos
en Tabla 1).

Exp | Exp Il Exp Il

Temperatura (°C)

0

0O 20 40 60 80 1000 20 40 60 80 1000 20 40 60 80 100
Dias después de floracion

Fig. 1: Temperaturas medias (linea llena), maximas (linea interrumpida) y minimas
(linea punteada) diarias desde floracién en el Exp. | (A), Exp. Il (B) y Exp. lll (C).
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Fig. 2: Evolucidn de la senescencia en los tres experimentos, expresada como pérdida
de AFV en el estrato superior (A, B, C), medio (D, E, F) e inferior (G, H, ). Las distintas
densidades se indican con lineas mientras que los simbolos indican el hibrido. Cada
punto es el promedio de 6 (Exp. I) u 8 (Exps. Il y lll) plantas.
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Tabla 1: Inicio de la fase rdpida de senescencia en cada estrato del canopeo o en la
planta entera, en los tres experimentos. Los datos corresponden al promedio de 6
(Exp. 1) u 8 (Exps. Il y lll) plantas por tratamiento. Resultados del ANOVA: NS, no
significativo; +P < 0,1; *P < 0,05: **P < 0,01; ***P < 0,001.

5 o Inicio de la fase rapida de senescencia (°Cd)
Exp. PIm Hibrido

Inferior Medio Superior Planta
6 DK 927 1058 773 910
NK 995 1060 1037 1027
g DK 817 956 867 923
NK 915 1074 1076 1071
| 10 DK 538 887 1097 1072
NK 736 1076 1097 1077
P (Densidad) Hokk NS Hokk *
P (Hibrido) * * oAk *k
P (D x H) NS NS *xx NS
; DK 599 767 756 600
NK 780 897 956 857
g DK 525 671 768 626
NK 701 839 952 818
9 DK 525 691 756 628
I NK 701 817 916 797
10 DK 440 682 767 589
NK 704 852 945 778
P (Densidad) *kx NS NS NS
P (D x H) NS NS NS NS
AW 420 518 592 468
g AX 372 470 624 410
DK 369 445 573 403
NK 509 635 622 578
AW 305 511 592 463
1] 10 AX 324 447 656 376
DK 334 495 566 368
NK 378 512 648 462
P (Densidad) Hokk NS NS ok
P (D x H) * * NS NS
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3.3.  Contenido de clorofila

La evolucidn de la senescencia también se analizé en términos del contenido de
clorofila foliar (estimado a partir del valor de SPAD). En general, el aumento de la
densidad poblacional redujo el contenido de clorofila en todos los estratos de la planta
(Fig. 3). Sin embargo, estos efectos fueron menos acentuados en el estrato superior.

En ambos Exps., la densidad redujo significativamente el valor de SPAD (a los 36
y 50 DDF en el Exp. | y a los 50 DDF en el Exp. Il) en el estrato inferior y medio (Figs 3C,
3D, 3E, 3F) pero no en el estrato superior (Fig. 3A, 3B). En cambio, en ambos Exps. los
efectos del hibrido si se mantuvieron en todos los estratos y estadios de senescencia,
teniendo siempre el hibrido SG (NK880) mayores valores de SPAD que el hibrido NSG
(DK682).

3.4. Intercepcion de luz

En los tres experimentos, el aumento de la densidad poblacional incrementd la
intercepcién de luz por el canopeo (Fig. 4). La intercepcidn de luz también varié entre
hibridos (P < 0,05) incluso en estadios previos a la ocurrencia del PQ_(i.e., antes de que
se manifiesten las diferencias en senescencia foliar). En el Exp. |, la transmitancia de luz
se midid a distintas alturas del canopeo. Se detectaron efectos significativos del hibrido
a la altura de la hoja -3 y a nivel del suelo (Fig. 4B). En la Fig. 4B se destaca que en
NK880, entre el 60 y 70% del PAR incidente fue interceptado por hojas en posiciones
superiores a la tercera hoja por debajo de la espiga

En los Exps. | y I, se observa que en todas las densidades testeadas, el hibrido
SG (NK880) interceptd mayor irradiancia en comparacion con el hibrido estdndar a los
7 DDF (Exp. I, Fig. 4A) y a los 18 DDF (Exp. Il, Fig. 4C). En el Exp. lll, a los 31 DDF y a 8 pl
m? AW190, AX878 y NK880 interceptaron mayor irradiancia en comparacidon con
DK682 (Fig. 4D). A 10 pl m?, AX878 y NK880 interceptaron comparativamente mas
radiacion que AW190 y DK682.
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Fig. 3: Evolucién de la senescencia foliar en los Exps. | y Il, expresada como valor de
SPAD en el estrato superior (A, B), medio (C, D) e inferior (E, F). Las distintas
densidades se indican con lineas mientras que los simbolos indican el hibrido. Cada
punto es el promedio de 6 (Exp. I) u 8 (Exp. Il) plantas.
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Fig. 4: Radiacién Fotosintéticamente Activa (RFA) transmitida a través del canopeo a
nivel del suelo en el Exp. | (A, 7 DDF, 127 °Cd), Exp. Il (C, 18 DDF y 299 °Cd) y Exp. Il (D,
31 DDF y 443 °Cd). En la Fig. B, se muestra el perfil de transmitancia de luz (promedio
entre densidades) a distintas alturas del canopeo (suelo, hoja -3, hoja 0 y hoja +3)
medido en el Exp. | (los asteriscos indican DMS< 0,05).
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3.5. Rendimiento y componentes

En todos los Exps., el rendimiento maximo se obtuvo a 8 pl m en el hibrido SG
(NK880) y a 10 pl m™ en el hibrido NSG (DK682); es decir que, el rendimiento méaximo
del hibrido NSG se ubicé en densidades mayores (Tabla 2). En el Exp. | el ANOVA
detectd interaccidon entre tratamientos; a 6 pl m™ el rendimiento de los hibridos fue
similar, a 8 pl m™ el rendimiento del hibrido SG fue mayor (P <0,05) pero a 10 pl m? la
tendencia se invirtid y el hibrido NSG fue el que alcanzé mayor rendimiento (Tabla 2).
En el Exp. Il el ANOVA detectéd diferencias significativas entre hibridos para el
rendimiento: el hibrido NSG (DK682) presentd siempre mayores rendimientos (excepto
a 8 pl m, diferencias no significativas, Tabla 2). Promediando entre Exps. | y Il, los
rendimientos obtenidos a 10 pl m™ fueron un 12% mayores en el hibrido NSG (DK682)
respecto al hibrido SG (NK880). A partir de los rendimientos obtenidos a 6-8 pl m™? en
Exp. | o 7-8 pl m? en el Exp. ll, se deduce que las diferencias en rendimiento
observadas a altas densidades no pueden ser explicadas por diferencias en el potencial
de rendimiento de los hibridos a una menor densidad poblacional.

Como era esperable, el aumento de la densidad incrementd el estrés por
competencia reduciendo el rendimiento por planta en todos los experimentos (el
rendimiento por planta no se presenta pero puede calcularse a partir del NG y PG
presentados en la Tabla 2). El aumento de la densidad poblacional redujo el NG por
planta en ambos experimentos y el PG en el Exp. | (y en el Exp. Il con un valor de P<
0,1). A 10 pl m-2, los hibridos practicamente no se diferenciaron en el NG mientras que
el PG fue entre un 10% (Exp. I) y un 15% (Exp. ll) menor en el hibrido NK880. Estos
resultados no pueden ser atribuidos a un menor PG potencial en el hibrido SG, pues
estos genotipos no se diferenciaron en PGa 6 0 7 pl m2 (en Exp. ly Il respectivamente,
Tabla 2).

En el Exp. lll, el ANOVA detectd interaccién entre tratamientos. Entre 8 y 10 pl
m?, el rendimiento de los hibridos AW190 y DK682 no varié significativamente; en
cambio, el rendimiento del hibrido AX878 (SG) aumento (P < 0,05) y el rendimiento de
NK880 (SG) se redujo (P < 0,05). El NG se redujo significativamente al aumentar la
densidad, siendo esta reduccién comparativamente menor en el hibrido AX878 (-5%)
en comparacion al resto de los hibridos (entre 20 y 13% de reduccion respecto al NG

alcanzado a 8 pl m?) (calculado de la Tabla 2). Se detecté interaccién Densidad x
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Hibrido para el PG; el PG se redujo muy poco en la mayoria de los hibridos (entre 1y
5% de reduccion respecto al PG alcanzado a 8 pl m™) excepto en el hibrido NK880,
donde esta reduccién alcanzé el 20% (Tabla 2). En promedio para los hibridos con la
menor densidad éptima (AW190 y NK880) el NG se redujo un 19% y el PG un 13% al
pasar de 8 a 10 pl m™. En cambio, en los hibridos con la mayor densidad 6ptima
(AX878 y DK682), el NG se redujo un 9% y el PG un 2% al pasar de 8 a 10 pl m™. Esto
indica que el PG es el principal componente asociado a la estabilidad del rendimiento

en altas densidades.

3.6. Larelacion entre el inicio de la fase rdpida de senescencia en los distintos
estratos y el rendimiento se corresponde con las diferencias genotipicas.

En los tres Exps., se analizé la relacidon entre el inicio de la fase rapida de
senescencia (PQ) en cada estrato y el rendimiento (Fig. 5). A una densidad de 8 pl m?2,
el rendimiento se relacioné positivamente con el PQ en los tres estratos (Figs 5A, 5B,
5C). A 10 pl m™, se mantuvo una relacién positiva entre el rendimiento y el PQ, pero el
coeficiente r* fue menor respecto a la relacién encontrada a 8 pl m™ (i.e., mayor
dispersién de los datos) (Figs 5D, 5E, 5F). Ademads, tanto la pendiente de la regresién
como el coeficiente r* disminuyeron desde el estrato superior al inferior. La relacién
mas débil entre el PQ y el rendimiento se registré a 10 pl m? y en el estrato inferior. A
10 pl m™ se observa que, en general, los residuales de los hibridos AW190 y DK682
(caracterizados como NSG) se encuentran por encima de la linea de tendencia. En
cambio, los residuales de los hibridos AX878 y NK880 (SG) se encuentran por debajo.

Esto es especialmente evidente en el estrato inferior (Fig. 5F).
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Tabla 2: Rendimiento (kg ha), nimero de granos por planta (NG), peso de grano (PG),
MS total a MF, y acumulacion neta entre floracion y MF (para el Exp. Il no se dispone
de datos de acumulaciéon neta). Los promedios presentados corresponden a 6 (Exp. ) u
8 (Exps. Il y 1l1) plantas por tratamiento, excepto para rendimiento donde el promedio
corresponde a 60 (Exp. 1) u 80 (Exps. Il y Ill) plantas por tratamiento. Resultados del
ANOVA: NS, no significativo; +P < 0,1; *P < 0,05: **P < 0,01; ***P < 0,001.

) . Rendimiento PG (m MS total Asim. Neta
Exp PIm?2 Hibrido (kg ha™) NG pl-1 gran(o_f) (6 ph1) i
6 DK 10941 583 313 310 185
NK 11710 627 314 329 204
g DK 12779 524 307 230 140
NK 13920 590 299 283 133
I 10 DK 14618 481 305 238 148
NK 13278 477 281 226 100
P (Densidad) *Ex * * HAx NS
P (Hibrido) NS * + NS NS
P (D x H) * ¥ + NS NS NS
; DK 11980 612 280 288 115
NK 11517 591 282 294 145
DK 11791 549 269 254 84
8 NK 12330 599 259 265 133
DK 13240 552 268 242 96
Il ? NK 11809 479 266 227 111
DK 13322 492 272 238 107
10 NK 11288 493 232 218 101
P (Densidad) NS * + oAk *
P (Hibrido) * NS * NS NS
P (D x H) NS + NS NS NS
AW 10895 563 243 262
3 AX 10030 462 273 266
DK 10455 485 254 244
NK 11335 511 280 242
AW 10566 464 228 215
1 10 AX 11676 440 267 231
DK 11165 424 252 183
NK 9772 416 228 207
P (Densidad) NS * ok ok
P (Hibrido) NS * ** *
P (D x H) * NS * NS

119



Densidad poblacional: Densidad poblacional:

8 pl m? 10 pl m*
16000
A B o AW190
o o g + AX878
= 14000 o DK682
g e NK880
S 12000 |
c
9
:% 10000
= b[1] 6,53 b[1] 5,87
[ rz 0,73* rz 0,45*
8000 . . . .
16000
C D
. s} OO s}
< 14000
©
=
2
= 12000
8
c
9
£ 1 b1] 5,65
= [1] 56 b[1] 5,29
g r 0,81 r2 0,42*
& 5000 —
16000
E
g 14000 -
o
=
S 12000 |
c
9
:% 10000
= b[1] 5,33 * b[1] 5,40
& rz 0,71 * r2 0,25*
8000

0 200 400 600 800 100012000 200 400 600 800 10001200

Inicio de fase rapida de senescencia (°Cd)

Fig. 5: Relacion entre el inicio de la fase rapida de senescencia en el estrato superior (A,
B), medio (C, D) e inferior (E, F), y el rendimiento en dos densidades: 8 pl m~ (A, C, E) y

10 pl m™ (B, D, F). En cada grafico se muestran los promedios por repeticion (parcela) a
lo largo de los 3 Exps.
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3.7. las diferencias genotipicas pueden asociarse a diferencias
en la asimilacion neta (balance de C) y en la particion a espiga

En los Exps. | y Il, el ANOVA no registro diferencias significativas entre hibridos
en la asimilacién neta durante el llenado (Tabla 2). Como fue observado en el Capitulo
3, nuevamente se detectaron pérdidas netas de MS hacia el final del llenado (datos no
mostrados). Las pérdidas netas de MS fueron mdas acentuadas en el Exp. Il y se
detectaron a partir de los 66 DDF, en coincidencia con los registros de temperaturas
minimas por debajo de 10°C (Fig 1B). En sintonia con lo observado en el Capitulo 3 las
pérdidas de MS fueron notablemente mas importantes y se mantuvieron en todas las
densidades en el hibrido SG NK880, mientras que en el hibrido NSG DK682 sdlo se
manifestaron ligeramente a 7 pl m? (datos no mostrados).

En el Exp. lll no se realizaron muestreos alrededor de floracion motivo por el
cual no es posible calcular la asimilacion neta de MS. Como se observa en la Fig. 6, la
pendiente de la relacién entre asimilacion neta y crecimiento de espiga varié entre
0,69 en el Exp. I, y 0,56 en el Exp. II. En el Exp. | (Fig. 6A) y a 10 pl m™ (sefialado con
flechas) la acumulacidn neta fue ligeramente mayor en el hibrido DK682. En cambio,
en el Exp. Il (Fig. 6B) y a 10 pl m™ (sefialado con flechas) las diferencias en acumulacién
neta entre hibridos fueron menores, y el hibrido DK682 presenté mayor particién a
espiga. En la Fig. 6 también se puede observar (como la distancia que separa a los
puntos que se encuentran por encima de la linea 1:1) que el aporte de MS proveniente
de la removilizacién de asimilados no superd el 20% en ninguno de los dos Exps. La
ausencia de diferencias en asimilacion neta durante el llenado en altas densidades, aun
cuando el hibrido SG presentd una demora significativa en la senescencia foliar, serd
analizada en la seccidn siguiente desde la perspectiva del balance de C. La menor
particidon a espiga registrada en el hibrido SG, especialmente en el Exp. Il (donde la
particién a espiga fue menor en relacién al Exp. 1), serd analizada desde la perspectiva

del balance de N.
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Fig. 6: Relacion entre la asimilacidon neta de MS durante el llenado y el crecimiento de
la espiga en el Exp. | (A, hasta los 71 DDF o 1045 °Cd) y Exp. Il (B, hasta los 66 DDF o
962 °Cd). Cada punto representa un tratamiento (Densidad x Hibrido). Las flechas
indican resultados a 10 pl m™.
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3.8.  Balance de C: relacion entre el cardcter SG y la asimilacion neta durante
el llenado

En la Fig. 7 se presenta la relacion entre el inicio de la fase rdpida de
senescencia y la acumulacién neta durante el llenado en los Exps. | y Il. Como se puede
observar, a 8 pl m™, la relacidn es significativa para todos los estratos (Figs 7A, 7C, 7E).
En cambio a 10 pl m™? la relacién sélo es significativa en el estrato superior (Fig. 7B, P <
0,05).

En el Exp. lll se realizaron mediciones de respiracidon foliar en dos de los
hibridos: DK682 (NSG) y NK880 (SG). La tasa respiratoria por unidad de area foliar vario
en funcién del estadio fenoldgico, la posicidn de la hoja en la planta, la densidad y el
hibrido (Fig. 8). En el primer estadio de medicién (7 DDF, 111 °Cd) no se detectaron
diferencias significativas entre densidades, hibridos y hojas. En el segundo estadio de
medicion (17 DDF, 245 °Cd), las tasas respiratorias a 10 pl m fueron menores que a8
pl m™? (P < 0,05; 0,69 vs. 1,06 micromoles O, h™ cm™ de hoja, respectivamente) y las
tasas de la hoja -3 fueron menores que las de la hoja 0 (P < 0,05; 0,77 vs 0,99
micromoles O, h™* em™ respectivamente). Finalmente, en el tercer estadio de medicién
(35 DDF, 500 °Cd), el ANOVA detecté interaccién entre hibridos y hojas: la tasa
respiratoria se redujo significativamente en la hoja -3 del hibrido DK682 en ambas
densidades, y mas notoriamente a 10 pl m. Las tasas respiratorias a 10 pl m? se
mantuvieron constantes entre los 250 y 500 °C dia™ en el hibrido SG (NK880) mientras
gue en el hibrido NSG (DK682) se redujeron a cero como resultado de la senescencia
(Fig. 8B). Estos resultados sugieren que a 10 pl m? la demora de la senescencia no
tiene un fuerte impacto sobre la asimilacion neta, y que, incluso, el mantenimiento de
la actividad respiratoria en las hojas basales del genotipo SG podria tener un impacto

negativo en el balance de C.
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Fig. 7: Asimilacion neta (entre 7 y 50 DDF en Exp. | o entre 17 y 50 DDF en Exp. Il) vs
inicio de fase rapida de senescencia a 8 pl m™? (A, C, E) y a 10 pl m™ (B, D, F). Cada
grafico representa un estrato diferente del canopeo: estrato superior (A, B), medio (C,
D) e inferior (E, F). Cada punto es el promedio de una repeticidén por tratamiento (n=
12 en cada regresion).
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Fig. 8: Cambios en la tasa respiratoria foliar (expresada por unidad de drea) en post-
floracién, medida en el Exp. lll, en un hibrido NSG (DK682) y un hibrido SG (NK880). Las
mediciones fueron realizadas en dos densidades: a 8 pl m™ (A) y a 10 pl m™? (B), y en
dos hojas: en la hoja -3 (correspondiente al estrato inferior, linea punteada) y en la
hoja 0 (correspondiente al estrato medio, linea llena). Las lineas verticales indican el
error estandar. Cada punto es el promedio de 6 u 8 plantas por tratamiento.

3.9. Balance de N: dindmica del N en post-floracion y posibles efectos sobre
el rendimiento

En los Exps. | y Il se analizé el contenido de N en tres compartimentos de la
planta, en antesis y alrededor de madurez fisioldgica. En ambos Exps. el aumento de la
densidad redujo significativamente el contenido de N en planta alrededor de floracién
(Tabla 3). En el Exp. |, el contenido de N en floracién no varié entre hibridos a 6 y a 10
pl m?, pero si a 8 pl m?, donde fue mayor (P <0,05) en el hibrido SG (NK880) (Fig. 9A).
En el Exp. I, el ANOVA detecté efectos del hibrido: en general, DK682 alcanzé mayores
contenidos de N en floracién aunque a 10 pl m™ no existieron diferencias entre
hibridos (Fig. 9B).

En el Exp. |, la absorcidon de N durante el llenado se redujo significativamente
con el aumento en la densidad, y el hibrido NSG (DK682) absorbié mayor cantidad de N
que el hibrido SG (NK880) (Tabla 3, Fig. 9). Estas diferencias se acentuaron con el
aumento de la densidad; por ejemplo, DK682 absorbido un 4% madas de N en post-
floracion a 8 pl m™ y un 40% mas a 10 pl m?, en comparacion con NK880. En el Exp. Il
la absorcion de N en post-floracién fue (promedio entre tratamientos) un 70% menor
que la registrada en el Exp. I. En consecuencia, el ANOVA no detecté efectos

significativos de los tratamientos, aunque se mantuvieron las tendencias observadas
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en el Exp. | (mayor absorcién de N en DK682, especialmente a 10 pl m™) (Tabla 3, Fig.

9).

Tabla 3: Resultados de ANOVA para el contenido de N en la planta en antesis, la
absorcion de N en post-floracion y el contenido de N en planta a cosecha, en los Exps. |

y Il
Exp. | Exp. Il
Antesis  Absorcion  Cosecha Antesis Absorcion Cosecha
P (Densidad) kK oAk oAk ok ok NS ok ok
P (Hibrido) NS *x oAk *x NS **
P (D x H) * + NS NS NS NS
Exp | Exp Il
ol 5
=1
A B
=8
©.2 4
= O _
GO 7
= O
o .=
3 ] 7]
7]
g 7 7
_é ]
Z o /] —
o5 2] /] & /|
(@)
S E 1 7
% ©
=
@) 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
@) 6 8 10 7 8 9 10

Densidad poblacional (pl m'z)

Fig. 9: Contenido de N (Nc) en la planta a madurez fisioldgica, presentado como la
suma entre el contenido de N presente en planta en antesis (barras blancas, DK682;

Densidad poblacional (pl m'2)

barras negras, NK880), y el contenido de N absorbido en post-floracién (barras blancas
rayadas DK682; barras grises, NK880) en el Exp. | (A) y en el Exp. Il (B).
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Como resultado de la cantidad de N acumulado durante el periodo vegetativo,
y el N acumulado en post-floracién, el N en planta hacia el final del llenado se redujo (P
< 0,05) con el aumento en la densidad en ambos Exps. En ambos Exps. y en todas las
densidades, el hibrido NSG (DK682) presentd mayor contenido de N en planta que el
hibrido SG (NK880) (Tabla 3, Fig. 9).

En ambos Exps., la concentracion de N en granos no varié entre las densidades
pero si entre hibridos: fue siempre mayor en DK682 (Tabla 4). En el hibrido NK880, la
concentraciéon de N en granos se mantuvo por debajo del 1,4% en el Exp. |, y por
debajo del 1,1% en el Exp. Il, en todas las densidades; en el hibrido DK682 Ia
concentracion de N en granos se mantuvo por encima del 1,3% en ambos Exps. La
concentracién de N en granos hacia el final del llenado se relacioné significativamente

con el PG final (Fig. 10).

Exps lyll
350

300 1

250

200 1

rz 0,35 P <0,001

Peso de grano (mg grano™)

150 : : : : :
06 08 10 12 14 16 18
Concentraciéon de N en grano (%)

Fig. 10: Regresion entre la concentracion de N en grano y el peso de grano, a lo largo
de las distintas densidades y experimentos. Cada punto representa una repeticion de
cada tratamiento, en los dos Exps. (n =42).
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Tabla 4. Concentracion de N en granos, hojas y cainas (%),y eficiencia en el uso del N
(EUtN, kg de granos por g de N absorbido) para cada tratamiento en los Exp.s 1 y Il. En
cada tratamiento, el promedio corresponde a 6 plantas por tratamiento. NS, no
significativo; +P < 0,1; *P < 0,05: **P < 0,01; ***P < 0,001.

% N en % N en

Exp. PIm™ Hibrido grano % N en hojas cafias EUtN
DK 1,44 1,02 0,56 46
6 NK 1,37 1,16 0,53 53
g DK 1,45 1,03 0,37 59
NK 1,16 1,09 0,44 73
| 10 DK 1,59 1,14 0,50 47
NK 1,27 1,13 0,49 57
P (Densidad) + NS NS NS
P (Hibrido) o NS NS NS
P (D xH) + NS NS NS
; DK 1,35 1,01 0,33 53
NK 1,06 1,33 0,38 62
8 DK 1,29 0,78 0,33 59
NK 1,01 1,25 0,44 64
9 DK 1,34 0,94 0,30 61
Il NK 1,01 1,15 0,41 73
10 DK 1,30 0,81 0,35 60
NK 1,04 1,16 0,35 56
P (Densidad) NS NS NS NS
P (Hibrido) * %k * ok % * % NS
P (D x H) NS NS NS NS

A diferencia de lo observado en los granos, la concentracion de N en hojas y en
cafas no varié entre hibridos en el Exp. |, y en el Exp. Il fue significativamente mayor
en el hibrido NK880 (Tabla 4). Como ya se menciond, el contenido de N en planta
(promedio de tratamientos) fue mayor en el Exp. | respecto al Exp. Il. En el hibrido
DK682 el indice de cosecha de N fue 78% en ambos Exps. (promedio entre
tratamientos, datos no mostrados). En cambio, en el hibrido SG NK880, el indice de
cosecha de N fue menor y se redujo aun mas en el Exp. Il (65% en el Exp. | y 56% en el
Exp. I, datos no mostrados). Esto implica que al disminuir el contenido de N en planta,
el hibrido SG particioné proporcionalmente una mayor cantidad de N a cafias y hojas

en detrimento de los granos. A pesar de las evidentes diferencias entre hibridos para la
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particion de N en la planta, no se registraron efectos significativos del hibrido para la
eficiencia en la utilizacion del N (kg ha™ de rendimiento en grano/kg ha™ de N
absorbido, Tabla 4) e incluso la tendencia fue a mayor EUtN en el hibrido SG. Esto
indica que en el calculo de la EUtN los bajos contenidos de N en planta en el hibrido SG
tuvieron mayor relevancia en el cdlculo numérico que los bajos rendimientos
obtenidos por este hibrido.

Se encontrd una relacion entre el inicio de la fase rapida de senescencia en el
estrato medio e inferior, y la concentracion de N en granos. Como se muestra en la Fig.
11, en el Exp. I, donde la absorcién de N en post-floracion fue mds importante, la
relaciéon entre el PQ y la concentracidon de N en granos fue nula en el estrato inferior
(Fig. 11C) o débil en el estrato medio (11B). En cambio, en el Exp. I, donde la absorcién
de N en post-floracidon representd sélo un 20% del N total en planta a madurez
fisiolégica (promedio entre tratamientos, Fig. 9B), la relacion entre el PQ del estrato
medio e inferior y la concentracién de N en granos fue significativa y negativa (Fig. 11B
y 11D). En la Fig. 11 resulta evidente que el hibrido NSG presentdé mayor concentracion
de N en granos a lo largo de las densidades, y especialmente en el Exp. Il, PQ menores.
En general, en la Fig. 11 (ambos Exps. y estratos del canopeo), se puede observar
también que los datos del hibrido SG se ubicaron frecuentemente por debajo de la
linea de tendencia; es decir que para similares PQ en el estrato inferior, el hibrido

DK682 alcanz6 mayores concentraciones de N en granos a cosecha.
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Fig. 11: Regresion entre el inicio de la fase rapida en el estrato medio (A, B) e inferior
(C, D) y la concentracién de N en granos (%) a lo largo de las distintas densidades. Cada
punto representa una repeticidon de cada tratamiento (n=18 en Exp. | y n = 24 en Exp.

).
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4, Discusion

4.1.  Evolucion de la senescencia foliar

En concordancia con Borras et al. (2003), los resultados presentados en las Figs.
2 y 3, muestran que el aumento en la densidad poblacional acelera la senescencia
foliar. En los tres experimentos, el caracter SG del hibrido NK880 observado en el
Capitulo 2 (en referencia al hibrido NSG DK682) se mantuvo en el rango de densidades.
En el Exp. lll, los dos hibridos incorporados (AX878 y AW190) presentaron un caracter
moderadamente SG, en concordancia con lo observado en el Capitulo 3.

Borras et al. (2003) reportaron que el inicio de la fase rdpida de senescencia
foliar no es afectado por el aumento en la densidad. Esto contrasta con los resultados
presentados en este Capitulo, ya que el aumento de la densidad adelanté el inicio de la
senescencia a nivel del canopeo (Exps. | y Ill, Tabla 1). Con respecto al efecto de la
densidad sobre el PQ, la falta de respuesta reportada por Borrds et al. (2003) podria
deberse a las mayores dosis de N empleadas por estos autores: 1,66 g de N pI'1 para el
tratamiento de 12 pl m? vs. 1 g (Exp. 1) 0 1,2 g (Exp. Il) de N pl™ utilizados en el
presente capitulo para el tratamiento de 10 pl m™2. Ademds, la variabilidad en el PQ
encontrada entre hibridos en este capitulo es esperable considerando que los hibridos
fueron seleccionados por sus diferencias para el caracter SG. En girasol, se ha
reportado que la senescencia foliar puede estar promovida tanto por bajas irradiancias
(Rousseaux et al., 1996) como por baja relacién R/RL (Rousseaux et al., 2000). Estos
aspectos se acentuan con el aumento de la densidad poblacional (Borras et al., 2003),
especialmente en los estratos inferiores del canopeo. En este sentido, los resultados
presentados indican que la densidad afectd diferencialmente el inicio de la senescencia
foliar dependiendo del estrato del canopeo. En todos los hibridos, al aumentar la
densidad poblacional, el inicio de la senescencia se adelantd en el estrato inferior,
mientras que en el estrato superior practicamente no se observaron efectos de la
densidad. Esto sugiere que el inicio de la senescencia no estd necesariamente
programado desde el nivel de planta entera, como se ha propuesto previamente
(Borrds et al., 2003; Sadras et al., 2000), sino que distintos estratos pueden

comportarse en forma relativamente independiente.
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Borras et al. (2003) reportaron que a una densidad de 9 pl m™, la variacion en el
espacio entre hileras (0,35 vs 0,7 m) produjo diferencias significativas en la relacién
R/RL pero no en la tasa de senescencia, lo que sugiere que en alta densidad
poblacional, la calidad de luz no tiene efectos importantes sobre la tasa de
senescencia. En este capitulo, los efectos del sombreo mutuo sobre la intensidad y de
la luz no parecen explicar las diferencias genotipicas. Por ejemplo, en los dos primeros
experimentos la senescencia se aceleré6 mas en DK682 a pesar de que el estrato
inferior del canopeo estuvo comparativamente mas iluminado en este hibrido en
etapas previas al inicio de la senescencia de dicho estrato (Fig. 4A y 4B). Es decir que
las diferencias genotipicas fueron mads importantes que las diferencias debidas al
aumento de la densidad. La variabilidad genotipica también se hizo evidente cuando se
analizé la relacién entre estratos para el inicio de la senescencia. Por ejemplo, en el
Exp. lll, uno de los hibridos SG (AX878) combind un comportamiento NSG en el estrato
inferior y medio, con un comportamiento SG en el estrato superior. En contraste con
los resultados presentados en este capitulo, Sadras et al. (2000) reportaron que frente
a manipulaciones de la relacién fuente/destino en maiz y girasol, no existié interaccion
entre el tratamiento y la posicién de la hoja en el canopeo para el comienzo de la
senescencia. Es decir que, segun Sadras et al. (2000) la sefial de senescencia,
cualquiera sea su naturaleza, seria igualmente efectiva a lo largo de todo el gradiente
vertical de la planta.

Tollenaar et al. (2006) afirman que la intercepcién de PAR por planta se
reducira cuando el aumento poblacional intensifique el sombreo mutuo, pero la
captura total de PAR por parte del canopeo aumentard o permanecerd igual. Los
resultados presentados en este capitulo indican un aumento en la intercepcién de PAR
por el canopeo al aumentar la densidad poblacional (Fig. 4). Las diferencias
encontradas entre hibridos para la transmitancia de luz a la altura de la hoja -3 y a
nivel del suelo (Fig. 4B) indican que las hojas del estrato basal estuvieron
comparativamente mas sombreadas en el hibrido SG NK880, dejando para las hojas
basales niveles de PAR cercanos al punto de compensacion luminico para maiz
(Acciaresi, Tambussi y Guiamet, no publicado). En un perfil diario de asimilacién de
carbono, es probable que las hojas del estrato inferior hayan tenido un balance

negativo, acentuado en dias nublados.
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4.2.  Rendimiento y sus componentes

En el rango de densidades exploradas en los tres experimentos, la existencia de
interaccion entre tratamientos (Exps. | y lll, Tabla 2) sin efectos del hibrido, permite
afirmar que en los genotipos estudiados existio variabilidad en la densidad éptima. En
todos los experimentos, el aumento de la densidad poblacional trajo aparejada la
reduccion de ambos componentes del rendimiento, NG y PG, pero existié variabilidad
genotipica en la intensidad de esta respuesta. En los Exps. | y Il, las diferencias en
rendimiento entre hibridos (a 10 pl m™ en el Exp. | 0 en todas las densidades en el Exp.
II) estuvieron asociadas a un menor PG en el hibrido SG (NK880). Esto contrasta con
trabajos previos donde la demora en la senescencia foliar estuvo asociada a un
aumento en el PG (Banziger et al., 2002; Tollenaar & Wu, 1999).

En el Exp. lll, los hibridos caracterizados como NSG en el Capitulo 2 (AW190 y
DK682) presentaron estabilidad del rendimiento entre 8 y 10 pl m™. Por el contrario,
los hibridos caracterizados como SG en el Capitulo 2 (AX878 y NK880) presentaron
menor estabilidad del rendimiento y comportamiento contrastante. El rendimiento
6ptimo de AX878 se alcanzé a 10 pl m™ mientras que en NK880 el rendimiento 6ptimo
se alcanzé a 8 pl m™. A partir de la variacién en los componentes del rendimiento entre
hibridos, el PG parece ser el componente que mejor se asocia a la estabilidad del
rendimiento en alta densidad.

A partir de estos resultados resulta evidente que la demora de la senescencia
foliar, al menos en el estrato inferior, no resulté en mayor rendimiento a alta densidad
(Fig. 5F). Estos resultados pueden ser atribuidos a (i) impactos neutros o negativos de
la demora en la senescencia de las hojas basales sobre la disponibilidad de asimilados
en post-floracién (balance de C) o bien (ii) impactos negativos de la demora de la

senescencia de foliar sobre la particion a espiga mediada por el balance de N (Fig. 6).

4.3.  Senescencia demorada y balance de C

En concordancia con Borras et al. (2004), el aporte de MS proveniente de la
removilizacion no representd mas del 20% del peso de granos por planta a cosecha.
Esto implica que el aporte de asimilados a la espiga provino mayoritariamente de

fotoasimilados producidos durante el llenado.
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Varios autores han reportado que la demora de la senescencia foliar implica un
aumento de la disponibilidad de asimilados en post-floracion. Esto también ha sido
demostrado en forma parcial, en los Capitulos 2 y 3 de esta tesis. En este capitulo, a 8
pl m™, la demora en la senescencia foliar se relacioné con una mayor asimilacién neta
en todos los estratos del canopeo (Fig. 7). Sin embargo, a 10 pl m™ esta relacién sélo
fue significativa en el estrato superior. Estos resultados no sorprenden, considerando
la baja irradiancia incidente en el estrato inferior (Fig. 4). Borras et al. (2003)
reportaron que el aumento de la tasa de senescencia foliar observado al aumentar la
densidad no se corresponde con una disminucién de la relacidn fuente/destino, ya que
en altas densidades también se reduce el NG.

Boonman et al. (2006) analizaron el desempefo de un genotipo transgénico de
tabaco que demora la senescencia en comparacidon con un genotipo de referencia y
encontraron que a pesar de que el transgénico tiene mejor o igual acumulacién de
materia seca en bajas densidades, en altas densidades es superado por el genotipo de
referencia; los autores atribuyen estas diferencias a la respiraciéon de las hojas basales.
En el mismo sentido pero considerando las hojas superiores, Earl & Tollenaar (1998)
encontraron una relacién negativa entre la asimilacién de materia seca a cosecha y la
respiracion de las hojas superiores promediada durante el ciclo.

Las pérdidas de materia seca asociadas a la respiracion pueden representar
alrededor del 50% del carbono asimilado por un cultivo de maiz (Earl & Tollenaar,
1998). Earl & Tollenaar (1998) encuentran menores tasas respiratorias en hojas basales
del canopeo en comparacidn con hojas superiores y proponen que las hojas basales
podrian ajustar su tasa respiratoria de manera de mantener un balance de carbono
ligeramente positivo. Este tipo de ajuste se observa en los resultados presentados para
la hoja -3 (representativa del estrato inferior) de ambos hibridos al comparar la tasa
respiratoria alrededor de los 245°Cd entre 8 y 10 pl m’2 (Fig. 8). En estadios
posteriores, el hibrido NK880 mantiene la tasa respiratoria de la hoja -3, ain a 10 pl m’

mientras que en el hibrido NSG la respiracién de la hoja -3 se reduce
significativamente a 8 pl m? y completamente a 10 pl m?, como resultado de la
senescencia. Boonman et al. (2006) sugieren que la senescencia inducida por sombreo

es funcional para maximizar la ganancia de carbono en canopeos densos. Los datos
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presentados aqui indican que NK880 fue ineficiente para ajustar la respiracion de las

hojas basales a la menor irradiancia incidente en los estratos inferiores del canopeo.

4.4.  Senescencia demorada y balance de N

La eficiencia en el uso del N (EUN) puede definirse como el rendimiento en
granos por unidad de N absorbido, y depende de (i) la absorcién del N del suelo
(EAbsN), dada por el tamafio y la actividad de las raices y (ii) la capacidad de
transformar el N absorbido en N en rendimiento (EUtN), relacionada al desarrollo de
los granos (Ciampitti & Vyn 2011).

Segun Ciampitti & Vyn (2012), el contenido critico de N en planta a floracién es
de 2,3 g N pl™ por lo que, valores inferiores afectan negativamente el rendimiento. Los
resultados obtenidos en este capitulo indican que en ambos Exps. y en todos los
tratamientos (exceptuando el Exp. Il a 7 pl m™ para el hibrido DK682, Fig. 9) el
contenido de N en planta fue inferior al contenido critico, y se mantuvo por debajo de
2 g pl'l. Esto implica que, en ambos experimentos | y Il, las diferencias observadas
entre hibridos no pueden ser atribuidas sélo a la densidad sino que ademas es
necesario considerar los efectos de la deficiencia de N. No sélo el contenido en planta,
sino también la particion del N entre los diferentes drganos tendrdn influencia sobre el
rendimiento final. En general, e independientemente del valor absoluto de cada
componente, las diferencias en el N absorbido por planta a cosecha fueron explicadas
por diferencias en el N absorbido en post-floracion, especialmente a 10 pl m™ (Fig. 9).

La senescencia demorada en el hibrido SG (NK880) no estuvo acompafada de
una mayor absorcion de N en post-floracién. Esto concuerda con trabajos previos,
donde tampoco el caracter SG ha estado vinculado a mayor absorcion de N en post-
floracién (Subedi & Ma 2005; Martin et al. 2005). Otros trabajos si han reportado
mayor absorcidon de N en post-floracidon en genotipos SG. Sin embargo, a diferencia de
los experimentos presentados en este capitulo, en estos trabajos se han utilizado
lineas de maiz a una densidad de 5,3 pl m (Banziger et al., 1999) o bien, los estudios
han involucrado genotipos SG de distintos afios de liberacion (i.e., involucrando no
sélo el caracter SG sino también otros efectos del mejoramiento) (Ma & Dwyer, 1998).

En este Capitulo, la menor absorcién de N en post-floracién encontrada en el

hibrido SG (NK880) podria tener una relacidon directa con la menor irradiancia
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incidente en las hojas del estrato basal, en comparacion con el hibrido NSG (DK682) en
el que la penetracion de luz en estratos basales fue significativamente mayor (Fig. 4B).
Se ha reportado que las hojas de los estratos basales tendrian una importante funciéon
en la provision de carbohidratos a las raices (Palmer et al., 1973). Existen evidencias
claras que apoyan esta idea. Osaki (1995) realizaron dos tratamientos en una linea de
maiz tropical: (i) fertilizacién con 30 g de N m; (ii) fertilizacion con 15 g N m™ y raleo
de plantas de una hilera en floraciéon; de modo que la disponibilidad final de N en (ii)
fue menor que en (i) (22,5 g vs. 30 g de N m™). Sin embargo, la cantidad de N
absorbida a cosecha fue marcadamente mayor en el tratamiento (ii) y resulté en
mayores PG (350 mg grano™) que en (i) (266 mg grano™). Los autores proponen que el
aumento de la luz incidente en estratos basales producido por el tratamiento de raleo
mejoré la absorcién de N (Osaki, 1995). La competencia por luz a altas densidades
reduce el indice raiz/tallo (Hébert et al., 2001), y esto afecta negativamente la
capacidad de capturar recursos del suelo (Rossini et al., 2011). En este capitulo, las
diferencias entre hibridos en el perfil de intercepcién de luz muestran que las hojas
basales del hibrido SG estuvieron expuestas a menores irradiancias que las del hibrido
NSG, lo que resultaria en menor indice raiz/tallo. Boonmann et al. (2006) encontraron
gue la MS de raices fue un 30% menor en un genotipo stay green transgénico de
tabaco a 6,3 pl m comparado con un genotipo salvaje y que esta diferencia se
incrementd a un 50 % a 9,5 pl m™.

Ya sea que NK880 tuvo una menor actividad de raices debido a un mayor
consumo relativo de fotoasimilados por respiracion de las hojas basales, o una menor
relacion raiz / tallo debido a mayor competencia por luz en el estrato inferior, la menor
acumulacién neta de N en postantesis sugiere diferencias entre hibridos relacionadas
al sistema radical. Ciampitti & Vyn (2011) ademas sugieren que en maiz, la absorcién
de N podria mantenerse aun después de la senescencia temprana del canopeo debido
a una situacion de estrés. Esto independizaria en cierta medida el adelanto de la
senescencia foliar en DK682 en altas densidad con su capacidad de prolongar la
absorcién de N en postantesis.

En relacion a la eficiencia de utilizacidon del N absorbido, es interesante destacar
que los resultados presentados no muestran diferencias significativas entre hibridos

(Tabla 4). Esto no es sorprendente, considerando que la EAbsN y la EUtN suelen
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relacionarse en forma negativa (Gallais & Coque, 2005) y por lo tanto, no son
estadisticamente independientes.

En ambos experimentos y en todo el rango de densidades, la concentracidn de
N en granos a cosecha estuvo siempre por encima del 1,3% en el hibrido NSG (DK682)
mientras que en el hibrido SG (NK880) permanecié por debajo del 1,4% en el Exp. |, y
por debajo del 1,1% en el Exp. ll. Dado que el PG final fue mayor en DK682, estas
diferencias no pueden atribuirse a efectos de dilucidon. EIl N cumple una importante
funcién durante las primeras etapas del llenado, determinando el peso de grano
potencial. Es necesario para los procesos enzimaticos esenciales relacionados con la
utilizacién del C, influencia la determinacion del nimero de células en el endospermay
es un constituyente principal de las proteinas de reserva (Cazetta et al., 1999; Below et
al., 2000). La relacion encontrada entre la concentracion de N en granos hacia el final
del llenado y el PG final (Fig. 10) sugiere que el N tuvo un rol en la determinacién del
PG, especialmente en el hibrido NK880, por ser el que presentd menor concentracién
de N en granos en todas las densidades y experimentos.

Los resultados presentados en este capitulo indican que no existieron
diferencias en la concentracién de N en tejidos vegetativos a cosecha en el Exp. |, pero
si en el Exp. Il (Tabla 4). En el Exp. Il, la concentracién de N en hojas y cafias fue mayor
en el hibrido SG (lo mismo se observo para el contenido de N, datos no presentados).
Otros estudios también reportan mayor contenido de N en hojas y tallos de genotipos
SG de sorgo (Borrell et al. 2000) y maiz (Ma & Dwyer 1998; Rajcan & Tollenaar 1999;
Martin et al., 2005). Ma & Dwyer (1998) sefialaron que la mayor retencion de Nt en
hojas de genotipos SG estaba asociada a la mayor absorcién de N en post-floracion, y
por lo tanto a menores requerimientos removilizacién de N desde los drganos
vegetativos. Este argumento no se aplica al presente estudio, ya que a pesar de que el
hibrido SG presenté menor (Exp. |I) o similar (Exp. II) acumulacion de N en post-
floracién, retuvo similar (Exp. 1) o mayor (Exp. 1) cantidad de N en érganos vegetativos,
aun cuando los requerimientos de N en los granos parecieron no ser satisfechos

completamente.

4.5.  Posibles efectos de la fuente y los destinos sobre la removilizacion de N
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En ambientes deficientes en N, la demanda de los destinos puede ser satisfecha
con el N almacenado en estructuras vegetativas (Thomas et al., 2002). Existen algunas
evidencias relacionadas a un control de la removilizacién de N desde la fuente. Borras
et al. (2003) encuentran que plantas donde el nimero de granos se redujo un 50% a
través de tratamientos manipulativos, exportaron a los granos la misma cantidad de N
que aquellas plantas donde el nUmero de granos no fue alterado. También Christensen
et al. (1981) encontraron que tanto en plantas control como en plantas cuyas espigas
habian sido removidas en antesis, el contenido de N foliar disminuyé durante la primer
mitad del llenado, indicando que en ausencia de espiga, el tallo funciona como destino
alternativo para el N removilizado desde las hojas. En el mismo sentido, Seebauer et al.
(2004) compararon el contenido de aminoacidos en el marlo de maiz a los 14 DDF
combinando tratamientos de polinizacion impedida, y distintas dosis de N (0 vs 170 kg
de N ha). Cuando se previno la polinizacién, el contenido de aminodcidos en el marlo
aumenté y fue un 40% mayor en las plantas fertilizadas, sugiriendo que ante ausencia
de destinos la fuente mantiene el suministro de N a la espiga y el marlo actia como
destino alternativo.

Subedi & Ma (2005) sugieren que cuando la capacidad de los destinos esta
restringida por N en las etapas tempranas de diferenciacién de granos, las proporcion
de N particionado a las hojas puede ser mayor, porque la demanda de N de los
destinos se reduce. La relacién encontrada entre el inicio de la fase rapida de
senescencia y la concentracién de N en granos a cosecha (Fig. 11) varidé entre Exps.
Considerando que en el Exp. | la absorcion de N en post-floracidn representé alrededor
del 50% del N en planta a cosecha (Fig. 9), no es sorprendente que la concentracién de
N en granos no se relacione con la senescencia foliar. En cambio, en el Exp. Il el tiempo
térmico al inicio de la fase rapida de la senescencia foliar en el estrato inferior y medio
se relacioné negativamente con la concentracién de N en granos a cosecha. Esto
implica que, en el hibrido SG, aun cuando el crecimiento de los granos pudo haber
estado limitado por deficiencias de N, y aiin cuando en el Exp. Il la removilizaciéon del N
foliar pudo haber sido la fuente mas importante de N para los granos, la senescencia
foliar no respondié a esta demanda. Es decir, que al menos en el hibrido SG, la

removilizacion de N foliar parece haber ocurrido independientemente de los
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requerimientos de N en los granos sugiriendo un control por la fuente (y un nulo o muy

leve control por los destinos).

5. Conclusiones

El aumento de la densidad poblacional promovié diferencialmente Ia
senescencia del canopeo, dependiendo del estrato considerado y del hibrido. Dos de
los hibridos caracterizados como contrastantes segun la senescencia foliar en
condiciones de sequia (Capitulo 2) mantuvieron su caracter en condiciones de alta
densidad (NK880 y DK682) mientras que otros dos (AW190- NSG y AX878-SG)
combinaron un cardcter NSG en el estrato inferior y un caracter SG en el estrato
superior.

Cuando el caracter SG se mantiene en alta densidad en todos los estratos del
canopeo, como en NK880, puede tener impactos negativos sobre el balance de Cy de
N en la planta, afectando el rendimiento. A diferencia de lo observado en los estratos
medio y superior, la demora de la senescencia en el estrato inferior no se relaciond
con la asimilacidn neta de C en post-floracién. Ademads, en el hibrido SG, las hojas del
estrato inferior mantuvieron la tasa respiratoria aun en estadios avanzados del
llenado. Cuando la absorcidon de N en post-floracion fue muy baja (en proporcién al N
en planta a cosecha, Exp. Il), la demora de la senescencia del estrato medio e inferior
se relaciond negativamente con la concentracién de N en granos.

La concentracién de N en granos fue menor en el hibrido SG (NK880) y se
relaciond directamente con el PG. En consecuencia, el rendimiento fue menor en el
hibrido SG y las diferencias entre hibridos fueron explicadas a través de un menor PG.
La mayor o similar concentraciéon de N en tallos y hojas observada en el hibrido SG
parece haber ocurrido independientemente de los requerimientos de N en los
destinos. Por lo tanto, al menos en este hibrido la senescencia foliar no ocurrié en
respuesta a la demanda de N en los granos. Frente a un aumento en la densidad
poblacional, el caracter SG puede ser desventajoso si reduce el aporte de N foliar por
removilizacion para el crecimiento de los granos e impide que se ajuste la respiracién

de las hojas basales a la menor irradiancia en los estratos inferiores del canopeo.
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La incorporacion de otro genotipo SG (AX878) al analisis, evidencid la existencia
de plasticidad fenotipica para la expresién del caracter SG. El mayor rendimiento
relativo obtenido por este genotipo SG (AX878) en condiciones de alta densidad
poblacional implica que el caracter SG puede representar una ventaja en la medida en
que pueda ser modulado por el ambiente (por ej. a través de las condiciones luminicas
o de los requerimientos de N en los destinos). Este aspecto se analizard también en

condiciones de deficiencias de N en el Capitulo 5.
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CAPITULO 5
ANALISIS DEL METABOLISMO DE COMPUESTOS NITROGENADOS
DURANTE LA SENESCENCIA DE MAIz

1. Introduccidn

1.1.  Importancia del problema

Como se mencionod en el Capitulo 3, la eficiencia en el uso del N se define como
el rendimiento en grano por unidad de N disponible en el suelo, y es la resultante de:
la eficiencia de absorcién del N disponible en el suelo (EAbsN), y la eficiencia de
utilizacién del N (EUtN, rendimiento alcanzado por unidad de N absorbido) (Hirel et al.,
2007; Hirel et al., 2005). Segun varios autores, la EUtN es el componente que mejor
define el rendimiento en ambientes con deficiencias en N (Gallais & Coque, 2005).

En general, los trabajos publicados en los que se reportan ventajas en
rendimiento en genotipos SG respecto a genotipos NSG atribuyen estas ventajas a una
mayor EAbsN (Ma & Dwyer, 1998; Pommel et al., 2006; Rajcan & Tollenaar, 1999b).
Por otro lado, existen reportes de menor EUtN en hibridos SG (Pommel et al., 2006).
Varios autores han reportado que los hibridos SG presentan mayor retencion del N en
estructuras vegetativas (Ma & Dwyer, 1998; Pommel et al., 2006; Rajcan & Tollenaar,
1999b). Esta caracteristica podria implicar una penalidad en ambientes donde las
deficiencias de N limitan la absorcion de N en post-floracion.

Durante el desarrollo vegetativo, una mayor EUtN estara relacionada con (i)
mayor particion de N a las hojas (con respecto al tallo); (ii) mejor distribucion del N
foliar en funcién de la irradiancia incidente en cada estrato del canopeo; (iii) mayor
tasa fotosintética por unidad de N en la hoja (mejor ajuste entre las proteinas
involucradas en la fijacién de CO,). A partir de floracion, la EUtN se relaciona ademas,
con la optimizacién del uso del N disponible en la planta, lo que implica la oportuna
removilizacion del N desde los drganos vegetativos hacia los drganos reproductivos. En
plantas expuestas a baja disponibilidad de N, la fertilizacion produjo efectos
significativos cuando fue aplicada alrededor de floracion pero no a los 14 dias después
de floracion (Paponov et al., 2005); i.e., los efectos del N sobre el rendimiento varian

dependiendo de en qué momento del ciclo reproductivo el N esté disponible.
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Es posible que un uso eficiente del N disponible en la planta involucre la
retencion de N en las estructuras vegetativas y en consecuencia, una prolongacion de
la actividad fotosintética, siempre que el contenido de N en los granos sea suficiente
para no afectar su crecimiento potencial. Sin embargo, en ambientes con severas
deficiencias de N, una mejor utilizacién del N disponible en la planta podria estar
relacionada con una alta sensibilidad de la fuente (hojas y tallo) a la demanda de N en
los destinos, lo que implicaria un adelanto de la senescencia para satisfacer las
necesidades tempranas de N asociadas a la determinacién del tamafio potencial de los
granos. En genotipos SG, la senescencia de la mayoria de las hojas ocurre después de
la determinacién del PG potencial (i.e., después de los 15 DDF) por lo cual, la
removilizacion del N foliar tendria un bajo impacto en la determinacién del
rendimiento. Por otro lado, aun en condiciones de buena disponibilidad de N, la
removilizacion de N desde las estructuras vegetativas hacia los granos tendra

influencia sobre la calidad nutricional de los granos (Borras et al., 2002).

1.2.  Metabolismo de compuestos nitrogenados durante la senescencia.

Antes del comienzo de la senescencia, la mayor parte del N de la planta de maiz
se localiza en los tejidos foliares. En especies C,, alrededor del 25% del N foliar se
encuentra en las proteinas liposolubles de la membrana cloroplastica y alrededor del
50% forma parte de las proteinas solubles (Sage et al.,, 1987). La enzima RuBisCO
(ribulosa-1,5- bisfosfato carboxilasa/oxigenasa) representa entre el 5y el 20% de las
proteinas solubles, variando esta proporcion en funcién del contenido de N foliar (Sage
et al., 1987). Otra enzima importante es PEPcasa (fosfoenol-piruvato carboxilasa) que
representa alrededor del 8% de las proteinas solubles (Sugiyama et al., 1984). Por lo
tanto, al menos un 50% del N foliar se encuentra formando parte de proteinas
involucradas en la fotosintesis.

Durante la senescencia se incrementa la actividad proteolitica. La reduccion del
contenido de proteinas asociada a la actividad proteolitica produce un aumento del
contenido de aminoacidos libres que se transforman en asparagina, glutamina y
glutamato, para ser transportados hacia los érganos destinos (Hortensteiner & Feller,
2002). En este Capitulo se analizard el contenido de proteinas en estadios avanzados

de la senescencia foliar, considerando que un alto contenido de proteinas remanente
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es indicador de baja eficiencia de removilizacién del N foliar. También se analizara la
degradacion neta de proteinas en distintas hojas para estimar su importancia relativa
en el suministro de N hacia los granos.

A partir de floracién, los granos son el principal destino de N (Hirel et al., 2007).
En suelos con alta disponibilidad de N, el N absorbido en post-floraciéon es
transitoriamente particionado a las hojas, para ser asimilado y luego movilizado a los
granos (Masclaux-Daubresse et al., 2010). En cambio, en suelos con baja disponibilidad
de N, la mayor parte del N edéfico habra sido absorbida durante el periodo vegetativo
por lo cual la principal fuente de N para los granos proviene de la degradacién de
proteinas. Cualquiera sea la disponibilidad de N eddfico, el contenido de aminoacidos
libres en las hojas sera un indicador del N potencialmente disponible para los granos
en forma inmediata. En este Capitulo se analizard el contenido de aminodcidos libres
en las hojas y su posible relacidon con los componentes del rendimiento.

Una consecuencia potencialmente desventajosa de la masiva degradacién de
proteinas durante la senescencia es la acumulacidon de amonio en los tejidos, que en
especies C4 se produce por (i) la desaminacidon de aminoacidos, vy (ii) el catabolismo de
acidos nucleicos. El amonio intracelular es téxico ya que actia como desacoplante en
las membranas fotosintéticas y mitocondriales. La enzima glutamina sintetasa (GS)
actda en la reasimilacién de amonio, catalizando la siguiente reaccién: Glutamato +
NH," + ATP = Glutamina + ADP + Pi + H". Se han descrito dos isoformas de GS: GS1
(citosodlica) y GS2 (cloroplastica), que en plantas C4, se presentan en cantidades
comparables. En maiz, durante el llenado de granos varias isoformas de GS1 participan
en la reasimilacion de amonio como glutamina, y su conversién en 4acido glutamico y
asparagina para ser exportados hacia los granos (Hirel et al., 2005). Se han encontrado
tres QTLs para GS1 en maiz, que coincidieron con QTLs para rendimiento mientras que
un QTL para GS2 coincidid con QTLs para senescencia foliar e intervalo antesis
masculina-floracién (Gallais & Coque, 2005).

Hasta el presente los trabajos publicados en los que se demuestra la
acumulacién de amonio en las hojas se refieren solamente a plantas C3 (Masclaux et
al., 2000). Los pocos trabajos que analizan el contenido de amonio en maiz se
restringen a un estadio especifico (a los 15 DDF, Hirel et al., 2005). En maiz, el

comienzo de la senescencia foliar varia en los distintos estratos del canopeo y las hojas
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de los estratos central y superior permanecen integramente verdes aun a los 26 DDF
(Valentinuz & Tollenaar, 2004). Below et al. (1981) encontraron que el 67% del
contenido final de N en la espiga fue incorporado durante los primeros 28 DDF. Esto
implica que la senescencia de las hojas en los estratos central y superior podria no
estar asociada a una removilizacién eficiente del N, y esto podria causar la
acumulacién de amonio en esos tejidos. En este Capitulo, se analizara la acumulacién
de amonio en hojas correspondientes a distintos estratos del canopeo durante

distintos estadios del llenado de granos.

1.3.  Fundamentos y planteo de la hipdtesis

Como se muestra en el Capitulo 3 (Figs. 1 y 2) demoras relativas en la
senescencia foliar pueden resultar de (i) una mayor disponibilidad de N edafico; (ii)
diferencias genotipicas vy (iii) dentro de una misma planta, por los distintos momentos
de inicio de la senescencia en las hojas de diferentes estratos. La hipdtesis que

pretende ser contrastada en este Capitulo es:

(4) La demora en la senescencia esta relacionada con una menor eficiencia de
removilizacion del N foliar.
(4.1.) El aumento de la fertilizacion con N, al demorar la senescencia foliar,
reduce la eficiencia de removilizacion del N foliar.
(4.2.) Dentro del canopeo, la eficiencia de removilizacion del N foliar es menor
en las hojas del estrato superior (cuya senescencia es mas tardia).
(4.3.) Los genotipos SG presentan menor eficiencia de removilizacién del N

foliar.

El objetivo general de este capitulo fue estudiar el ritmo de degradacién de
proteinas y la acumulacidon de aminoacidos y de amonio durante la senescencia foliar.
Para contrastar las hipétesis planteadas se compararon: (1) plantas cultivadas en dosis
contrastantes de N, (2) hojas correspondientes a distintos estratos del canopeo, vy (3)

genotipos con distinta duracidon del AFV.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Disefo experimental

El material vegetal se obtuvo del Experimento |, descripto en el Capitulo 3,
considerando sdlo los tratamientos NO y N200 (el tratamiento N100 no fue incluido en
este Capitulo). Brevemente, los tratamientos consistieron en (i) dos dosis de N, vy (ii)
cuatro hibridos. Las dosis de N correspondieron a fertilizacion con 18 kg de N ha™ en
forma de fosfato diamdnico (FDA, tratamiento NO), y fertilizacion con 218 de N ha™ en
forma de urea (200 kg de N ha™) y FDA (18 kg de N ha™) (tratamiento N200). Los
hibridos correspondieron a un hibrido estdandar NSG (DK682) de senescencia
temprana, un hibrido con moderada demora en la senescencia (AW190) y dos hibridos
con caracter SG (AX878 y NK880). Mas detalles del ensayo se presentan en la seccién
Materiales y Métodos del Capitulo 3.

En cada combinacién de tratamientos (dosis de N x hibrido), se muestrearon
tres hojas de la planta: hoja -3 (tercera por debajo de la espiga), hoja 0 (adyacente a la

espiga) y hoja +3 (tercera por encima de la espiga).

2.2.  Procedimiento de muestreo

A partir de floracidn, se realizaron tres muestreos representando distintos
estadios durante la senescencia foliar: madurez (alrededor de floracién, M), Sl y Sli
(dos estadios de senescencia, | y Il). El estadio M se muestred en simultdneo para
todas las combinaciones de dosis de N x hibrido x posiciéon de la hoja. Dado que el
ritmo de senescencia fue significativamente afectado por la dosis de N y la posicidn de
la hoja, en los estadios posteriores (Sl y SllI) el momento de muestreo vario para cada
combinacién de dosis de N x posiciéon de hoja, pero no para el hibrido (Tabla 1). Por lo
tanto en cada combinacién de dosis de N x posicidon de hoja, los cuatro hibridos fueron
muestreados simultaneamente.

El criterio utilizado para definir los momentos de muestreo Sl y Sll en cada
combinacidn dosis de N x posicion de hoja, se baso en el valor de SPAD del hibrido de
senescencia mas rapida: DK682 (Fig. 1). El estadio Sl fue muestreado en todos los

hibridos cuando el valor de SPAD de DK682 disminuyd 10 unidades respecto del valor
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de SPAD alcanzado en M mientras que el estadio Sl fue muestreado cuando el valor de
SPAD de DK682 disminuyd en 20 unidades respecto del valor en M (se considerd el
valor de SPAD en M para cada dosis de N y posicidon de hoja por separado).

En cada fecha de muestreo se realizaron 3 repeticiones (correspondientes a
tres bloques del ensayo, ver Capitulo 3) por tratamiento (N x Hibrido). Cada repeticién
consistié en una muestra compuesta de hojas de 2 plantas. Con un sacabocados se
tomaron discos de hojas (1 cm de didmetro) en el tercio medio (en sentido
longitudinal) de la hoja, en la regidn central entre la nervadura media y el borde.
Alrededor de la zona donde se obtuvieron los discos de hoja se midid el contenido de
clorofila (promedio de 5 medidas) con un medidor SPAD (Minolta SPAD 502). Los

discos fueron congelados en nitrégeno liquido y almacenados en freezer a -202 C.

2.3.  Determinacion del contenido de proteinas

Para la determinacién de proteinas, los extractos se prepararon segun el
método descripto en Kingston-Smith & Foyer (2000) con algunas modificaciones. Se
prepararon los extractos a partir de 3 discos de hojas en 200 uL de buffer de extraccién
(Tris HCI pH 7,8 con el agregado de 0,1% v/v de Triton-X100; MgCl, 5 mM; cisteina 5
mM; PMSF 1 mM y leupeptina 10 uM). El homogenato se agitd en un vortex durante 1
minuto y luego se sonicé durante 280 segundos. Se colocé en un bafio térmico a 60°C
durante 10 minutos y posteriormente se centrifugd a 9000 x g por 5 min.

Electroforesis: Se prepararon geles desnaturalizantes de poliacrilamida de
acuerdo al método de Laemmli (1970). Se utilizaron geles de 10% de acrilamida y de
1,5 mm de espesor. En cada gel se sembraron cantidades iguales de las diferentes
muestras a analizar (35 plL de extracto, equivalentes a 0,4 cm? de érea foliar) y ademas
se sembraron tres calles con distintas cantidades conocidas de una proteina de
referencia (seroalbumina bovina, BSA) para utilizar como estandar en la cuantificacién
de las muestras. En cada gel se disponia de 15 calles para sembrar muestras. Se utilizé
un gel completo por cada hibrido, cada bloque y cada dosis, en el que se sembraron las
tres hojas (hojas -3, 0 y +3) y los distintos estadios (M, Sl y Sll). Una vez sembrados los
geles se aplicé un campo eléctrico de 12 mA por cada gel y se realizé la electroforesis
durante aproximadamente 2,5 hs. Luego los geles fueron colocados en la solucién

fijadora-colorante (Coomassie-Blue) durante al menos 12 hs y finalmente se
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decoloraron hasta obtener las bandas azules correspondientes a las proteinas
separadas en el gel.

Cuantificacion de los geles: Los geles fueron escaneados para obtener imagenes
digitales y proceder a la cuantificacion de las proteinas. Para determinar el contenido
de proteinas en las muestras se utilizd el programa SIGMA-Gel para cuantificar las
bandas utilizando una curva de calibracion obtenida a partir de los datos
correspondientes a la proteina de referencia (BSA) en cada gel. Los resultados se

presentan como mg de proteinas por area de tejido (cm?).

2.4.  Determinacion del contenido de aminodcidos

Las mediciones de aminoacidos se realizaron segun Moore (1968). Se utilizé un
método espectrofotométrico basado en la determinacion de la absorbancia a 570 nm,
correspondiente al producto de la reaccidn de los aminodcidos con ninhidrina. Cuando
se calientan en presencia de ninhidrina, los aminoacidos que contienen un grupo a-
amino libre dan lugar a un producto de color purpura que absorbe a 570 nm. Para la
cuantificacién de aminoacidos por espectrofotometria se realiz6 una curva de
calibracion utilizando glutamina como patrén.

Se colocaron 3 discos de hojas de 1 cm de didmetro en un mortero, se agregé
una pizca de arena de cuarzo y 500 pl de etanol 80 % v/v, se homogeneizd y se
centrifugd durante 10 minutos a 9000 x g a 4 °C. El sobrenadante obtenido fue
guardado. El pellet restante se resuspendié con 500 pl de etanol 60% v/v, se
homogeneizd en el vortex y se centrifugd durante 10 minutos a 9000 x g y 4 9C. Este
segundo sobrenadante se combind con el extracto anterior. El pellet restante se
resuspendié con 500 pl de agua bidestilada, se homogeneizé en el vortex y se
centrifugé durante 10 minutos a 9000 x g y 4 2C. Finalmente, el sobrenadante se
combind con los 2 sobrenadantes anteriores. Es decir, que la muestra para medir
aminodcidos fue el sobrenadante resultado de las tres extracciones sucesivas (etanol
80 %, etanol 60 % y agua).

La reaccién entre los aminodcidos y la ninhidrina se llevd a cabo en un medio
AcO/CN [CNK 0,01M vy buffer acido acético - acetato de sodio pH 5,3-5,4 (Rosen,

1957)], a 100 2C durante 15 minutos. Para finalizar la reaccion se agregd alcohol

147



isopropilico al 50 % (v/v) (Lamothe & McCormick, 1972). Se midio la absorbancia a 570

nm.

2.5.  Determinacion del contenido de amonio

Las medidas de amonio se realizaron segun el método de Lin & Kao (1996). Se
utilizé un método espectrofotométrico basado en la medicién de la absorbancia a 635
nm del complejo coloreado (azul de Indofenol) que se forma cuando reaccionan el
amonio, el hipoclorito de sodio, y el fenol en presencia de nitroprusiato de sodio. Para
la cuantificacién de amonio por espectrofotometria se realizé una curva de calibracidn
utilizando como patréon (NH,),S0,.

Se prepararon extractos a partir de 5 discos de hojas (1 cm de didmetro) con
800 pL de acido H,SO4 0,3 mM (pH 3,5). Los extractos fueron centrifugados a 9000 x g
durante 10 min en una centrifuga a 4 °C. El sobrenadante se utilizé para la
determinacién de amonio. A una alicuota (200 pl) de sobrenadante se le agregé 500 pl
de reactivo A (fenol 1% p/v, nitroprusiato de sodio, 0.005 % p/v), 500 ul de reactivo B
(hidéxido de sodio 0,5 % p/v, hipoclorito de sodio 0,84 % v/v), y 100 pl de hipoclorito
de sodio. Se dejo reaccionar y se midid la absorbancia en el espectrofotémetro a 635
nm luego de 30 minutos. Los resultados obtenidos fueron expresados como pg cm™.

Las medidas se realizaron por triplicado para cada muestra.

2.6.  Andlisis Estadistico

Los datos se analizaron para cada estadio (M, Sl y Sll) y posicién de hoja (hoja
+3, hoja 0 y hoja -3) por separado. Para conocer el efecto de los tratamientos (N x
Hibrido) se realizé6 un ANOVA de factores fijos, donde los factores correspondieron a la
dosis de Ny al hibrido, y la variable dependiente a cada una de las variables (contenido
de proteinas, aminoacidos y amonio). Los demas aspectos referidos a los analisis

estadisticos se detallan en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo 2.
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3. Resultados

En la Tabla 1 se presentan los dias después de floracidn en los que se realizaron

los muestreos para cada estadio de cada hoja y dosis de N. En la Fig. 1 pueden

observarse los valores de SPAD medidos en cada estadio de muestreo para cada hoja,

dosis de N y genotipo.

Tabla 1: Estadio fenoldégico (DDF) correspondiente a los muestreos de cada hoja en
cada dosis de N y resultados de ANOVA para el contenido de proteinas, aminoacidos y
amonio por unidad de darea foliar.

Hoja (-3) Hoja 0 Hoja (+3)
M S Sl M S| Sli M S| Sli
Estadio de muestreo (DDF)
NO -4 15 22 -4 22 31 -4 22 31
N200 -4 22 36 -4 36 50 -4 44 50
Contenido de proteinas por cm’
P (N) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005 0,002 0,000 0,000 0,000
P (Hibrido) 0,044 0,023 0,002 0,019 0,191 0,060 0,029 0,001 0,027
P (N x H) 0,132 0,152 0,012 0,027 0,301 0,241 0,063 0,003 0,057
Contenido de aminodcidos por cm’
P (N) 0,000 0,000 0,078 0,001 0,000 0,000 0,005 0,007 0,001
P (Hibrido) 0,356 0,015 0,150 0,588 0,387 0,115 0,111 0,006 0,104
P (N x H) 0,030 0,091 0,707 0,099 0,011 0,358 0,760 0,100 0,612
Contenido de amonio por cm’

P (N) 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
P (Hibrido) 0,001 0,020 0,003 0,000 0,095 0,544 0,159 0,000 0,003
P (N x H) 0,044 0,041 0,009 0,002 0,019 0,239 0,270 0,005 0,038
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Fig. 1: Valores de SPAD de los cuatro hibridos en los tres estadios de muestreo (M, Sl y

Sll) para la dosis NO (A, B, C) y la dosis N200 (D, E, F) de la hoja +3 (A, D), la hoja 0 (B, E)
y la hoja -3 (C, F).
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3.1. Variacion entre hibridos para el contenido de proteinas en estadios

iniciales e intermedios del llenado

La dosis de N tuvo efectos significativos sobre el contenido de proteinas
alcanzado en el estadio M (floraciéon) en todas las hojas (Tabla 1); en cada hoja
(promedio entre hibridos) el contenido de proteinas se redujo alrededor de un 50% en
el tratamiento NO respecto del contenido alcanzado en N200. En NO, el contenido de
proteinas alrededor de floracién, (promediando entre hibridos) fue minimo en la hoja -
3, y similar entre las hojas 0 y +3 (363, 431 y 415 microgramos de proteinas cm?,
respectivamente). En N200, el contenido a floracion fue minimo en la hoja -3,
intermedio en la hoja 0 y maximo en la hoja +3 (534, 568 y 716 microgramos de
proteina por cm™ respectivamente).

En el estadio M, el ANOVA detectd efectos del hibrido en las tres hojas, e
interaccidn entre tratamientos en la hoja 0 (Tabla 1). En el tratamiento NO, los hibridos
SG (AX878 y NK880) presentaron los mayores contenidos de proteinas alrededor de
floracion (Fig. 2). El hibrido AW190 (que presentdé moderada demora en la senescencia
en términos de AFV, ver Capitulo 3) presentd mayor contenido de proteinas que el
hibrido estandar (DK682) pero menor que los hibridos SG, especialmente en las hojas 0
y +3 (Fig. 2B, 2C). Entre los SG, el hibrido NK880 siempre tuvo mayores contenidos de
proteina foliar que AX878. En N200, los hibridos alcanzan similares contenidos de
proteinas en todas las hojas a excepcion de AX878, cuya respuesta a la fertilizacion fue
notablemente mayor.

De la Fig. 2 se destaca que el contenido de proteinas en NK880 fue mucho mas
estable entre dosis de N que el del resto de los hibridos. Promediando las tres hojas, el
contenido de proteinas en NK880 aumentd un 20% en el tratamiento N200, mientras
gue para el resto de los hibridos los incrementos fueron mayores (72, 56 y 61% para
AW190, AX878, y DK682 respectivamente). No obstante, en esta comparacion es

necesario considerar el alto contenido de proteinas alcanzado por AX878 en N200.
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Fig. 2: Contenido de proteinas (microgramos por cm™) en el tratamiento NO (A, B, C) y
N200 (D, E, F) y en la hoja -3 (A, D), hoja 0 (B, F), y hoja +3 (C, F) a lo largo de tres
estadios desde floracion (M, S, SlI) en los cuatro hibridos. Las barras indican el error
estandar. Notar la diferente escala del eje Y entre dosis de N.
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En el tratamiento NO, el contenido de proteinas de la hoja 0 (a los 31 DDF,

estadio Sll) se relaciond positivamente con la tasa de transporte fotosintético de

electrones (ETR, medida en la hoja 0 a los 30 DDF, Capitulo 3) (r2=0,49, P < 0,05, n=12,

Fig. 3A). Los hibridos SG (AX878 y NK880) presentaron mayor contenido de proteinas y

por lo tanto, mayores valores de ETR que los hibridos NSG. En N200 no existid una

relaciéon aparente entre el contenido de proteinas (medido a los 36 DDF, estadio SI) y

ETR (Fig. 3B). Tampoco se evidencid una tendencia relacionada al caracter SG.
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w
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+ AX878
200 | * & DKes2
& NK880
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Contenido de proteinas (pgramos cm'z)

Fig. 3: Analisis de regresién entre el contenido de proteinas en la hoja 0 y la tasa de
transporte fotosintético de electrones medida a los 30 DDF en la misma hoja. En el
panel A, resultados en NO (proteinas en SlI, a los 31 DDF). En el panel B, resultados en
N200 (proteinas en S, a los 36 DDF). Cada punto representa una repeticion.
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3.2.  \Variacion en la degradacion de proteinas entre dosis de N y hojas

La dosis de N afect6 significativamente el contenido de proteinas remanente en
el estadio SlI de las tres hojas analizadas (Tabla 1). Promediando hojas e hibridos, el
contenido de proteinas foliares remanente en Sl fue 255 microgramos cm™ vs 606
microgramos cm™ en el tratamiento NO vs N200 respectivamente. Desde otra
perspectiva, si el contenido de proteinas remanente se analiza en referencia al
contenido alcanzado en M, el efecto de la dosis de N no fue tan importante (63 vs 70%
en NO y N200 respectivamente).

Analizando cada hoja por separado (promedio entre hibridos), el menor
contenido de proteinas en Sll se registré en la hoja -3, y el mayor en la hoja +3. En NO,
el contenido de proteinas en Sll varié entre 209, 270 y 287 microgramos de proteinas
por cm™ en las hojas -3, 0 y +3 respectivamente (Figs. 2A, 2B y 2C). En N200, las
diferencias entre hojas se mantuvieron, siendo los contenidos de proteinas en Sll de
534, 568 y 716 microgramos cm™ en las hojas -3, 0 y +3 respectivamente (Figs. 2D, 2E
y 2F). Por otra parte, la degradacién neta de proteinas entre My SlI, esta relacionada a
la importancia relativa que puede tener una hoja en la removilizacion de N a los
granos. En el tratamiento NO la cantidad de proteinas degradadas fue similar para las
hojas -3 y 0 (entre 155 y 162 microgramos de proteina por cm™ de hoja) mientras que
en la hoja +3 este valor se redujo (128 microgramos de proteina por cm). En cambio,
en el tratamiento N200, la degradacién neta de proteinas en las hojas -3 y +3 fue
similar (222-224 microgramos de proteina por cm™) mientras que en la hoja 0 este
valor fue comparativamente mayor (306 microgramos de proteina por cm).

Tomando como referencia el contenido de proteinas alcanzado en el estadio M
de cada hoja, en el tratamiento NO, la hoja -3 fue la que presentd mayor eficiencia en
la degradacion de proteinas y la hoja +3, la menor. En NO, la degradacion de proteinas
entre My Sll representd un 43% del total alcanzado en M para la hoja -3, reduciéndose
esta proporcion a 37% en la hoja 0 y 30% en la hoja +3. En N200 la mayor eficiencia de
degradacion de proteinas se observé en la hoja 0 (35%) mientras que en las hojas -3 y

+3 esta proporcion fue menor (29% y 23% respectivamente).
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3.3.  \Variacion en la degradacion de proteinas entre genotipos

Para los estadios Sl y SllI, el contenido de proteinas varié significativamente
entre hibridos en las hojas -3 y +3, pero no en la hoja 0 (Tabla 1). El contenido de
proteinas remanente en el estadio Sll fue siempre mayor en los hibridos SG (AX878 y
NK880, Fig. 2). En el tratamiento NO, NK880 retuvo 80% (hoja -3), 69% (hoja 0) y 63%
(hoja +3) mas proteinas que el promedio de los dos hibridos NSG (AW190 y DK682). La
cantidad de proteinas retenidas en AX878 fue considerablemente menor que en
NK880, pero mayor que en los hibridos NSG. Por el contrario, en el tratamiento N200,
AX878 retuvo siempre un mayor contenido de proteinas que cualquiera de los demas
hibridos, como consecuencia de sus altos contenidos iniciales (estadio M).

Analizando la eficiencia de degradacion de proteinas se encuentra que, en NO y
promediando las tres hojas, los hibridos degradaron (entre M y Sll) el 64% (AW190),
41% (DK682), 41% (AX878) y 15% (NK880) del contenido de proteinas que alcanzaron
en M. En el tratamiento N200, la proporcidn de proteinas degradadas entre My Sll se
redujo respecto a NO (excepto en NK880 donde aumentd) y representd el 32-38% del
contenido de proteinas alcanzado en M para los hibridos NSG (AW190 y DK682), o el
24% del contenido alcanzado en M para los SG (AX878 y NK880). Estas diferencias
implican que la proporcién de proteina degradada respecto al maximo alcanzado
alrededor de floracién en cada tratamiento, puede variar dependiendo de la dosis de
N. Es decir, que al reducirse la dosis de N aumenta la proporcién de proteina

degradada compensando en parte, el menor contenido de proteina alcanzado en M.

3.4. Ladegradacion de proteinas se relacioné con el PG final

En las distintas hojas y para cada dosis de N, se analizd la relacién entre la
degradacidon de proteinas foliares por grano fijado y el PG final. En el tratamiento NO,
se encontré una relacidon significativa en la hoja -3 (Fig. 4A) considerando la
degradacion de proteinas entre M y Sl (i.e., entre Ry -4 dias y Ry + 15 dias, Tabla 1). Una
relacién similar se hallé en la hoja O (Fig. 4B) considerando el periodo entre M vy SlI
(i.e., entre Ry -4 dias y Ry +30 dias, Tabla 1). En general, los hibridos SG se ubicaron por
debajo de la linea de tendencia, i.e., para similar cantidad de proteinas foliares
degradadas, el PG final fue menor. En el tratamiento N200, sélo se encontré una

relacion significativa en la hoja 0, con tendencia negativa (Fig. 4E); en este caso los
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hibridos SG se ubicaron por encima de la linea de tendencia. Esto muestra que en

condiciones de baja disponibilidad de N, la degradacion de proteinas se relaciona de

forma positiva con el PG final, mientras que cuando la disponibilidad de N aumenta,

esta relacion puede invertirse.
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Fig. 4: Regresion entre la degradacién de proteinas por grano fijado y el PG final. Las
Figs A, By C corresponden a las hojas -3, 0 y +3 del tratamiento NO. Las Figs D, Ey F,
corresponden a las hojas -3, 0 y +3 del tratamiento N200. Cada punto representa una
repeticion (n=12). * P < 0,05. Notar la distinta escala en el eje de las X.
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3.5.  El contenido de aminodcidos durante el llenado varié entre dosis de N e

hibridos y se relaciond con el PG final

El nivel de fertilizacion tuvo efectos significativos en el contenido de
aminoacidos de todas las hojas y estadios estudiados (excepto la hoja -3 en el estadio
Sll, Tabla 1); en todos los casos el contenido de aminoacidos fue menor en el
tratamiento NO. En ambas dosis de N y para todas las hojas e hibridos, en general, el
contenido de aminoacidos disminuyo entre M y SII.

En la hoja -3, el contenido de aminoacidos presentd interaccién N x Hibrido en
el estadio M (Tabla 1): los hibridos no se diferenciaron en NO (Fig. 5A), mientras que en
N200 el contenido de aminoacidos fue mayor en los hibridos SG que en los NSG (DMS
< 0,05 respecto a AW190, Fig. 5D). En la hoja -3, en el estadio S| hubo diferencias
dependientes del hibrido: los hibridos SG presentaron mayor contenido de
aminodcidos que los NSG (DMS < 0,05) aunque esta tendencia fue mds clara en NO
para el hibrido NK880 y mas clara en N200 para el hibrido AX878. En la hoja 0, existié
interaccion N x Hibrido en el estadio Sl (Tabla 1): el contenido de aminoacidos tendio a
ser menor en los hibridos SG en NO (Fig. 5B) pero mayor en los hibridos SG en N200
(Fig. 5E). La misma tendencia persistié (no significativamente) en el estadio SIl. En la
hoja +3, el contenido de aminoacidos varié dependiendo del hibrido en el estadio SI: el
hibrido NSG DK682 presentd valores significativamente menores que el resto de los
hibridos en ambas dosis de N (Fig. 5C y 5F).

El contenido de aminodcidos foliares por grano fijado se relaciond con el PG
final, y esta relacién varié entre hojas (Fig. 6). La relacién entre el contenido de
aminodacidos alrededor de floracidn y el PG final, fue significativa (P < 0,05) en la hoja -
3 (r’ = 0,84, n=12, Fig. 6A) y en la hoja 0 (r* = 0,68, P < 0,05, n=12, Fig. 6B), pero no

significativa en la hoja +3 (Fig. 6C).

157



Hoja -3 Hoja 0 Hoja +3
80

— |\
60 1 —— S|

e S|

40 -

20 1

Microgramos de
aminoacidos cm?

AW190 AX878 DK682 NK880  AWI190 AX878 DK682 NK880  AW190 AX878 DK682 NK880
80

D E F

60 1

40

20 1

Microgramos de
aminoacidos cm?

0! Ll

AW190 AX878 DK682 NK880 AW190 AX878 DK682 NK880 ~ AW190 AX878 DK682 NK880
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grano fijado, y el peso de grano final, para ambos tratamientos de fertilizacién (NO y
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3.6.  El contenido de amonio varié entre tratamientos y hojas

En especies C4, donde la fotorrespiracién no es detectable, la principal fuente
de amonio es la desaminacién de aminodcidos producto de la degradacidon de
proteinas durante la senescencia (Ghannoum, 2009). La produccién de amonio puede
representar una pérdida de N en forma volatil desde las hojas (Schjoerring et al., 1993)
por lo que los resultados de amonio seran analizados en funcidn de la maxima
acumulacién registrada en cada tratamiento, independientemente de los estadios. En
todas las hojas se detectd interaccion significativa N x Hibrido (al menos en alguno de
los tres estadios analizados, Tabla 1). El tratamiento NO presentdé mayor acumulacién
de amonio que el tratamiento N200 en las hojas -3 y +3 en todos los estadios (Fig. 7A,
7C), pero menor en la hoja 0 (Fig. 7E). En general, y promediando las tres hojas
muestreadas, en todos los estadios, los niveles de amonio fueron mayores en NO que
en N200.

Analizando la Fig. 7 en funcién de la mdxima acumulacién de amonio registrada
en cada hibrido, puede observarse que, para ambos tratamientos no existe una
tendencia clara en la hoja 0 (Figs. 7B y 7E). Considerando las demas hojas, en el
tratamiento NO, los hibridos NK880 y DK682 son los que mayor acumulacidon de
amonio presentaron en la hoja -3 en todos los estadios (Fig. 7A) mientras que en la
hoja +3 la mayor acumulacién de amonio se registrd en los hibridos SG (AX878 en My
NK880 en SI, Fig. 7C). En el tratamiento N200 los hibridos SG acumularon ligeramente
mayor cantidad de amonio en la hoja -3 (AX878 en SI, y NK880 en M y SI, Fig. 7D) y en
la hoja +3 (AX878 en Sl y NK880 en SlI, Fig. 7F).
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Fig. 7: Contenido de amonio (microgramos por cm™) en el tratamiento NO (A, B, C) y
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160



4. Discusion

4.1.  Variacion genotipica para el contenido de proteinas en estadios iniciales
e intermedios del llenado

La disponibilidad de N se relaciona directamente con el contenido N en planta,
y con el contenido de proteinas foliares. Por lo tanto, la reduccién en el contenido de
proteinas observada en NO es un resultado esperable. Borrell & Hammer (2000)
postulan la existencia de un valor umbral para el contenido de N por area foliar, por
debajo del cual se desencadenaria el proceso de senescencia. En este sentido, el
cardcter SG (i.e. la demora relativa del inicio de la fase rapida de senescencia) podria
resultar de un mayor contenido de proteinas en floracion (Thomas & Howarth, 2000).
Los resultados presentados en este capitulo apoyan estas ideas, especialmente en
condiciones de deficiencias de N (NO).

En NO, el contenido de proteinas foliares alrededor de floracion (M) se
correspondid con el cardcter SG de los hibridos (ver Fig. 4A, Capitulo 3): el hibrido NSG
DK682 presentd el menor contenido de proteinas en M, el hibrido AW190 (de
moderado caracter SG) y AX878 (SG) presentaron contenidos intermedios, y los
maximos se registraron en NK880 (de mayor expresién del caracter SG). Sin embargo,
en N200 el contenido de proteinas en M no se correspondidé directamente con el
caracter SG, ya que AX878 presentd mayor contenido de proteinas en N200 pero inicié
la fase rédpida de senescencia mds temprano en comparacion con NK880 (ver Fig. 4A,
Capitulo 3). A partir de estos resultados es posible decir que (i) el caracter SG (de
NK880) no necesariamente se asocia con mayor acumulacién potencial de proteinas en
foliares (en N200) y (ii) la demora relativa en la senescencia no siempre refleja
diferencias en el contenido de proteinas alrededor de floracion (a partir de la
comparacion entre AX878 y NK880 en N200).

Gallais & Coque (2005) senalan que un mayor contenido de proteinas a
floracién permitiria la removilizacion parcial del N foliar sin que se resienta
sustancialmente la capacidad fotosintética. Un comportamiento de este tipo se
observé en AX878 y AW190, ya que el contenido de proteinas foliares en las tres hojas
analizadas cae durante el llenado (Fig. 2) aun cuando estos hibridos exhiben una

moderada demora en la senescencia, practicamente similar a la encontrada en el
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hibrido NK880. Se ha sugerido que, cuando la disponibilidad de N es alta, parte del
exceso de N absorbido puede acumularse en las hojas en forma de RuBisCO (Sage et
al., 1987). Los resultados presentados en este Capitulo (Figs. 2D, 2E y 2F) sugieren que
una estrategia de este tipo pudo haber sido adoptada por AX878 en N200, mientras
que en el resto de los hibridos, si existié N en exceso, pudo haberse a acumulado en
los tallos.

Paponov et al. (2005) reportaron reducciones en la tasa fotosintética cuando el
contenido de N en la hoja cae por debajo de 1,5 g N m de area foliar. Los resultados
presentados en este capitulo muestran que en estadios intermedios del llenado (30
DDF), existié una reduccién en la tasa fotosintética cuando el contenido de proteinas
foliares fue inferior a 400 microgramos cm™ (tramo lineal del polinomio presentado en
la Fig. 3A). Asumiendo que el contenido de N en las proteinas foliares es alrededor del
16% (Sage et al., 1987), contenidos de proteina inferiores a 400 microgramos cm™
equivalen a contenidos de N inferiores a 0,64 g m™, i.e. valores notablemente mas
bajos que los reportados por Paponov et al. (2005). En este contexto, el mayor
contenido de proteinas alcanzado en los hibridos SG representd una ventaja en
términos de actividad fotosintética. Seglin Sage et al. (1987), entre el 21y 27% del N
foliar estd representado por proteinas asociadas a clorofila (de la cadena de transporte

de electrones) mientras que alrededor del 6,5% esta representado por RubisCO.

4.2.  Variacion en la degradacion de proteinas entre dosis de N y hojas

La degradacion de proteinas cloroplasticas se considera como un marcador de
senescencia y removilizacion de nutrientes (Masclaux et al., 2000; Thomas et al.,
2000). El contenido de proteinas foliares remanente en estadios avanzados de la
senescencia de una hoja en particular (estadio Sll del presente estudio) estaria
relacionado con la eficiencia de removilizacién del N foliar. Varios trabajos muestran
gue las deficiencias de N inducen la removilizacion de N foliar (Paponov et al., 2005;
Masclaux et al., 2000). Los resultados presentados en este capitulo concuerdan con las
evidencias previas. El contenido de proteinas remanente en estadios avanzados de la
senescencia fue mayor en N200 respecto a NO, sugiriendo que la eficiencia de

removilizacion del N foliar disminuye con la fertilizacién.
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Considerando las diferentes hojas estudiadas, en ambos tratamientos de N, el
contenido remanente de proteinas foliares (en Sll) aumentd conforme se demord la
senescencia de las distintas hojas. Es decir, el menor remanente de proteinas se
registré en la hoja -3, cuya senescencia comenzé mas temprano. En la hoja 0 el
remanente fue intermedio, y en la hoja +3 fue maximo. Dado que en NO la senescencia
de la hoja 0 y +3 comenzdé aproximadamente en el mismo momento (Tabla 1, Fig. 1Ay
1C), el comparativamente menor remanente de proteinas encontrado en la hoja 0 no
puede ser explicado solamente a través del inicio mds tardio de la senescencia en
relacion con la hoja -3. La menor distancia de la hoja 0 a los granos estaria relacionada
con una mayor eficiencia de removilizacién, en comparacién con la observada en la
hoja +3. Por otra parte, la degradacién neta de proteinas es un indicador de la
importancia relativa de cada hoja como fuente de N para los granos, y en ambas dosis
de N fue mas importante la hoja 0. Reportes previos indican una mayor removilizacién
de N durante el llenado de granos y un mayor aporte total de N a los granos, en las tres
hojas alrededor de la espiga (adyacente, por encima y por debajo) (Cliquet et al., 1990;

Reed et al., 1980).

4.3.  Variacion en la degradacion de proteinas entre genotipos

La variabilidad genotipica encontrada en este trabajo para el remanente de
proteinas en estadios avanzados de la senescencia foliar concuerda con reportes
previos. Varios trabajos indican una mayor retencién de N foliar, presumiblemente
proteinas en su mayor parte, en hibridos SG (Borrell & Hammer, 2000; Ma & Dwyer,
1998; Pommel et al., 2006). En un ensayo a campo donde la disponibilidad de N
(fertilizante + N edafico) fue de 230 kg de N ha™, Martin et al. (2005) muestran que el
contenido de proteinas foliares hacia el final del llenado (55 DDF) permanece
practicamente constante con respecto a floracién en el hibrido SG, mientras que
disminuye en el hibrido estandar. En este capitulo, este tipo de diferencias genotipicas
persisten incluso en NO, y especialmente en uno de los hibridos SG (NK880). Distintos
autores han sugerido que la actividad proteolitica estaria ligada a la declinacién en el
contenido de clorofila (Reed et al., 1980). Esto implicaria una relacién inversa entre el
cardcter SG (valorado en términos de clorofila foliar) y la degradacién de proteinas. Sin

embargo, el hecho de que los hibridos SG (AX878 y NK880) hayan presentado
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importantes diferencias en el remanente de proteinas respalda la posibilidad de

encontrar variacién en la retencidn de proteinas entre distintos genotipos SG.

4.4. La degradacion de proteinas podria tener un impacto directo sobre el PG

final en ambientes con deficiencias de N eddfico en post-floracion

Durante un periodo de 2 semanas después de floracién, la disponibilidad de N
tiene influencia sobre la determinacion del PG potencial (Below et al., 2000; Cazetta et
al., 1999). El déficit de N en esta etapa reduce el contenido de granulos de almidén y
células del endosperma, y por lo tanto la capacidad de los destinos (Cazetta et al.,
1999). En un ensayo a campo, Paponov et al. (2005) combinaron tratamientos de
déficit de fertilizacién nitrogenada desde la siembra con fertilizacion en floracion o 18
DDF y reportaron que en ambos casos la fertilizacién aumenté el PG final respecto de
plantas no fertilizadas, aunque este efecto fue mas pronunciado cuando la fertilizacién
fue suministrada en floraciéon. En este capitulo, la relacion encontrada entre la
degradacion de proteinas foliares y el PG final (Fig. 4) sugiere que la removilizacién del
N foliar podria tener un impacto positivo sobre el rendimiento en ambientes con
deficiencias de N edafico en post-floracion. En este sentido, el impacto de la
removilizacion sobre el rendimiento seria mas relevante en aquellas hojas cuya
senescencia comienza relativamente mds temprano en el llenado (hojas del estrato
basal, como la hoja -3) o en hojas que por su cercania a los granos representan una
fuente importante de N (la hoja 0). Esto explicaria la baja relaciéon encontrada para la
hoja +3 (Fig. 4C). Ademas, estas evidencias se corresponden directamente con la
relacion hallada entre el inicio de la fase rapida de senescencia del estrato basal y
medio del canopeo y la concentracién de N en granos (Fig. 11, Capitulo 4).

Por otro lado, la relacién negativa encontrada entre la degradacion de
proteinas en la hoja 0 y el PG final en el tratamiento N200 (Fig. 4E), podria indicar que
cuando la disponibilidad de N para los granos es suficiente, la degradacién de
proteinas foliares impacta negativamente sobre el balance de C, y entonces, sobre el
PG final. Hirel et al. (2001) encontraron que entre varios QTLs para la actividad de GS,
la colocalizacién con los componentes del rendimiento varié dependiendo de la dosis

de N.
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4.5.  El contenido de aminodcidos durante el llenado vario entre dosis de N e

hibridos y se relaciond con el PG final

Hirel et al. (2005) demostraron que el nivel de aminodcidos en plantas adultas
de maiz permanece bajo en comparacion con plantas jévenes, probablemente porque
la tasa de asimilacion de N se reduce a lo largo del ciclo. Después de floracién, tanto la
asimilacién primaria de N por la raiz como la removilizacién de N desde las hojas
pueden ocurrir simultdneamente contribuyendo al poo/ de aminodcidos foliares y a
abastecer la demanda de N de los drganos destinos (Hirel et al., 2007). No obstante, en
ambientes contrastantes es esperable que uno de éstos procesos (removilizacion vs.
asimilacién) predomine sobre el otro (Below et al., 1981). Estos procesos se vinculan
directamente con los componentes de la EUN analizados en el Capitulo 3. Asi, cuando
la disponibilidad de N es alta, la EAbsN (y la asimilacidon de N asociada) tendrian mayor
importancia relativa, mientras que en ambientes deficientes en N la EUtN (y la
removilizacion asociada) adquieren mas relevancia en la definicién del rendimiento
(Gallais & Coque, 2005).

En general, el proceso de removilizacion de N estda acelerado en ambientes
deficientes en N (Masclaux-Daubresse et al., 2010). En estos casos, el contenido de
aminodcidos libres en las hojas aumentard como consecuencia de la actividad
proteolitica asociada a la senescencia. Se ha reportado que la removilizacién neta de N
foliar puede comenzar entre 5 y 20 DDF segun el hibrido (Below et al., 1981). Los
resultados presentados en capitulo muestran que en el tratamiento NO y en las hojas -
3y 0 (Fig. 5A y 5B) el contenido de aminodcidos libres alrededor de floracién es mayor
en los hibridos NSG (especialmente en DK682) respecto de los SG, lo que
presumiblemente esté asociado a removilizaciéon neta de N foliar. Es esperable que,
debido a la senescencia mas tardia de la hoja +3 no se registren diferencias genotipicas
en esta hoja alrededor de floracién. Similares resultados reportaron (He et al., 2001).
Estos autores analizaron la identidad de los compuestos nitrogenados (basicamente,
aminodcidos, proteinas y N residual) en floracion en dos hibridos de maiz. El
porcentaje correspondiente a aminoacidos fue mayor en el hibrido senescente (mas
del 30% del total vs. 20% en el hibrido SG) en el tratamiento sin fertilizar, y las
diferencias se redujeron en plantas fertilizadas. Los resultados presentados en este

capitulo y las evidencias previas sugieren entonces, que el contenido de aminoacidos
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libres durante la senescencia foliar es un indicador del ritmo de degradacién de
proteinas y removilizacién de N.

Por otra parte, en ambientes con abundante disponibilidad de N, el N
absorbido por la raiz después de floracion puede representar hasta un 60% del N
aportado a los granos (Coque & Gallais, 2007). En estos casos, el contenido de
aminodcidos foliares en estadios tempranos del llenado estard vinculado a la
asimilacion de N edafico ya que las hojas actian como destino transitorio del N
absorbido (Masclaux-Daubresse et al., 2010). En los resultados presentados, el mayor
contenido de aminodcidos registrado en el hibrido NK880 (Figs. 5D, 5E) sumado a la
mayor demora relativa en el inicio de la senescencia sugieren mayores tasas de
asimilacion de N edafico en este hibrido. Martin et al. (2005) compararon el contenido
de aminodacidos entre un hibrido SG y uno senescente (que dispusieron de 230 kg de N
ha™ sumando fertilizacion y N edafico). El hibrido SG presenté mayor contenido de
aminodcidos desde floracién y hasta 35 DDF y mayor absorcién de N en post-floracion
(Martin et al., 2005) sugiriendo que el contenido de aminodcidos foliares refleja
diferencias en la asimilacion de N edafico cuando el suministro de N es abundante.

Asumiendo que el contenido de aminodcidos foliares refleja en parte, la
cantidad de N potencialmente removilizable en forma inmediata, la relacidon entre el
contenido de aminoacidos foliares y el PG final (Fig. 6) reafirma la idea de que el N
tiene un impacto relevante sobre el PG. Distintos aspectos asociados al contenido de
aminodcidos foliares, como son la disponibilidad de N, y las reacciones mediadas por
las enzimas glutamina sintetasa y nitrato reductasa, son piezas claves que definen la
EUtN (Hirel et al., 2001). A partir de los resultados presentados en la Fig. 4 de este
capitulo, se asume que la mayor parte de los aminoacidos foliares en NO estaran
asociados a la degradacién de proteinas. En cambio, en N200 el contenido de
aminodcidos detectado alrededor de floracién, reflejaria mdas probablemente la
asimilacion transitoria del N absorbido (Masclaux-Daubresse et al., 2010).

La hoja de la espiga tiene un rol principal como destino transitorio del N
asimilado (Masclaux-Daubresse et al., 2010). Reed et al. (1980) analizan la actividad de
la nitrato reductasa en la hoja adyacente a la espiga, y la cuarta hoja por encima y por
debajo de la espiga y encuentran que en todas las hojas, la actividad de la enzima

disminuye durante el llenado pero siempre es mayor en la hoja de la espiga. La baja
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relacion encontrada en la hoja +3 (Fig. 6C) estaria relacionada con que, frente a
deficiencias de N, la senescencia de esta hoja ocurre relativamente tarde en el llenado
(por ej, a partir de los 22 DDF en el tratamiento NO de este capitulo). Por otro lado,
cuando hay disponibilidad de N edafico, la mayor parte de éste serd asimilado en hojas
mas cercanas a la raiz (i.e. de los estratos basales) o en la hoja de la espiga. Es decir, las
hojas del estrato superior tendrian una baja incidencia en el aporte de N a los granos

durante la etapa de determinacion del PG potencial.

4.6.  El contenido de amonio varié entre tratamientos y hojas

En plantas C; las principales fuentes de amonio son la fotorrespiracién (se libera
una molécula de amonio durante la oxidacion de la glicina) y la desaminacién de
aminodcidos. En cambio, en plantas C4, dado que la fotorrespiracién es practicamente
nula, la principal fuente de amonio es la desaminacién de aminodcidos. Por otra parte,
el amonio liberado por cualquiera de esta vias es re-asimilado por la glutamina
sintetasa (GS). Los niveles de GS permanecen relativamente constantes en maiz, aun
en plantas sin fertilizar (Hirel et al 2005) mientras que en plantas C3 como tabaco, el
nivel de GS decae drasticamente durante la senescencia (Masclaux et al., 2000;
Schjoerring, 1993). Considerando entonces la menor liberacion de amonio y los
mayores niveles de GS durante la senescencia de plantas Cg4, resultan esperables los
bajos niveles de amonio detectados en este capitulo en comparacién con los niveles
reportados en plantas Cs. Sin desconocer estas marcadas diferencias, vale destacar que
a menudo las comparaciones entre plantas C3 y C4 involucran cultivos de invierno y de
verano respectivamente. Siendo que la volatilizacion de amonio aumenta con la
temperatura, similares cantidades de amonio en los tejidos implicaran distintas tasas
de volatilizacién dependiendo del ciclo del cultivo.

Hirel et al. (2005) analizaron el contenido de amonio en dos niveles de N (230
vs 90 kg N ha™* aportados por la fertilizacién y por el N edafico) y encontraron una
ligera acumulacion de amonio en hojas de maiz muestreadas a los 15 DDF; ademas los
contenidos de amonio aumentaron con el incremento de la fertilizacion. Esto contrasta
con los resultados presentados en este capitulo ya que el contenido de amonio fue

mayor en el tratamiento NO (en las hojas -3 y +3), y se redujo con la fertilizacidn.
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Los resultados presentados no indican una relacion clara entre el caracter SG y
la acumulaciéon de amonio en los tejidos. No obstante, existié una tendencia a mayor
acumulacién de amonio en los hibridos SG, especialmente en la hoja +3 (Figs. 7Cy 7F).
Martin et al. (2005) reportaron que los niveles de GS1 fueron mayores en un hibrido
SG respecto al estdndar en las primeras etapas del llenado, pero a partir de los 35 DDF
los niveles de GS1 fueron mas abundantes en el hibrido estandar. Segun los autores,
cuando GS se expresa en el citosol en etapas avanzadas del llenado estaria involucrada
en la reasimilaciéon de amonio liberado durante la senescencia, mientras que en etapas
tempranas los mayores niveles de GS en el hibrido SG estarian relacionados a una

mayor tasa de asimilacion de N edafico (Martin et al., 2005).

5. Conclusiones

Los resultados encontrados en este capitulo indican que la demora de la
senescencia foliar reduce la eficiencia de removilizacién del N foliar. Esto pudo
observarse independientemente de cual fue la fuente de demora de la senescencia
foliar: fertilizacién, posicion de la hoja en el canopeo, y genotipo.

En condiciones de deficiencias de N, la degradacién de proteinas en estadios
iniciales del llenado (ca. en las primeras 2 semanas post-floracién) acompafiada por la
removilizacion del N foliar, tendria un impacto positivo sobre el crecimiento de los
granos. En cambio, en condiciones de suficiente disponibilidad de N edafico, la menor
eficiencia de removilizacidn del N foliar no actuaria en detrimento del crecimiento de
los granos, sino que favoreceria el balance de C (al retrasar la declinacion fotosintética)
y entonces, el PG final.

A partir de estas evidencias, y sumando las presentadas en el Capitulo 4, es
posible especular que frente a deficiencias de N, la demora de la senescencia foliar
asociada al caracter SG podria tener un impacto negativo sobre la provisién de N a los
granos. No obstante, genotipos SG con alta plasticidad a las condiciones ambientales,
podrian resolver esta disyuntiva acelerando la senescencia de las hojas basales pero

manteniendo un cardcter SG en el estrato medio y superior.
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CAPITULO 6
CONSIDERACIONES FINALES

En el desarrollo de esta tesis se estudié el impacto de la senescencia foliar
sobre el rendimiento en diversas situaciones de estrés. Se analizd la variabilidad
genotipica para un caracter fisioldgico que podria tener incidencia sobre la tolerancia
del rendimiento al estrés: la demora en la senescencia foliar. Se estudio si la demora
en la senescencia foliar representa una ventaja de rendimiento en condiciones de
estrés hidrico en post-floracion (Capitulo 2), estrés por deficiencias de N (Capitulo 3) y
estrés por alta densidad poblacional (Capitulo 4). Adicionalmente, se analizé la
dinamica del N foliar durante la senescencia con el propdsito de detectar variabilidad

genotipica asociada al caracter de senescencia demorada (Capitulo 5).

1. Contrastacion de hipdtesis

A partir de las evidencias presentadas a lo largo de esta tesis, es posible

responder a las hipdtesis originales como se indica a continuacion.

Hipétesis 1:

(1) En condiciones de sequia en post-floracién, la demora en la senescencia
foliar estd asociada a mayor produccion de fotoasimilados y mayor
rendimiento.

(1.1) En condiciones de sequia en post-floracion, los genotipos SG presentan
mayor produccion de fotoasimilados en post-floracién. Aceptada (Tabla 1, Fig.
7, Capitulo 2)

(1.2) En condiciones de sequia en post-floracién, los genotipos SG presentan

mayor rendimiento. Aceptada (Tabla 1, Capitulo 2).

Hipotesis 2:
(2) En condiciones de deficiencias de nitrégeno, la demora en la
senescencia foliar esta asociada a mayor produccién de fotoasimilados y mayor

rendimiento.
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(2.1.) En condiciones de deficiencias nitrégeno, los genotipos SG presentan
mayor produccién de fotoasimilados en post-floracién. Rechazada en forma
parcial (Fig. 9, Capitulo 3). En estadios tempranos del llenado, la demora de la
senescencia se relaciona con mayor asimilacidon neta, pero en estadios tardios
(asociados con ocurrencia de bajas temperaturas) la demora de la senescencia
se asocia con pérdidas netas de MS.

(2.2.) En condiciones de deficiencias nitrégeno, los genotipos SG presentan

mayor rendimiento. Rechazada (Tabla 1, Fig. 8A, Capitulo 3).

Hipétesis 3:

(3) En condiciones de alta densidad poblacional, la demora en Ila
senescencia foliar estd asociada a mayor produccién de fotoasimilados y mayor
rendimiento.

(3.1.) En condiciones de alta densidad poblacional, los genotipos SG presentan
mayor producciéon de fotoasimilados en post-floracion. Rechazada (Tabla 2,
Capitulo 4).

(3.2.) En condiciones de alta densidad poblacional, los genotipos SG presentan

mayor rendimiento. Rechazada (Tabla 2, Capitulo 4).

Hipétesis 4:

(4) La demora en la senescencia estd relacionada con una menor eficiencia
de removilizacién del N foliar.

(4.1.) El aumento de la fertilizacion con N, al demorar la senescencia foliar,
reduce la eficiencia de removilizacion del N foliar. Aceptada (Fig. 2, Capitulo 5).
(4.2.) Dentro del canopeo, la eficiencia de removilizacién del N foliar es menor
en las hojas del estrato superior (cuya senescencia es mas tardia). Aceptada
(Fig. 2, Capitulo 5).

(4.3.) Los genotipos SG presentan menor eficiencia de removilizacién del N

foliar. Aceptada (Fig. 2, Capitulo 5)
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2. Aportes originales al conocimiento cientifico

A partir de los ensayos descritos en los diferentes capitulos de esta tesis, se han
obtenido resultados que constituyen un aporte al conocimiento existente sobre
aspectos relacionados a la estabilidad del rendimiento del cultivo de maiz frente a
diversos tipos de estrés, y al impacto de la senescencia foliar sobre la estabilidad del
rendimiento. Los aportes originales al conocimiento existente se detallan a
continuacion.

1. En esta tesis, se ha evidenciado interaccion genotipo x ambiente para el
caracter SG. En ambientes con bajo estrés el caracter SG de algunos genotipos puede
no expresarse cuando es comparado con genotipos NSG de referencia. En ambientes
con estrés mds severo, algunos genotipos pueden presentar un caracter
moderadamente SG dependiendo del tipo de estrés implementado. Este es el caso del
hibrido AW190, que presenta comportamiento NSG bajo estrés hidrico (Capitulo 2),
pero moderadamente SG bajo estrés por deficiencias de N (Capitulo 3) y frente a alta
densidad poblacional (Capitulo 4). Este es un aporte original considerando que, hasta
el momento, pocos estudios evaluaron la manifestacion del caracter SG en hibridos
modernos de maiz utilizando los mismos genotipos y variando la fuente de estrés.

2. Borras et al. (2003) reportaron que el inicio de la fase rapida de
senescencia foliar es un caracter altamente conservado y con poca interaccién con el
ambiente. Un resultado novedoso presentado en esta tesis es la variacion en el inicio
de la senescencia foliar dependiendo del ambiente (Capitulos 3 y 4). Ademds, la
variabilidad observada entre estratos para el inicio de la fase rapida de senescencia
también es un resultado novedoso, considerando que, hasta el momento, ésta variable
ha sido analizada a escala del canopeo pero nunca discriminando estratos.

3. Un hallazgo novedoso es que el ambiente puede afectar
diferencialmente la senescencia foliar, dependiendo del estrato del canopeo
considerado (Capitulo 4), i.e., que algunos estratos son proporcionalmente mas
afectados que otros en respuesta al ambiente. Ain mas interesante resulta el hecho
de que existe variabilidad genotipica para la respuesta diferencial de los estratos. Esto

se evidencid en la variacion de la relacidon entre el punto de quiebre del estrato

171



superior y del estrato inferior, que en algunos genotipos se mantuvo mientras que en
otros aumentd cuando se incrementd la densidad poblacional (Capitulo 4).

4, El cardcter SG ha sido asociado a mayor asimilacién neta en post-
floracion en condiciones de estrés hidrico, en sorgo (Borrell et al., 2000b) y en hibridos
de maiz de diferente afio de liberacion (Tollenaar & Lee, 2002). En el Capitulo 2 de esta
tesis se muestra que en hibridos simples de maiz el caradcter SG también se asocia a
mayor asimilacion neta en post-floracién bajo condiciones de estrés hidrico. Otro
resultado novedoso es que la mayor asimilacion neta se relaciona no sélo con la
duracién del AFV sino también con una mayor eficiencia fotosintética, y con una mayor
conductancia estomatica. Esto sugiere la existencia de variabilidad genotipica para la
eficiencia fotosintética y presuntamente también, para la capacidad de extraccién de
agua edéafica.

5. Los resultados presentados indican que en condiciones de estrés hidrico
en post-floracién, el caracter SG se asocia a mayores rendimientos a través de un
mayor PG (Capitulo 2). Este es un resultado novedoso considerando que hasta el
momento, los estudios que analizan las ventajas de genotipos SG en condiciones de
sequia han sido realizados en sorgo (Borrell, 2000b) y en lineas de maiz (Banziger,
2002), pero no en hibridos actuales, contemporaneos de maiz.

6. El caracter SG ha sido asociado a mayor asimilacién neta de MS en post-
floracién en condiciones de deficiencias de N (Borrell & Hammer, 2000). Los resultados
presentados en esta tesis muestran que los hibridos SG de maiz presentarian mayor
asimilacidn neta en post-floracién frente a deficiencias de N, tanto a través de la
demora en el inicio de la senescencia (Capitulo 3) como a través de una mayor
eficiencia fotosintética asociada al contenido de proteinas foliares (Capitulo 5). Sin
embargo, en determinados ambientes, esta ventaja podria no manifestarse en la MS
total debido a pérdidas de MS hacia el final del llenado, asociadas a la respiracion.

7. Un hallazgo novedoso de esta tesis es que las bajas temperaturas hacia
el final del llenado pueden tener efectos considerables sobre la asimilacién neta en
este periodo, y por lo tanto, sobre el rendimiento. Los resultados presentados en el
Capitulo 3 también fueron observados en el Capitulo 4 (datos no mostrados). Esto

implica que dependiendo del area de distribucidn del cultivo, el caracter SG puede no
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representar una ventaja en rendimiento si la duracion del AFV se prolonga mas alla del
comienzo de temperaturas minimas criticas (ca., 10 °C).

8. Reportes previos indican que el caracter SG estaria asociado a mayores
rendimientos frente a deficiencias de N en lineas de maiz (Banziger et al., 1999). Un
hallazgo novedoso de esta tesis (Capitulo 3) es que el en hibridos de maiz, el caracter
SG no se asocia a mayores rendimientos cuando las deficiencias de N son severas. Esto
se relaciona principalmente con un menor PG.

9. Hasta el momento no existian estudios previos que analizaran el
impacto del caracter SG en condiciones de alta densidad poblacional. Los resultados
presentados indican que el caracter SG en alta densidad puede tener un impacto
negativo sobre el balance de Cy N durante el llenado. El impacto sobre el balance de C
estaria relacionado con una menor induccién de la senescencia por sombreo en
algunos genotipos SG (v.g. NK880) respecto a genotipos NSG, y consiguientemente,
con el mantenimiento de tasas respiratorias excesivas en hojas basales
(fotosintéticamente poco productivas). El impacto sobre el balance de N, estaria
asociado a una baja capacidad de induccién de la senescencia en respuesta a la
demanda de N en los granos. Este es un resultado novedoso e implica que, no en todas
las situaciones de estrés que aceleren la senescencia foliar (i.e., alta densidad
poblacional) la demora de la senescencia foliar representara una ventaja en términos
de balance de Cy N.

10. Distintos autores han sugerido que los genotipos SG presentarian mayor
asimilacion de N en post-floracidon respecto a genotipos NSG (Ma & Dwyer, 1998;
Rajcan & Tollenaar, 1999b). Esto redundaria en una mayor retencién de N en
estructuras vegetativas (Ma & Dwyer, 1998; Rajcan & Tollenaar, 1999b). Un aporte
novedoso es que (i) no siempre el caracter SG se asocia a una mayor absorciéon de N en
post-floracion (Capitulo 4); y que (ii) la mayor retencion de N en estructuras
vegetativas (hojas y cafias) de hibridos SG puede ocurrir independientemente de la
cantidad de N absorbido en post-floracién (Capitulo 4).

11. En el Capitulo 4, se muestra que el caracter SG se mantiene aun cuando
la disponibilidad de N para los granos parece haber estado por debajo de la éptima
para maximizar el crecimiento de los granos. En forma complementaria, en el Capitulo

5 se muestra que, aun en ausencia de fertilizacién, la degradacién de proteinas foliares
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en uno de los genotipos SG, fue muy baja y comenzd en estadios posteriores a la
determinacién del PG potencial. Estas evidencias indican que, en algunos genotipos, la
retencidén del N foliar puede actuar independientemente de los requerimientos de N
en los granos. Este es un aporte novedoso que contrasta con la idea de que el caracter
SG sdlo se expresa cuando hay suficiente disponibilidad de N (Ma & Dwyer, 1998;
Subedi & Ma, 2005). Ademds, aporta nuevas evidencias para soportar la hipdtesis de
que la removilizacidn del N foliar esta, al menos en parte, regulada por la fuente.

12. Las relaciones presentadas entre la degradacién de proteinas foliares y
el peso de grano (Fig. 5, Capitulo 5) aportan evidencias de que la removilizaciéon del N
foliar puede representar una ventaja o una penalidad dependiendo del ambiente. Esto
implica que en algunos casos, la demora en la senescencia foliar, especialmente si ésta
es regulada por la fuente, puede impactar negativamente sobre el rendimiento.

13. Hasta el momento no se conocen trabajos donde la degradacién de
proteinas foliares durante la senescencia se analizara comparativamente en distintas
hojas del canopeo y durante el llenado de granos, en hibridos contrastantes para el
caracter SG. De los resultados presentados, se destaca que la eficiencia de
removilizacion del N foliar se reduce en las hojas de senescencia mds tardia
(representativas del estrato superior), resaltando la importancia de las hojas basales
en el suministro de N a los granos (Capitulo 5). La baja degradacién de proteinas
observada en hibridos SG, incluso en ambientes con limitaciones de N (NO)
complementa la idea de que los granos de genotipos SG pueden experimentar

deficiencias de N sin que por ello se induzca la senescencia foliar (Capitulo 5).

3. Implicancias para futuras investigaciones

Los resultados presentados a lo largo de esta tesis representan avances en el
conocimiento del caracter SG y sus efectos sobre el rendimiento en hibridos de maiz.
No obstante, numerosos aspectos no han sido completamente dilucidados y al mismo

tiempo surgen nuevos interrogantes para abordar en futuras investigaciones.
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1. Deteccion de los mecanismos involucrados en la plasticidad del cardcter
SG

Las evidencias presentadas a lo largo de esta tesis indican que la capacidad de
modular el caracter SG en funcién del ambiente (i.e., la plasticidad del caracter SG)
puede tener un impacto positivo sobre el rendimiento. Por lo tanto, seria interesante
profundizar el estudio de diversas variables asociadas a la percepcidon y modulacién de
sefiales ambientales, y su relacion con la plasticidad observada para el caracter SG.

En esta tesis se detectd variabilidad genotipica para la plasticidad del caracter
SG en funcién del ambiente. Por ejemplo, la plasticidad del caracter SG fue alta en el
hibrido AX878 y muy baja en el hibrido NK880. Esto significa que, en algunas
situaciones de estrés, los hibridos presentaron igual grado de expresiéon del cardcter SG
(por ejemplo en el Capitulo 2). Sin embargo, en otras situaciones, la expresion del
caracter SG varié entre hibridos, especialmente en el estrato inferior del canopeo
(Capitulos 3 y 4). La plasticidad del caracter SG en el estrato inferior ya habia sido
reportada: en dos hibridos de maiz la diferencia en el caracter SG a bajo N se
manifestd en las hojas por encima de la espiga, mientras que las hojas basales de
ambos hibridos mostraron similar comportamiento (Pommel et al., 2006).

Parte de la variabilidad observada en la expresién y plasticidad del caracter
podria tener una explicacion a nivel genético. Martin et al. (2005) reportaron que entre
dos hibridos contrastantes para el caracter SG, existieron dos genes de funcion
desconocida para los que la expresidn en el inicio de la senescencia fue mayor en el
hibrido estandar. Por otro lado, los mismos autores destacan que el momento de
expresion de genes asociados a la senescencia fue similar para ambos hibridos, pero la
senescencia procedid mds lentamente en el hibrido SG (Martin et al., 2005). Esto
sugiere que la sefial de senescencia foliar estaria regulada a nivel genético, pero el
proceso estaria modulado (¢éa nivel post-transcripcional?) por variables fisioldgicas.

De acuerdo a lo anterior, es esperable que, como ha sido propuesto por
Valentinuz & Tollenaar (2004), el patréon de senescencia en los nuevos hibridos sea
relativamente independiente de la edad de las hojas. Es decir, que existen mecanismos
fisioldgicos que actuan promoviendo o retrasando la senescencia en las distintas hojas,
independientemente de su edad. Entre los mecanismos que podrian actuar a nivel

fisioldgico, el contenido de clorofila foliar podria influir sobre la tasa de senescencia ya
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que las proteinas, cuando se encuentran asociadas a pigmentos, son mas resistentes al
ataque por proteasas (Thomas et al.,, 2002). En el mismo sentido pero variando la
escala de analisis, Borrell & Hammer (2000) reportaron que en sorgo, el contenido de
clorofila en antesis se relaciond con el inicio y la tasa de senescencia foliar.
Adicionalmente, numerosas evidencias indican que el proceso de degradacidon de
proteinas cloroplasticas ocurre dentro y fuera de los cloroplastos (Martinez et al.,
2008). Se ha sugerido que la via plastidica y extra-plastidica de degradacion de
componentes cloroplasticos permitiria a las hojas senescentes ajustar la capacidad de
intercepcién luminica y la eficiencia de carboxilacion a las condiciones ambientales
(Martinez et al., 2008). Por lo tanto, es posible que durante el proceso de degradacién
de proteinas asociado a la senescencia, las condiciones ambientales modulen el efecto
de la sefial inicial de senescencia. La existencia de variabilidad genotipica en Ia
capacidad para percibir y modular las sefiales ambientales podria redundar en la
plasticidad observada para el caracter SG.

Un aspecto que podria reflejar diferencias subyacentes en la respuesta de la
senescencia foliar al ambiente es el patrén de avance de la senescencia dentro de la
hoja (Fig. 1). A lo largo de los ensayos realizados, se detecté variabilidad genotipica
para esta caracteristica. En general, la senescencia procede desde los bordes hacia la
nervadura media (Fig. 1A); sin embargo, en los genotipos SG es comun encontrar que
la senescencia proceda en sentido inverso, i.e., desde la nervadura central hacia los
bordes (Fig. 1B). Es interesante indagar si este patrén espacial diferencial se relaciona
con el caracter SG y con su plasticidad.

Ampliar la variedad de tratamientos inductores de la senescencia con los que se
desafia a los distintos genotipos puede ser una primera aproximacién para mejorar la
comprensioén de la plasticidad en la expresion del caracter SG. Entre los tratamientos
que podrian ensayarse, y que complementarian los datos obtenidos en esta tesis,
figuran la manipulacion severa de la relacion fuente/destino (v.g., desfoliacion parcial,
remocién de la espiga, polinizacién parcial, etc), exposicién a patdgenos foliares,

incubacién en oscuridad continua, etc.
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Fig 1: Patron de senescencia foliar estandar, donde la senescencia progresa desde los
bordes hacia la nervadura central (panel izquierdo, la foto corresponde al hibrido NSG
DK682); patron de senescencia encontrado con frecuencia en hibridos SG (panel
derecho, la foto corresponde a AX878), donde la senescencia progresa desde la
nervadura central hacia los bordes.

2. Implicancias de la plasticidad del cardcter SG sobre el mejoramiento

En general, el rendimiento de hibrido AX878 (de mayor plasticidad de caracter
SG) fue mas estable que el del hibrido NK880 (con un caracter SG mas “constitutivo”).
Desde el punto de vista del mejoramiento esto complejiza la seleccién de genotipos, ya
gue la seleccion por caracter SG no deberia basarse simplemente en la intensidad con
la que se manifiesta el fenotipo SG. Existiran ambientes en los que una expresién
moderada del fenotipo SG sera mds ventajosa que una expresion extrema. Unas pocas
evidencias sustentan la especulaciéon de que el caracter SG podria estar exacerbado en
los hibridos respecto a las lineas. Chapman & Edmeades (1999) analizaron un conjunto
de poblaciones obtenidas a partir de ciclos recurrentes de seleccidon donde el caracter
primario de seleccion fue la tolerancia al estrés hidrico, y entre los caracteres
secundarios, se selecciond la demora en la senescencia. Las poblaciones obtenidas tras
los ciclos de seleccién, mejoraron el rendimiento frente a estrés hidrico pero no
presentaron senescencia demorada en relacion con las poblaciones originales.
Monneveux et al. (2006) obtuvieron similares resultados, y sugieren que, el mayor NG
obtenido en las poblaciones mejoradas implica un aumento de la competencia intra-
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planta por N, lo que impediria reducir la tasa de senescencia foliar. Es decir que, tanto
en condiciones de sequia donde la absorcidén de N esté reducida, como en condiciones
de deficiencias de N, el llenado de granos podria estar estimulado por la senescencia
foliar, ya que ésta permite la liberacion del N foliar para los granos (Uhart & Andrade,
1995). Tollenaar et al. (2004) compararon una serie de 12 hibridos y sus lineas
parentales; en promedio, la heterosis para el rendimiento fue de un 167% y para el
caracter SG fue de un 90%. Sin embargo, resulta llamativo que el rango de variacién de
la heterosis para el caracter SG fue el mas amplio de todos los rangos en los caracteres
estudiados. La variacién de la heterosis para el caracter SG varié en un rango de entre -
7y 575% (Tollenaar et al., 2004).

Las evidencias mencionadas sugieren que, en los hibridos, la expresién del
caracter SG puede exacerbarse mas alld de sus potenciales ventajas sobre el
rendimiento. En parte, esto puede observarse en los resultados presentados en esta
tesis: en los Capitulos 3 y 4, el hibrido NK880, con cardcter SG mds extremo no
presentd los mayores rendimientos en el tratamiento de estrés mas severo (déficit de
N o alta densidad). En casos donde la duracion del llenado se acorte prematuramente
por un efecto del estrés, la prolongacién del area foliar no representara ventajas en el
PG e incluso puede tener efectos negativos. Por lo tanto, complementariamente al
estudio de los mecanismos que subyacen a la plasticidad observada para el caracter
SG, seria interesante indagar sobre los mecanismos que conducen a la expresion del
caracter SG en los hibridos. Algunos avances se han presentado en sorgo. Borrell &
Hammer (2000) analizaron las bases fisiolégicas que conducen a la expresion del
caracter SG en hibridos de sorgo obtenidos a partir de distintas lineas (i.e., variando la
fuente genética del caracter SG) y encontraron diferencias. Aproximaciones similares
podrian realizarse en hibridos de maiz. Esto permitiria distinguir lineas donde la fuente
del cardcter SG conduzca a hibridos SG de alta plasticidad y otras lineas que conduzcan

a hibridos SG “constitutivos”.

3. Estudio de posibles desbalances fuente-destino en genotipos SG
En el rango de ambientes evaluados en los capitulos de esta tesis, los hibridos
SG en general presentaron rendimientos superiores al indice ambiental (Fig. 2, 23

valores por encima, 10 por debajo). En cambio, los hibridos caracterizados como NSG,
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presentaron sélo 9 valores de rendimiento por encima del indice ambiental y 22 por
debajo (Fig. 2). Esto aporta nuevas evidencias para sostener la idea de que el caracter
SG confiere estabilidad en un rango de ambientes, y al mismo tiempo, alto potencial
de rendimiento.

Como se describe en cada capitulo, cuando los genotipos SG no presentaron
ventajas en rendimiento, esto fue explicado, en la mayoria de los casos, por un menor
PG. La mayor variacién del PG en los hibridos SG contrasta con la idea de que el
cardcter SG confiere estabilidad del rendimiento a través del PG (Banziger et al., 1999;
Borrell & Hammer, 2000). Esto puede explicarse porque los procesos fisioldgicos que
limitan el rendimiento varian entre lineas e hibridos (Tollenaar et al., 2004). Por
ejemplo, en las lineas los requerimientos de N del grano son menores (Seebauer et al.,
2010) y entonces posiblemente las restricciones de N en los destinos sean menos
frecuentes. A esto se suma una posible exacerbacién del caracter SG en los hibridos,
como se discute en la seccion anterior.

Las evidencias presentadas a lo largo de los capitulos sugieren que las
deficiencias de N en los granos pueden afectar directamente el PG final, y entonces, el
rendimiento. Cuando no existe disponibilidad de N edafico en post-floracién, los
hibridos SG podrian experimentar mayores limitaciones de N en los granos. Esto se
fundamenta en la menor capacidad de removilizar N foliar asociada al caracter SG,
especialmente en estadios iniciales del llenado, e independientemente del N absorbido
antes de floracién. En estas situaciones, la mayor asimilacion neta producto de la
retencidn de AFV durante el llenado no representaria ninguna ventaja en términos de
rendimiento, ya que estaria acompafiada de una menor particion a espiga. Es decir,
existiria un exceso de fuente en términos de C pero un déficit de fuente en términos
de N.

Es esperable que genotipos con un caracter SG de tipo “constitutivo” (como
NK880) no representen ventajas en rendimiento, especialmente cuando el crecimiento
de los granos requiera de la induccién de la senescencia. Situaciones como ésta se
presentarian en canopeos densos donde la induccién de senescencia por sombreo
puede mejorar el balance de C. Una situacion similar (i.e., ventaja de una moderada
induccidn de la senescencia) podria ocurrir también en situaciones de deficiencias de N

edafico en post-floracién, donde es necesaria la induccién de la senescencia al menos
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en las hojas basales, para satisfacer los requerimientos de los granos. También en
situaciones de estrés hidrico severo, donde podria ser mds provechoso reservar el
consumo de agua para las hojas mas iluminadas (del estrato central y superior) e
inducir la senescencia de hojas menos eficientes fotosintéticamente (del estrato basal).

Distintas evidencias presentadas a lo largo de esta tesis sugieren que, al menos
en los hibridos SG, la removilizacion del N foliar presentaria una importante regulacién
por la fuente. Por lo tanto, resulta de interés profundizar el estudio de mecanismos
subyacentes a la relacién fuente-destino que actuen regulando la removilizacién del N
foliar. Ademas, es interesante profundizar el estudio de las restricciones de N en los
granos, para conocer si los granos de hibridos SG experimentan mayores limitaciones
de N en comparacidn con hibridos NSG, cuando no existe disponibilidad de N edafico
en post-floracion. En este tipo de estudios seria necesario continuar explorando
diversas fuentes y niveles de estrés. Una aproximacion al estudio de las restricciones
de N en los destinos podria realizarse en hidroponia, variando la oferta de N durante el

periodo de determinacion del PG potencial.
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Fig. 2: Variacién porcentual del rendimiento en funcion del indice ambiental, en el
rango de ambientes evaluados en los Capitulos 2, 3y 4.
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4, Relacion entre el cardcter SG y el sistema radical

Distintas evidencias sugieren que los genotipos SG presentarian mayor
actividad de raices en post-floracién (Ambler et al.,, 1992; He et al., 2003). Esto se
relaciona de forma directa con el consumo de agua y nutrientes durante esta etapa
(Borrell et al., 2000b; He et al., 2003; Ma & Dwyer, 1998; Martin et al., 2005).
Diferencias en la actividad del sistema radical son de sumo interés ya que se relacionan
directamente con el uso de insumos (eficiencia, tasa de consumo y capacidad de
consumo). La prolongaciéon de la actividad radical en post-floracién puede resultar
ventajosa ya que permitiria mantener el suministro de agua y nutrientes a los érganos
vegetativos y reproductivos. Los resultados de esta tesis sugieren que, al menos en
relacion con la absorcion de N en post-floracién (Capitulo 4), los hibridos SG no
necesariamente muestran una mayor actividad radical en post-antesis.

Seria de especial interés estudiar la actividad y supervivencia del sistema radical
en distintos contextos. Por ejemplo, en ambientes expuestos a sequia en post-
floracion podrian ser deseables genotipos con una baja tasa de consumo de agua que
no agoten rapidamente la reserva hidrica del suelo. Es decir, que presenten un
consumo bajo o moderado de agua, para prolongar la disponibilidad hidrica en el
tiempo. Especialmente considerando que el consumo de agua suele asociarse
inversamente con la eficiencia instantanea en el uso del agua (Blum, 2009). En este
sentido, no existen estudios donde se analice si el caracter SG se asocia a mayor tasa
de consumo de agua, mayor duracion del periodo de consumo de agua, mayor
eficiencia instantanea del uso del agua, etc.

Considerando lo anterior, resultaria interesante analizar diferencias en la
actividad del sistema radical entre genotipos contrastantes para el caracter SG. Para
ello, diversas aproximaciones son validas, entras las que podrian incluirse: (i) estudiar
variaciones en el contenido de agua y N edafico durante post-floracion; (ii) muestreos
de biomasa de raices; (iii) imagenes digitales del sistema radical; (iv) aproximaciones
bioquimicas relacionadas a la identificacién y andlisis de actividad de enzimas
relacionadas a la absorcion de nutrientes desde el suelo. Algunos de estos
experimentos (v.g., estudios de la absorcién de nutrientes) podrian ser realizados mas

facilmente en cultivos hidropdnicos.

181



5.

Respiracion y susceptibilidad a las bajas temperaturas

Diferentes evidencias sugieren mayores costos respiratorios asociadas al

caracter

SG, que podrian resultar de: (i) la inhibicion de la fotosintesis por

acumulacién de azucares en hojas asociada a una menor particion de carbohidratos a

la espiga; (ii) baja induccidn de la senescencia por sombreo (retencién de hojas basales

del canopeo con balance neutro o negativo de C); (iii) mayores costos de

mantenimiento de las estructuras vegetativas y reproductivas.

(i)

(i)

(iii)

En el Capitulo 3 se evidencié una pérdida neta de MS en los genotipos
SG, especialmente en el tratamiento con déficit de N. Es posible
especular que estas pérdidas estén, en parte, asociadas a una menor
tasa de exportacion de asimilados desde las hojas hacia los granos, por
restricciones de los granos (menor PG potencial) en la capacidad de
utilizar los asimilados disponibles. En este caso, el mayor costo
respiratorio en los hibridos SG estaria asociado a la inhibicién de la
fotosintesis e incremento de la respiracion neta, por acumulacion de
azucares en hojas.

Alternativamente, en el Capitulo 4, se evidencia que la respiracién de
las hojas basales del hibrido SG persiste a lo largo del llenado, aun
cuando estas hojas estan expuestas a irradiancias practicamente por
debajo del punto de compensacién luminico. Esto sugiere una baja
capacidad de ajuste de la respiracién (que en los genotipos NSG ocurre
también por induccién de la senescencia) en hojas que no presentan un
aporte positivo al balance de C. A esta evidencia se suma un
experimento no presentado en esta tesis, donde plantas de los hibridos
SG (NK880) y NSG (DK682) fueron sombreadas completamente a los 30
dias después de floracién en condiciones de campo, atenuando en un
80% el PAR incidente; las pérdidas netas de MS a cosecha en el hibrido
SG fueron el doble de las registradas en el hibrido NSG (30 vs. 15 g por
planta respectivamente).

Un tercer aspecto que sustenta la idea de mayores costos espiratorios
en genotipos SG se relaciona a la composiciéon de los tejidos. En el

Capitulo 5 se muestra que los hibridos SG presentan mayor contenido
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de proteinas foliares que los genotipos estandar, especialmente a partir
de estadios intermedios del llenado, algo que incrementa el costo de
mantenimiento (Mc Cree et al., 1983). Ademas, a cosecha, los tallos de
los genotipos SG permanecen con alto contenido de humedad, y
probablemente de carbohidratos (He et al.,, 2001; Fig. 3B), lo que
incrementaria las pérdidas respiratorias. Otro aspecto que merece
atencién es el mayor contenido de humedad en los granos a madurez
fisiolégica asociado al caracter SG, que podria estar asociado a mayores
tasas respiratorias de los granos.

Considerando estas evidencias, analizar las pérdidas respiratorias hacia el final
del llenado y su posible exacerbacidn en genotipos SG resultaria de suma importancia.
Especialmente considerando que en contextos productivos de clima templado, estas
pérdidas podrian exacerbarse debido a la comun ocurrencia de temperaturas minimas
inferiores a 10°C en los estadios finales del llenado. Como se muestra en el Capitulo 3,
estas pérdidas podrian tener un impacto directo sobre el crecimiento de los granos, y
entonces, sobre el rendimiento.

Aproximaciones para el estudio de los costos respiratorios en hibridos SG
podrian incluir ensayos variando la oferta de N donde se analice el contenido de
carbohidratos solubles en hojas, la tasa fotosintética y el crecimiento de la espiga
como una estimacion de la tasa de transporte de asimilados a la espiga. También seria
interesante cuantificar la tasa respiratoria de los granos, especialmente en estadios
intermedios y finales del llenado. Por otro lado, seria interesante analizar las pérdidas
respiratorias en una serie de genotipos en distintas regiones de produccion del cultivo
(i.e., variando las temperaturas minimas hacia el final del llenado en condiciones de

campo).
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Fig. 3: Imagenes de la porcion basal de cafas a cosecha, en hibridos NSG (A, la foto
corresponde a DK682) y hibridos SG (B, la foto corresponde a NK880).

6. Balance hormonal en genotipos SG

Son pocos los trabajos que estudiaron el balance de hormonas en genotipos SG
no transgénicos (Ambler et al., 1992; He et al., 2005a), es decir, donde el fenotipo SG
no es el resultado, por ejemplo, del incremento del contenido de citocininas a través
de la introduccién del gen ipt (v.g., Robson et al., 2004). En estos trabajos con SG no
transgénicos se ha encontrado que las raices de genotipos SG presentan mayor
contenido relativo de citocininas y ABA, mientras que las hojas presentan mayor
contenido de citocininas y menor contenido de ABA (Ambler et al., 1992; He et al.,
2005a).

He et al. (2005a) sugieren que el transporte de ABA desde raices a tallos estaria
parcialmente bloqueado en genotipos SG. Un aumento del contenido de ABA en raices
podria ser ventajoso en condiciones de estrés hidrico. En las raices, el ABA actua en la
inhibicidn del crecimiento de las raices laterales bajo estrés hidrico (Xiong et al., 2006).
De esta forma, los asimilados particionados a raices serian preferentemente
destinados al crecimiento en profundidad (donde es esperable que exista mayor
disponibilidad de agua en condiciones de sequia) (Xiong et al., 2006).

Con respecto a la biomasa aérea, algunas evidencias halladas en esta tesis
aportan a la idea de menor contenido de ABA en genotipos SG. En el Capitulo 2, se
evidencié una mayor conductancia estomatica en los genotipos SG bajo condiciones de
estrés hidrico, algo que estaria relacionado a bajos niveles de ABA en el xilema
(Tardieu et al., 1992). También hemos encontrado a lo largo de todos los
experimentos, mayor contenido de humedad en granos a cosecha (datos no

mostrados) e incluso germinacién de granos en algunas espigas de plantas de los
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genotipos SG (Fig. 4). Dado que el ABA esta involucrado en el secado de los granos
(Kermode, 2005), estas evidencias sugieren menores contenidos de ABA en espigas de
genotipos SG.

Con respecto a las citocininas, distintos trabajos destacan la importancia de
esta hormona en el control de la senescencia (Gan & Amasino, 1995). Se presume que
el control de las citocininas actuaria a nivel transcripcional, i.e., altos niveles de
citocininas inhibirian la expresion de ciertos genes asociados a la senescencia
(Buchanan-Wollaston, 1997). Un mayor contenido de citocininas, tanto en hojas como
en raices, podria reprimir la sefial de inicio de la senescencia en los genotipos SG.

También las giberelinas podrian estar involucradas en la expresion del genotipo
SG. A lo largo de los distintos ensayos hemos encontrado con cierta frecuencia, plantas
enanas y con granos en la panoja en las parcelas correspondientes a hibridos SG (Fig.
5). Dado que las giberelinas estan involucradas en la determinacion del sexo (Irish &
Nelson, 1989) esto podria implicar un déficit en la sintesis 0 una menor sensibilidad a
las giberelinas asociada la caracter SG.

Considerando el conjunto de estas evidencias, es posible que el balance
hormonal presente diferencias en genotipos SG respecto a genotipos estandar NSG.
Seria interesante avanzar en este aspecto, analizando el rol de las distintas hormonas
en los genotipos SG. Para ello podrian utilizarse aproximaciones descriptivas, como ser
la medicion del contenido de hormonas en distintos estadios del ciclo.
Complementariamente podrian realizarse tratamientos de aplicaciones de hormonas
en distintos estadios y 6rganos (por ej. en estadio de plantula o en granos in vitro) para

analizar posibles diferencias en la sensibilidad a las distintas hormonas.
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Fig. 4: Germinacién de granos en espigas de “gnotipos SG a cosecha (la foto
corresponde al hibrido SG NK880).

Fig. 5: Granos en panoja en genotipos SG (la foto corresponde a NK880).

4. Conclusion general

La demora en la senescencia foliar es una de las variables fisiolégicas que mds
ha cambiado como resultado del mejoramiento (Duvick, 2005; Tollenaar & Wu, 1999)
y es posible que esta tendencia continue en el futuro. Segun Lee & Tollenaar (2007) es
fundamental que durante el proceso de mejoramiento exista un balance entre fuente y
destino. Un desbalance entre fuente y destino actua en detrimento del rendimiento y
reduce la eficiencia en el uso de insumos. A partir de los resultados obtenidos en los
distintos experimentos, puede decirse que las ventajas del caracter SG sobre el
rendimiento, al menos en los genotipos con mayor plasticidad (v.g., AX878), parecen

auspiciosas. Sin embargo, genotipos con un caracter SG exacerbado (v.g., NK880)

186



advierten sobre las limitaciones que pueden emerger de continuar aumentando la
capacidad de la fuente a través del caracter SG. Es decir que, la contribucién del
caracter SG a la estabilidad del rendimiento depende de la capacidad que presenten
los genotipos SG para ajustar la expresion del caracter en funcion del ambiente (por
ejemplo, induciendo la senescencia en respuesta al sombreo, o por deficiencias de N
edafico).

Por otro lado, esta tesis también deja en evidencia la importancia de
contextualizar el desempefo de distintos genotipos en un amplio rango de ambientes
y estrategias de manejo. Como ya se ha mencionado en el transcurso de esta tesis,
habitualmente los productores pueden enfrentar ambientes con estrés mds severo
que el que suelen presentar los ambientes donde se realiza el mejoramiento de
genotipos. En este sentido, es esperable que las lineas de investigacidn y los criterios
para realizar el mejoramiento de genotipos en el sector privado estén regidos por la
rentabilidad empresarial, y que no necesariamente coincidirdn con los criterios
definidos en funcién de un desarrollo sustentable entendido desde un enfoque
interdisciplinario.

El desafio de duplicar la produccidon de alimentos entre el 2000 y el 2050, en
una agricultura que ha sido subsidiada por la energia fésil durante los ultimos 200
afios, en un mundo donde el deterioro ambiental avanza a ritmo acelerado, y
considerando ademas los efectos del cambio climatico, es un desafio enorme. Para
encarar este desafio, no sera suficiente con delegar el mejoramiento vegetal
enteramente al sector privado. Este debate convoca de manera urgente e indelegable
a las instituciones estatales, que deberdn pensar criterios de desarrollo cientifico y

tecnolégico que estén de acuerdo con un desarrollo sustentable.
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