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RESUMEN

El aumento de la temperatura atmosférica y la alteracion del ciclo hidrolégico son la
principal amenaza del cambio climatico al cultivo de trigo (Triticum aestivum L.).
Ademaés, cuando en Sudamérica ocurre el evento La Nifa, el riesgo de estrés por
sequia aumenta en una mayor area del cultivo de trigo durante el llenado de grano. El
objetivo fue estudiar la respuesta de cinco cultivares de trigo bajo el efecto de dos
niveles de agua de riego (Control y Estrés), desde la antesis a la madurez fisioldgica.
El experimento se realizé en invernaculo utilizando los cultivares de trigo pan de tipo
primaveral Baguette Premium 11, Biointa 1001, LE 2249, LE 2331 y LE 2333; todos
ellos cultivados en Argentina y Uruguay. Mediciones repetidas en el tiempo de
contenido relativo de agua (CRA) y de conductancia estomatica (gs) se realizaron
durante el periodo de estrés. Mientras que rendimiento de grano y sus componentes,
peso Y largo de raices, eficiencia de uso de agua de riego, porcentaje de proteina en
el grano, y dos caracteres reolégicos (altura de mixograma y tiempo de mezclado) se
determinaron a la cosecha. El cultivar LE 2333 no fue afectado por el déficit hidrico.
Mientras, Baguette Premium 11 y LE 2249 fueron poco afectados en rendimiento de
grano. En cambio, LE 2331 y Biointa 1001 fueron los cultivares mas afectados al
disminuir el rendimiento de grano 21,0 % (P=0,0206) y 21,2 % (P=0,0284),
respectivamente. Solo los cultivares LE 2249 y LE 2331 disminuyeron su peso de
grano (P=0,0361 y P=0,0001, respectivamente), y solo LE 2331 también disminuyd
su indice de cosecha (P=0,0039). Sin embargo, un umbral temprano de estrés en el
cultivar Biointa 1001 causé que el CRA y peso de grano no se afectaran. Mientras,
un umbral tardio de estrés en LE 2331 causé que ambos caracteres se afectaran,
como tambien se afecto la gs. Cultivares con el Gltimo tipo de respuesta, serian mas
apropiados para regiones con suelos profundos y o con alta probabilidad de lluvias

después de la antesis.

Palabras clave: T. aestivum, sequia, estrés hidrico, estrés abiotico, relaciones

hidricas

Vi



WATER DEFICIT EFFECTS IN FIVE WHEAT CULTIVARS
SUMMARY

The increase in atmospheric temperature and alteration of the hydrological cycle are
the main threats of climate change to wheat crop (Triticum aestivum L.).
Furthermore, when in South America La Nifia event occurs, the risk of drought stress
increases in a greater wheat crop area during grain filling. The aim was to study the
response of five wheat cultivars under the effect of two levels of irrigation (Control
and Stress), from anthesis to physiological maturity. The experiment was conducted
in a greenhouse using the spring bread wheat cultivars Baguette Premium 11, Biointa
1001, LE 2249, LE 2331 and LE 2333; all of them grown in Argentina and Uruguay.
Repeated measurements in time of relative water content (RWC), and of stomatal
conductance (gs) were carried out during the stress period. While, grain yield and its
components, weight and length of roots, irrigation water use efficiency, percentage
of grain protein, and two rheological traits (mixogram height and mixing time) were
determined, at harvest. The cultivar LE 2333 was not affected by the water deficit.
Meanwhile, Baguette Premium 11 and LE 2249 were little affected in grain yield.
Instead, LE 2331 and Biointa 1001 were the most affected cultivars by decreasing
the grain yield 21.0 % (P=0.0206) and 21.2 % (P=0.0284), respectively. Only the
cultivars LE 2249 and LE 2331 decreased their kernel weight (P=0.0361 and
P=0.0001, respectively), and only LE 2331 also decreased its harvest index
(P=0.0039). However, an early stress threshold in Biointa 1001 caused that kernel
weight and RWC were not affected. Whilst, a belated stress threshold in LE 2331
caused that both traits were affected, as was also the gs. Cultivars with the latter type
of response would be more suitable for regions with deep soils and/or with high

probability of rain after anthesis.

Keywords: T. aestivum, drought stress, water stress, abiotic stress, water relations
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1. INTRODUCCION

1.1. MARCO CONCEPTUAL

El trigo (Triticum aestivum L.) es el cultivo que ocupa la mayor area de siem-
bra del mundo y es el que produce mas toneladas de grano luego del maiz y el arroz
(FAOSTAT, 2013). Como cultivo primordial en la provision de calorias para el con-
sumo humano, es importante la tasa a la que crece su rendimiento potencial en las
distintas regiones del mundo. En los ultimos afios, se ha observado que la tasa de
crecimiento relativa del rendimiento potencial de trigo es de 0,9 % por afio, mientras
que la del maiz es de 1,6 % (Fischer y Edmeades, 2010). Si bien la brecha entre el
rendimiento potencial y comercial de trigo adin es significativa, una tasa de creci-
miento de 0,9 % es insuficiente para alimentar a una poblacion mundial que crece a
un ritmo de 1,1 % anual. La poblacion mundial se incrementard en casi 70 millones
de habitantes por afio en los préximos diez afios, estimandose que para el afio 2050 la
poblacién ascendera a méas de 9,4 billones de personas (U.S. Census Bureau, 2015).

La mayor demanda de alimentos no solamente se debe al crecimiento de la po-
blacidon per se, se debe también al creciente consumo de calorias por habitante, espe-
cialmente de aquellos paises altamente poblados con economias emergentes, como
son el caso de China, Federacién de Rusia y Brasil (EI Banco Mundial 2015, U.S.
Census Bureau 2015, FAOSTAT 2011). Aproximadamente el 50 % del consumo
mundial de trigo es realizado por China, India, Estados Unidos de América, Pakistan
y Federacion de Rusia (FAOSTAT, 2011).

Otro factor que amenaza la seguridad de alimentos es la dindmica del clima,
mas comunmente denominada por el término “cambio climatico”. La causa del cam-
bio climatico ha sido adjudicada mayormente al “calentamiento global” (IPCC,
2001). Este ultimo término hace referencia al efecto que provocan las emisiones an-
tropdgenas de gases de efecto invernadero (GEI). El vapor de agua, didxido de car-
bono (CO,), metano, 6xido nitroso, ozono, y los clorofluorocarbonos (estos ultimos
de origen Unicamente industrial), son GEI cuya concentracion en la atmdsfera es mo-

dificada por la actividad del hombre. Debido a la quema de combustibles fésiles y el



cambio en el uso del suelo (especialmente la deforestacion), el CO, aumento su con-
centracion en la atmosfera un 35 % en los ultimos 250 afios (Forster et al., 2007).
Los GEI por naturaleza absorben en el espectro del infrarrojo parte de la porcion de
la radiacion solar que es irradiada por la superficie terrestre. La energia absorbida
genera calor, por lo que mayores emisiones antropdgenas explicarian en gran medida
el aumento de la temperatura de la Tierra y por ende el cambio climéatico. EI término
“cambio climatico” se distingue del término “calentamiento global” en que el pri-
mero es de significado mas amplio que el solo cambio de la temperatura, y en que el
ultimo es de origen antropégeno mientras que el primero puede o no serlo.

Actualmente la comunidad cientifica no tiene un completo consenso sobre la
relacién causa efecto entre el desarrollo econémico industrial de una poblacion cre-
ciente y el cambio climético. No obstante, si hay un consenso generalizado en que el
clima est4 cambiando con celeridad a escala de la civilizacion humana, por lo que ese
cambio representa una amenaza a la seguridad alimentaria.

La temperatura es el parametro que con mayor certidumbre ha sido modificado
por el cambio climatico. Se ha registrado que la temperatura de la superficie de la
Tierra se incrementd 0,74 + 0,18 °C entre el afio 1906 y 2005. Para similar periodo
(1900-2005), menor certidumbre ha habido respecto a tendencias de la precipitacion.
En el hemisferio Norte por encima de la latitud 30° la precipitacion se incremento, a
la vez que han sido mas himedos el Este de Norteamérica y Sudamérica, y el
Noreste de Europa y Asia Central (Trenberth et al., 2007). La mayor humedad de la
atmosfera se atribuye a que una mayor temperatura de la superficie terrestre ha au-
mentado la presién de vapor de agua de la atmdsfera, de acuerdo con la ecuacién de
Clausius—Clapeyron (Held y Soden 2006, Trenberth et al. 2003). A pesar de que en
varias regiones aumento la precipitacion y la humedad de la atmdsfera, sobre todo
desde la década de 1970, las regiones de Sahel, Sudeste de Africa y Mediterraneo
han sido mas secas, asi como la precipitacion ha tendido a disminuir en los trépicos
entre las latitudes 10° Norte y 10° Sur. (Trenberth et al., 2007).

Un efecto importante del cambio climético es la alteracion del ciclo hidrolo-
gico, especialmente de las caracteristicas de la precipitacion y de los eventos extre-

mos, en lo que se refiere a la cantidad, frecuencia, intensidad, duracién y tipo en que



suceden (Trenberth et al., 2003). La tendencia ha sido que las regiones himedas se
vuelven més himedas y que las regiones secas se vuelven méas secas, donde con ma-
yor frecuencia e intensidad se alternan periodos de inundaciones y sequias, lo que a
su vez se relaciona con el incremento y varianza temporal del patrén de evaporacion
menos precipitacion (Held y Soden, 2006). A su vez, estas tendencias climaticas y
eventos meteoroldgicos alteran la ocurrencia y distribucion geogréfica de enferme-
dades y plagas.

Relacionado al aumento de la temperatura global y a la alteracién del ciclo
hidrolégico, la sequia es la principal amenaza del cambio climético al cultivo de trigo
a nivel mundial. Desde la década de 1970, especialmente en los tropicos y subtrdpi-
cos, los periodos de sequia han sido mas frecuentes, intensos y de mayor extension
geografica (Trenberth et al., 2007). Segun el indice de severidad de sequia de Palmer
(PDSI), menor precipitacion y mayor temperatura aumentan la evapotranspiracion
(ET) y contribuyen a que en mas regiones ocurran periodos de sequia (Palmer, 1965).
Tanto los registros como las proyecciones de los modelos climaticos indican que la
tendencia es que con el aumento de la temperatura, aumentan las precipitaciones y su
intensidad, aunque una gran proporcién de las regiones subtropicales sera afectada
por condiciones de sequia (Meehl et al. 2007, Trenberth et al. 2003, Hennessy et al.
1997).

Finalmente, una insuficiente tasa de crecimiento relativa (0,9) del rendimiento
potencial de trigo, en relacién con una creciente demanda mundial de alimentos, de-
termina que el aumento de la produccion se debera obtener en gran parte por un au-
mento del area de siembra hacia zonas con restricciones para su cultivo. Bajo los
efectos del cambio climatico, la extension del cultivo de trigo hacia zonas margina-
les, conlleva a que en varias de las regiones del mundo aumente el riesgo de sequia y
de que el cultivo de trigo sufra de estrés por déficit hidrico en alguna etapa de su de-
sarrollo.

Para mitigar las pérdidas de rendimiento y calidad del cultivo de trigo ante el
estrés por deficit hidrico, una de las alternativas disponibles son la identificacion,
seleccion y mejoramiento genético de germoplasma con resistencia a sequia. Para

ello es necesario conocer los efectos que el déficit hidrico provoca en los caracteres



morfoldgicos, fisioldgicos y reoldgicos del cultivo de trigo. A su vez, ese conoci-
miento colabora en la comprension de cdmo operan las bases genéticas y molecula-

res en los mecanismos de la resistencia y adaptacion al estrés.
1.2. HIPOTESIS

Las hipdtesis de trabajo fueron: 1) el estrés por déficit hidrico afecta el rendi-
miento y la aptitud industrial del grano de trigo de manera diferencial segun el geno-
tipo cultivado; y 2) pueden identificarse caracteres que expliqguen mejor los efectos
del deficit hidrico en el rendimiento y en la aptitud industrial.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general

El objetivo general fue caracterizar la respuesta de cinco cultivares de trigo a
un estrés por déficit hidrico en condiciones de invernaculo desde antesis a madurez

fisioldgica.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar la respuesta de los cultivares a un déficit hidrico pos antesis en el

crecimiento radicular y en el rendimiento, peso y aptitud industrial del grano.

2. Caracterizar la respuesta fisiologica de los cultivares a un déficit hidrico pos
antesis a través de la eficiencia de uso del agua (EUA) de riego y los parametros

contenido relativo de agua y conductancia estomatica.



1.4. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.4.1. Sequia vy estrés por déficit hidrico

La sequia es la ausencia prolongada o insuficiencia acentuada de precipitacion,
0 bien una insuficiencia que origina escasez de agua para alguna actividad o grupo de
personas, o también un periodo de condiciones meteoroldgicas anormalmente secas
suficientemente prolongado para que la ausencia de precipitacion ocasione un im-
portante desequilibrio hidroldgico (Heim, 2002). La sequia se ha definido de distintas
maneras. La sequia agricola denota un deficit de humedad en el metro més externo
de espesor del suelo (la zona radicular), que afecta los cultivos; la sequia meteorolé-
gica se identifica principalmente mediante un déficit prolongado de precipitacion; y
la sequia hidroldgica se caracteriza por un caudal fluvial o por un nivel lacustre y
fredtico inferior a los valores normales (IPCC, 2007). Las mega sequias son sequias
prolongadas y extensas que duran mucho mas de lo normal, generalmente un decenio
como minimo (IPCC, 2007).

En cuanto a estrés por déficit hidrico se entiende cuando un pais constrifie su
desarrollo porque la cantidad de agua dulce de que dispone es insuficiente en propor-
cion al agua que detrae (IPCC, 2007). En las evaluaciones a escala mundial, se dice
frecuentemente que una cuenca padece estrés hidrico cuando su disponibilidad de
agua por habitante es inferior a 1.000 m® por afio (sobre la base del promedio de la
escorrentia por largos periodos). Un indicador de estrés hidrico utilizado también en
ocasiones es un volumen de detraccién de agua superior al 20 % del agua renovable
disponible. Un cultivo experimenta estrés por déficit hidrico cuando la cantidad de
agua disponible en el suelo, y por ende la ET real, son menores que la demanda de
ET potencial (ET.) (IPCC, 2007).

De las definiciones anteriores puede decirse que cuando un cultivo en condi-
ciones de sequia agricola experimenta estrés por déficit hidrico, su ET disminuye
respecto a su ET.. Realizando el cociente entre la ET. de un cultivo y la ET de refe-
rencia (ETy) se determina el coeficiente para ese cultivo (K;). La ET, es un parametro

climatico de una pastura hipotética que independientemente de las caracteristicas del



suelo y de las condiciones de cultivo, se determina por la temperatura del aire, la ra-
diacién neta en la superficie, la velocidad del viento, y la humedad relativa (Allen et
al., 1994). A su vez, el cociente entre la ET real de un cultivo y su ET. determina el
coeficiente de estrés hidrico de ese cultivo (Ks). De modo que cuanto mayor es el
estrés por déficit hidrico de un cultivo, menor es su coeficiente K. Para cualquier
cultivo el coeficiente K siempre serd menor 6 igual a uno.

Como sefiala el indice PDSI de Palmer (1965), menor precipitacion y mayor
temperatura aumentan la ET. Sin embargo, cuando la humedad del suelo disminuye
por debajo de la capacidad de las raices de extraer agua, la ET se restringe. Esa res-
triccion es la diferencia entre la ET y la ET, de un cultivo.

Hasta el comienzo de la década de 1980, la precipitacion fue el pardametro do-
minante del cambio en el balance de agua terrestre; después, el calentamiento global
y los cambios inducidos en la nubosidad, radiacion solar neta, velocidad del viento y
humedad cobraron mayor importancia (Dai, 2011). De modo que en el contexto del
cambio climéatico cobra importancia el aumento de la demanda de vapor de agua
(ET). Si el suministro de agua de la atmosfera (i.e., precipitacion) sobre una region es
igual o menor al incremento de ET, entonces se incrementarian las condiciones de
sequia (Dai, 2011).

1.4.2. Caracterizacion del déficit hidrico en trigo

A partir del afio 1988 el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT), implement6 un plan estratégico para clasificar en mega-ambientes las
regiones del mundo donde se cultiva trigo (Rajaram, 1995). Un mega-ambiente es un
area no necesariamente contigua, pudiendo ser incluso transcontinental, que se define
por similitud de estreses bioticos y abidticos, requerimientos del sistema de cultivo,
preferencias de los consumidores, y por volumen de produccién. En el afio 1993 el
CIMMYT caracterizd6 doce mega-ambientes (ME1 a ME12), los que a su vez se
agruparon en tres grandes grupos de acuerdo a los rasgos geneticos de la especie: en
trigos primaverales (ME1-MES6), trigos facultativos (ME7-MED9), y trigos invernales

(ME10-12). Los trigos invernales evolucionaron para soportar bajas temperaturas



invernales y requieren de horas de frio para florecer (i.e., vernalizacion); se siembran
y crecen en otofio, y desde antes del invierno permanecen inactivos hasta que reanu-
dan un répido crecimiento en la primavera. Los trigos facultativos no son tan tole-
rantes al frio como los invernales, y se caracterizan por no requerir una exposicion
prolongada a temperaturas frias para inducir la floracion. Finalmente, los trigos pri-
maverales tienen un ciclo continuo de crecimiento y no requieren de horas de frio
para florecer.

Basado en esta clasificacion de mega-ambientes, tres son los patrones de déficit
hidrico identificados en la produccidon del cultivo de trigo en condiciones de secano
(Rajaram et al., 1996): 1) cuando el cultivo utiliza la reserva de agua dejada por las
lluvias de los monzones en el verano anterior, ello ocurre en parte de Australia e In-
dia subcontinental (ME4C); 2) déficit temprano previo a la antesis, en parte del cono
sur de Sudamérica (ME4B); y 3) déficit tardio pos antesis, que cominmente ocurre
en las regiones del Mediterraneo (ME4A); Diyarbakir, Turquia; y Texas, EE.UU
(ME9); y Colorado y Kansas, EE.UU (ME12).

Los patrones de déficit hidrico que fueron identificados en esos mega-ambien-
tes fueron caracterizados segun condiciones climaticas normalizadas de una serie de
afios. Cuando se generan condiciones de sequia, otros mega-ambientes pueden ajus-
tarse a los patrones de déficit hidrico definidos anteriormente. Por ejemplo esto su-
cede con la manifestacion ciclica del fendomeno climéatico denominado El Nifio-Os-
cilacion del Sur (ENOS). ENOS es un sistema de interacciones entre el Océano Paci-
fico ecuatorial y la atmdsfera, por el que se superponen corrientes de agua célida y
fria que alteran la temperatura de la superficie oceanica (IRl 2015, Glantz, citado por
Trenberth 1997). ENOS tiene tres fases, de acuerdo a los indices NINO 3 Index y
NINO 3.4 Index. Una es la fase calida denominada “El Nifio”, cuando la media mévil
de la temperatura de cinco meses del océano Pacifico ecuatorial se desvia durante
seis meses consecutivos +0,5 °C (NINO 3 90°0-150°0 y 5°S-5°N) o +0,4 °C (NINO
3.4 120°0-170°0 y 5°S—-5°N), otra es la fase fria denominada “La Nifia”, cuando la
temperatura se desvia —0,5 °C 0 —0,4 °C (NINO 3 y NINO 3.4), y una tercera e inter-
media es la denominada fase neutral (IRl 2015, Trenberth 1997). Segun la region del

mundo, La Nifia o El Nifio pueden provocar inundaciones o condiciones de sequia



entre otros eventos extremos. Por ejemplo, al sur de Paraguay, noreste de Argentina,
sureste de Brasil y Uruguay, La Nifia ha provocado precipitaciones por debajo de lo
normal particularmente de octubre a diciembre (Grimm et al. 2000, Pisciottano et al.
1994). Luego del ciclo estacional, el fendmeno ENOS es la principal causa de la va-
riabilidad del clima en el mundo (Trenberth et al., 2002).

Normalmente, el estrés por déficit hidrico en trigo ocurre en varios de los
mega-ambientes de cultivo y ciclicamente, aunque de manera erréatica, cuando el
fendbmeno ENOS se manifiesta aumentando la extension e intensidad de las condi-
ciones de sequia. Con mayor frecuencia el estrés por déficit hidrico en trigo también
esta ocurriendo por los efectos del cambio climatico, y por la extension de su cultivo
hacia areas marginales en consecuencia con la creciente demanda mundial de ali-

mentos.

1.4.3. Mecanismos de resistencia a estrés por déficit hidrico

En un sentido bioldgico estrés es un factor externo que acta o ejerce un efecto
sobre un organismo, mientras que tensién o deformacién es el cambio fisico o qui-
mico que se produce cuando un organismo es afectado por un determinado estrés
(Levitt, 1980). Cuando el efecto de un estrés es reversible se dice que la tension en el
organismo es elastica, y cuando ese efecto es irreversible, la tension en el organismo
es plastica provocandosele un dafio fisico o cambio quimico. No obstante la tension
plastica es irreversible, el dafio o cambio puede ser reparado a expensas de un costo
de energia metabdlica. Cuando sucede un punto de ruptura de la tension plastica la
planta muere. Las resistencias a la tension elastica y a la tension plastica son lo que
se define como resistencia al estrés (Levitt, 1980).

Blum (2005) en acuerdo con Levitt (1980) clasifican en dos los mecanismos de
la resistencia al estrés, incluido el estrés por déficit hidrico: 1) cuando las plantas
evitan el estrés, y 2) cuando las plantas toleran el estrés. Las plantas evitan el estrés
cuando previenen o reducen la penetracion del estrés dentro de los tejidos. Evitan un
equilibrio termodinamico con el estrés, por ejemplo estableciendo barreras fisicas

metabolicas o quimicas que excluyen al estrés de las células (i.e., estado estacionario



o0 steady state en inglés, un concepto distinto de equilibrio termodinamico). Cuando
las plantas evitan el estrés, también evitan la tension. Por otro lado, cuando las plan-
tas toleran el estrés, es cuando son capaces de sobrellevar el estrés reduciendo o eli-
minando la tension. Las plantas tolerantes al estrés tienen la habilidad de establecer
un equilibrio termodindmico con el estrés sin sufrir dafio, o tienen la habilidad de
repararlo en caso de sufrirlo.

La evasion o escape al estrés no es un mecanismo o tipo de resistencia (Levitt,
1980). El escape es una adaptacion de las plantas a estreses estacionales. Mientras las
plantas que evitan el estrés previenen o reducen su ingreso, las plantas que escapan al
estrés completan su ciclo o etapa fenoldgica susceptible antes o después de que el
estrés suceda.

En las especies de plantas superiores como el trigo, el mecanismo principal de
resistencia al déficit hidrico es el de evitar el estrés. Esto es porque las plantas man-
tienen una humedad relativa cercana al 100 % en un ambiente donde la humedad

relativa del aire es generalmente muy inferior (Levitt, 1980).

1.4.4. Cuantificacion del estrés hidrico

1.4.4.1. Déficit de presion de vapor (DPV)

El déficit de presion de vapor (DPV) indica el déficit de saturacién de agua de

la atmosfera (Sq):

Sa=po—p

donde p, es la presion de vapor del agua pura a la temperatura del aire, y p es la pre-
sion de vapor del aire (Levitt, 1980). Segun el objetivo y la precision deseada para p,
también puede considerarse la temperatura de la hoja o del dosel en vez de la del
aire.

En la medida que el DPV indica el déficit de saturacion de agua de la atmos-

fera, cuanto mayor es su incremento entonces también es mayor la tasa de transpira-



cién (T) de las plantas. A su vez, en la medida que el suelo no puede cubrir la de-
manda de agua de las plantas, entonces menor es el potencial hidrico (¥,) de esas
plantas; por lo que valores inferiores de DPV pueden indicar indirectamente déficit
hidrico.

En condiciones de déficit hidrico y de alto DPV las plantas regulan su tasa de T
cerrando parcialmente sus estomas (Monteith, 1995). A la concentracion normal de
CO, del aire, el DPV aumenta la tasa de T e indirectamente reduce la conductancia
estomatica (gs). Sin embargo, en experimentos a bajas concentraciones de CO, (0 a
50 umol mol™), en Glycine max, Chenopodium album y Abutilon theophrasti, no se
observo efecto del DPV sobre la gs (Bunce, 1997).

En general las plantas crecen bien en el rango de 0,80 a 0,95 kPa de DPV
(Lépez-Morales et al., 2008). En invernaculo, por encima de 1,25 kPa la temperatura
es muy alta y o la humedad relativa es muy baja, y por debajo de 0,45 kPa la tempe-
ratura es muy baja y o la humedad es muy alta. De este modo, en la medida que el
DPV disminuye (i.e., menor demanda atmosférica de agua), la tasa de T se reduce

aun cuando las plantas mantienen sus estomas abiertos.

1.4.4.2. Potencial hidrico ()

El estado hidrico de las plantas y la disponibilidad de agua del suelo pueden ser
estimados por el ¥,. En condiciones normales de crecimiento, el ¥, en hojas madu-
ras de trigo y cebada oscila entre —0,35 MPa y —0,45 MPa, respectivamente (Boyer et
al., 2008).

Cuando el ¥, se mide en las células de las plantas este se compone por:

W= P+ Wy + Wy
donde ¥, ¥,y ¥, son los potenciales de soluto, de presion y gravitacional respecti-
vamente (Taiz y Zeiger, 2002). El ¥; siempre es negativo y sefiala el efecto de los

solutos disueltos en la reduccion del ¥, respecto al agua pura de referencia. El %,

puede ser positivo o0 negativo, generalmente es positivo dentro de las células (poten-
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cial de turgencia), y negativo en los espacios intercelulares y el xilema. Los gradien-
tes de presiones son responsables del movimiento del agua desde las células al
xilema. Finalmente, el ¥y es funcion de la altura a la que se transporta el agua. Gene-
ralmente, a nivel celular el ¥, se desprecia por su magnitud comparada a ¥ y ¥,
(Taiz y Zeiger, 2002).

Algunos autores también consideran el potencial de matriz (%) como un com-
ponente del %, en las plantas. Sin embargo, el ¥y solo influye en el ¥, cuando éste
se aproxima a —14 MPa, potencial al que la mayor parte de las plantas ya han muerto
(Tyree, 2003). Si bien el ¥, usualmente es ignorado por los fisiélogos de plantas,
cobra importancia cuando el ¥, es medido en el suelo. El ¥, en el suelo se repre-
senta por las fuerzas de adsorcién y capilaridad, fuerzas que generan la suspension
coloide entre las fases suelo y agua (Tyree, 2003). Salvo en suelos salinos donde el
¥ puede ser relevante, en la medida que el suelo contiene menos agua, el ¥ es

aproximadamente igual al ¥, (Tyree, 2003).

1.4.4.3. Contenido relativo de agua (CRA)

El contenido relativo de agua (CRA) tiene su origen en el concepto “turgencia
relativa” desarrollado por Weatherley (1950). La técnica y célculo del CRA en hojas
de plantas de algoddén que desarroll6 Weatherley, es un indicador que sirve como
guia para conocer el balance entre la T y la absorcidn de agua que una planta realiza
a un tiempo dado (i.e., estatus de agua). Posteriormente, la técnica original para de-
terminar el CRA fue cuestionada por varios autores. En consecuencia Barrs y

Weatherley (1962) revisaron la técnica y la redefinieron para calcular el CRA como:
CRA =[(Peso Fresco — Peso Seco) / (Peso Turgente — Peso Seco)] x 100
donde porcentualmente el CRA relaciona el status de agua que tiene la hoja de una
planta a un tiempo dado respecto a la cantidad de agua que esa misma hoja podria

llegar a contener. En hojas bandera de trigo sin historia de estrés hidrico, el CRA

oscilé entre 94,5 y 97,5 % (Izanloo et al., 2008). Lo anterior fue coincidente con lo

11



observado por Boyer et al. (2008) y con la observacién de Morgan (1995), de que en
plantas bien regadas el CRA nunca alcanza el 100 %. Cuando esas hojas se someten
a un estrés hidrico, el CRA puede reducirse hasta un 40 % (Morgan, citado por Boyer
et al., 2008).

Mientras un cambio en el CRA puede ser debido a un cambio en el contenido
de agua de un tejido, éste también puede ir acompafiado de ajuste osmético (AO).
Esto altimo, implica que como respuesta a un déficit hidrico, las plantas mantienen
su turgencia por un incremento neto de los solutos en las células de las hojas. De
modo que, ante un estrés hidrico o salino, las plantas con mayor capacidad de reali-
zar AO, son capaces de disminuir en mayor grado su ¥; que su ¥?,, lo que se traduce
en un mantenimiento o incluso un incremento de su ¥, para lograr un contenido de
agua similar al de plantas no estresadas (Boyer et al., 2008).

En la medida que las plantas tienen mayor capacidad de efectuar AO, mayor es
la subestimacion del status de agua de una planta cuando se mide el CRA. Esto es
debido a que cuando las hojas se hidratan a turgencia completa (Peso Turgente), in-
gresa mas agua que la que presentan hojas a turgencia completa que no realizaron
AO (Boyer et al., 2008). Siendo més especifico, la hidratacion de las células es exce-
siva a la vez que ocurre una secrecion de agua desde el simplasto hacia el apoplasto
(i.e., mayor es el denominador para el calculo de CRA, Peso Turgente — Peso Seco).
En la practica, una planta sometida a un estrés por déficit hidrico que presente un
bajo CRA, no necesariamente significa que esa planta no se encuentre turgente. De
modo que la interpretacion del CRA deberia acompafarse de la medicién y analisis

de otros parametros.

1.4.5. Ajuste osmotico (AO)

De acuerdo con la clasificaciéon de Levitt (1980), el AO es un mecanismo de
resistencia que evita los estreses hidrico y salino. En la medida que las plantas son
capaces de realizar AO, a la vez son capaces de mantener su productividad. Por ello
es que el AO es uno de los caracteres de plantas cultivadas mas ampliamente recono-

cido en la literatura como componente de la resistencia al estrés por déficit hidrico
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(Blum et al., 1999). En trigo y otros cultivos se ha identificado que el AO es un
caracter con sustancial diversidad genotipica (Babu et al., 1999 citando a varios auto-
res).

El AO es un caracter complejo de estimar para el que se requiere a su vez de-
terminar el CRA y el ¥ de hojas a distintos ¥,. Babu et al. (1999) compararon ex-
perimentalmente en cultivares de arroz cuatro métodos de estimacion del AO. De
acuerdo a esos autores, el método de Morgan (1992) si bien es complejo por la de-
manda de tiempo y material vegetal, tiene la ventaja de tener una alta correlacion con
los resultados de los demés métodos, a su vez que también correlaciona altamente
con caracteres fenotipicos como muerte foliar (correlacion negativa) y con reanima-
cion pos rehidratacion foliar (correlacion positiva). Para una estimacion mas rapida y
sencilla del AO, Babu et al. (1999) recomendaron el método de rehidratacion de
Jones y Turner (1978), método posteriormente empleado por varios autores. M&s
recientemente, se utiliza también al aminoacido prolina como un marcador de AO
luego de que Ma y Turner (2006) determinaran en colza (Brassica sp.) una correla-
cion (r) de 0,96 entre ambos caracteres.

Para estimar el AO de diferentes cultivares de trigo, Morgan (1992) midi6 los
¥ a turgencia completa (CRA= 95 %) y a turgencia cero (CRA= 70 %) en el tejido
descongelado de hojas bandera y en la savia luego de prensado el tejido. Los resulta-
dos indicaron que segun la capacidad de osmoregulacion de los cultivares estudiados,
el AO tuvo un rango de 0,09 a 0,57 MPa en el tejido descongelado y de 0,18 a 1,35
MPa en la savia.

Una revision de Turner (1986) y estudios méas recientes (e.g. Izanloo et al.,
2008), indican que a mayor capacidad de AO de las hojas, mayor es el manteni-
miento de la gs y de la fotosintesis. EI mismo autor también sefiala que el AO demora
el inicio del enrollamiento de las hojas, esto es porque si bien el ¥, de las hojas dis-
minuye, su turgencia se mantiene. Por otro lado, el AO ocurre también en raices,
habiéndose asignado un rol en el mantenimiento de la elongacién de apices radicula-
res de maiz en condiciones de estrés por déficit hidrico (Sharp et al. 2004, Sharp et

al. 1988). El AO, ademas del mantenimiento de la turgencia y de las funciones ce-
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lulares durante un periodo de déficit hidrico, podria permitir que las plantas se recu-
peren mas rapido una vez finalizado dicho estrés (Izanloo et al., 2008).

Finalmente respecto al AO y su relacion con el CRA, éste ultimo es un indica-
dor menos sensible que el ¥, (i.e., ¥ — ¥s) para detectar diferencias genotipicas en
la osmoregulacion (Morgan, 1995). No obstante, el AO es un indicador mucho méas
dificil y costoso de determinar que el CRA.

1.4.6. Conductancia estomatica (ds)

La gs indica la facilidad con que el flujo de vapor de agua es transpirado por la
planta y en sentido contrario indica la facilidad con que el flujo de CO, ingresa desde
la atmosfera hacia la camara sub-estomatica. Inversamente, la resistencia estomatica
(rs) indica la dificultad de difusion de los flujos de vapor de agua y CO,, en uno y
otro sentido respectivamente. Normalmente, la gs se expresa en mmol m? s, mien-
tras que la rs se expresa en m? s mol™?, de agua o CO, respectivamente. La gs es fun-
cion del numero, tamafio y grado de apertura de los estomas de las hojas de una
planta. Siendo que en condiciones normales los flujos de CO, y de vapor de agua por
la cuticula son despreciables (Boyer et al. 1997, Dugger 1952), las plantas tienen el
permanente compromiso de mantener un balance entre la tasa de T y la tasa de difu-
sion de CO;, (i.e., estomas mas o menos cerrados).

Por esta razén, desde mediados de los afios setenta los programas de mejora-
miento comenzaron a interesarse en incorporar caracteres relacionados con la gs para
la seleccidn indirecta de variedades de cultivos con mayor resistencia al estrés por
déficit hidrico y con mayor potencial de rendimiento (Jones, 1987). Se ha reportado
que la gs presenta una heredabilidad en el rango de 0,5 a 0,8 con alta correlacion ge-
nética con rendimiento (Vilhemsen, citado por Reynolds et al., 2001b).

La gs es un caracter que esta relacionado con cuan capaces son las raices de
extraer agua del perfil del suelo (Reynolds et al., 2001a). La gs también esta relacio-
nada con resistencia a estrés térmico (Reynolds et al., 1994), como también lo estan

el contenido de clorofila y el retraso de la senescencia de hojas (stay-green en
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inglés). Esto es porque en genotipos de alta gs, una mayor T les permite enfriar el
dosel y potencialmente asimilar una mayor cantidad de CO,.

La gs 0 su inverso la rs pueden estimarse sin dafiar la planta con instrumentos
portatiles, como son los porémetros y los analizadores de gases por infrarrojo
(IRGA). Comparando especificaciones entre los manuales de un IRGA (e.g. LI-
6400XT, LI-COR Biosciences, Inc.) y de un porémetro (e.g. SC-1, Decagon
Devices, Inc.), se desprende que el primer instrumento es mas preciso que el se-
gundo. No obstante, los porémetros son instrumentos también adecuados para medi-
ciones comparativas y a la vez, son mas econdémicos, faciles y précticos de manipular
que los IRGA.

Los porometros de difusion de estado estacionario (steady-state difussion po-
rometer), estiman la gs en serie. Esto es cuando la hoja de una planta se coloca en
una cdmara en contacto con dos sensores de conductancia conocida. En ambos senso-
res se mide la humedad, la distancia entre ambos y la temperatura del aire para cal-
cular el flujo de vapor de agua. Otra clase de porometros son los de flujo viscoso o
flujo de masa. Las prestaciones de ambas clases de porémetros fueron discutidas por
Rebetzke et al. (2000), quienes sefialaron que las mediciones de gs con ambos ins-
trumentos presentaron una alta correlacion con las mediciones obtenidas con un
IRGA, esto al estudiar el fenotipo de la progenie F2 de un cruzamiento entre dos cul-
tivares de trigo contrastantes. No obstante, también sefialaron que el porémetro de
estado estacionario tiene la limitante de ser muy lento para el estudio de grandes po-
blaciones. La demora de tiempo entre las mediciones de gs causa desvios debidos a la
oscilacion horaria de la radiacion, temperatura del aire, DPV y ¥, de la hoja
(Rebetzke et al. 2000, Clarke y Clarke 1996, McDermitt 1990, Jones 1977).

El trigo es parte del tercio de especies de plantas anfiestomaticas, es decir que
presenta estomas a ambos lados de la hoja (Meidner y Mansfield, citados por
Rebetzke et al., 2000). En dos variedades de trigo invernal se observé que la gs de
las hojas puede presentarse con mayor frecuencia de distribucién en un ratio de 1,5
entre los lados adaxial y abaxial (Xing-guo et al., 1996). El ratio dependio del estado
de desarrollo, siendo méximo a espigazon (Z 5.0 en la escala de Zadoks et al., 1974),

aungue se observo que las gs adaxial y abaxial son méximas durante el llenado de
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grano. Los autores también observaron que la gs decrece exponencialmente desde la
parte superior a la parte inferior del dosel, a la vez que los cambios de gs durante el
dia son mas drasticos en la parte superior. Finalmente, observaron que la gs decrece
desde la parte basal adaxial de las hojas hacia la parte apical, e inversamente por el
lado abaxial, la gs decrece desde la parte apical a la basal. Sobre la base de coefi-
cientes de correlacion y medias de las mediciones, los autores sugirieron que la gs sea
medida en la parte media y apical del lado adaxial, y media y basal del lado abaxial.
Resultados de Clarke y Clarke (1996) y de otros trabajos citados por estos autores,
sefialan también que la gs en trigo es mayor en el lado adaxial de las hojas.

De acuerdo con la clasificacion de Levitt (1980), asi como AO, enrollamiento
de hojas, reduccién del area foliar y radiacion absorbida, el ajuste de la gs se corres-
ponde también con el mecanismo de resistencia que evita el estrés por déficit hidrico.
Esto ocurre cuando la planta cierra parcialmente sus estomas para reducir la pérdida
de agua y mantener su %, (Turner, 1986). Sin embargo, especialmente en las espe-
cies de metabolismo C3 como el trigo, donde el aparato fotosintético no esta saturado
de COy, el cierre de estomas reduce la tasa asimilacion de CO, y la fotosintesis neta.
En ese sentido, los valores de gs en el rango de 200 a 250 mmol H,O m™ s™ son los
que maximizan la EUA (Martin y Ruiz-Torres, 1992). Una mayor EUA en periodos
juveniles puede ayudar a que el agua sea mejor utilizada durante el llenado de grano
(Passioura, 1977). Solo cultivares que cierren sus estomas en respuesta a un severo
estrés hidrico pueden no resentir su rendimiento, respecto a cultivares que perma-
nentemente muestren baja gs (Jones, 1987). De este modo, la seleccion de genotipos
por alta EUA puede no ser un buen criterio de seleccién para mejorar los rendimien-
tos en ambientes de estrés hidrico. La produccion de las plantas depende de su EUA,
pero mayormente de su capacidad de sostener la T (Blum, 1993).

Si bien la gs disminuye en respuesta al DPV, la respuesta es mayormente go-
bernada por la tasa de T (Monteith 1995, Mott y Parkhurst 1991). Segun estos au-
tores, la regulacion de la gs es un mecanismo de retroalimentacion negativo (feed-
back) o hidro-pasivo segun la literatura. Este tipo de mecanismo depende de la tasa
de T, la cual es funcion de la radiacion, temperatura, concentracion de CO, y conte-

nido de agua del suelo. De este modo, el mecanismo hidro-pasivo propone que
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cuando la tasa de T es mayor, el agua del suelo es deficitaria lo que provoca a su vez
una disminucion del ¥, de la hoja. No obstante, los autores no desestimaron la
hipdtesis de que en condiciones de alto DPV, tanto la tasa de T como la gs disminu-
yeran por un cierre irregular de los estomas (comunmente patchy closure of stomata).

Otro mecanismo propuesto para explicar la regulacion de la gs es el denomi-
nado hidro-activo o feed-forward segun la literatura. Este mecanismo explica que la
reduccion de la turgencia de las células guardianas de los estomas es mediada por
una disminucién del ¥, de la planta y por el aumento de la tasa de sintesis de la
hormona &cido abscisico (ABA), asi como de su liberacion desde los cloroplastos
hacia el apoplasto (Taiz y Zeiger, 2002). A su vez, varios reportes han indicado que
la regulacion de la tasa de T mediada por ABA, seria una respuesta a los cambios de
DPV que ocurren entre la hoja y la atmosfera (Xue, citado por Streck 2003, Bunce
1998, 1997, Dodd et al. 1996, Farquhar 1978).

Ambos mecanismos de regulacién de la gs son discutidos en una revision de
Streck (2003). El autor reporta haber observado que si bien la hoja bandera cierra sus
estomas cuando se incrementa el DPV, no sucede lo mismo con las hojas inferiores.
También sefialé que la respuesta de una planta al DPV, ademas de ser mediada por la
posicion de las hojas, también puede serlo por el historial de disponibilidad de agua
del suelo. Sobre esa base, Streck (2003) planted la hipétesis de que si ambos meca-
nismos son correctos, el mecanismo hidro-pasivo puede suceder en el corto plazo
como respuesta a un alto DPV durante el dia, mientras que el mecanismo regulado
por ABA puede ser una respuesta de mayor plazo en plantas que tuvieron un historial
de déficit hidrico.

No obstante la hipotesis de Streck (2003), sobre la convivencia de dos meca-
nismos que explican la regulacion de la gs (hidro-pasivo e hidro-activo), existe una
relacion causa—efecto del DPV en el sistema atmosfera—planta—suelo que determina
que la gs sea regulada por la hormona ABA. Si bien aun no se ha dilucidado como es
que ocurre esa relacion causa—efecto, es sabido que el ABA se sintetiza en las raices
y hojas adultas en respuesta a suelos con déficit hidrico, y que su concentracion en el

xilema regula la gs (Zhang et al., 2006a).
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En un experimento de riego con &rboles de arce rojo (Acer rubrum L.),
Pettijohn et al. (2009) modelaron el estrés hidrico y las implicancias de ambos meca-
nismos de regulacion de la gs (hidro-pasivo e hidro-activo). Los autores concluyeron
gue ambos mecanismos de regulacion ocurren, pero no en funcién a respuestas de
corto o largo plazo (Streck, 2003), sino segun ocurra 0 no un déficit hidrico en el
suelo. Segun Pettijohn et al. (2009), cuando el ¥, del suelo no es limitante solo in-
tervendria el mecanismo hidro-activo, es decir que el ajuste de los estomas seria fun-
cion de la relacién causa—efecto entre el DPV y la hormona ABA. Mientras que en la
medida que el ¥, del suelo es limitante, intervendrian ambos mecanismos (hidro-
activo e hidro-pasivo). A su vez, segin Pettijohn et al. (2009) el mecanismo hidro-
pasivo no ocurriria como consecuencia directa del incremento del DPV durante el dia
(Streck, 2003), sino por un desfase entre la tasa de T y la tasa de absorcion de agua.
Esto es, que con las horas del dia el ¥, de la planta disminuye por una disminucion
del ¥, del suelo.

1.4.7. Efectos generales del estrés por déficit hidrico

En las plantas, el efecto del estrés por déficit hidrico puede dividirse en tres ni-
veles: 1) Leve, deshidratacion de 8 a 10 % del nivel de saturacién; 2) Moderado,
deshidratacion de 10 a 20 % o ¥, entre —1,2 a —1,5 MPa; y 3) Severo, ¥, por debajo
de -1,5 MPa (Hsiao, 1973). No obstante, esta clasificacién no contempla el AO que
puedan realizar las plantas. En todo caso, la mayor parte de las plantas superiores
mueren cuando pierden de 40 a 90 % de su contenido normal de agua (Schroder,
Hofler, citados por Levitt, 1980).

Las células guardianas, responsables de la apertura y cierre de los estomas, son
sensibles al cierre desde los primeros niveles de déficit hidrico (leve y moderado).
Mientras que el marchitamiento celular sucede solo cuando el déficit hidrico llega a
su tercer nivel (severo). La pérdida de turgencia tiene dos efectos celulares principa-
les: 1) inhibicion del crecimiento, y 2) cierre estomatico. Otros efectos son cambios

en las propiedades de las membranas y disminucion del espacio intercelular.
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La disminucion de la tasa de crecimiento celular ocurre antes que la disminu-
cion de las tasas de fotosintesis y de respiracion (Boyer, 1970). A su vez, de los
componentes del crecimiento celular: elongacion, division y diferenciacion, es la
elongacion la que primero se ve afectada por el estrés hidrico (Hsiao, 1973).

Los estreses por déficit hidrico moderado inhiben el crecimiento celular de las
plantas provocando una disminucion del area foliar y del tamafio de los estomas.
Contrariamente, la densidad de los estomas se incrementa, aungue su nimero total se
reduce debido a la disminucion del area foliar (Zhang et al. 2006b, McCree y Davis
1974). Estas respuestas son por tanto un mecanismo de adaptacion de las plantas
(Spence et al., 1986). Dado que la gs es proporcional al cuadrado del radio efectivo
de los poros de los estomas (Nobel, citado por Maherali et al., 2002), células guar-
dianas pequefias permitirian que los estomas permanecieran abiertos en condiciones
de déficit hidrico y mantuvieran asi un balance entre la asimilacion de CO, y la pér-
dida de agua.

1.4.8. Efectos del estrés por déficit hidrico pos antesis en trigo

1.4.8.1. Efectos en la planta

El déficit hidrico que ocurre desde antesis y durante el llenado de grano (Z 6.5
a Z 9.0), es uno de los tres patrones de déficit hidrico que ocurren en la produccion
del cultivo de trigo en condiciones de secano (Rajaram et al., 1996). Este patrén aso-
ciado a las regiones del Mediterraneo, también puede observarse en afios de primave-
ras secas en parte de Argentina y Uruguay.

Cuando el déficit hidrico sucede durante el llenado de grano de trigo, se afecta
la concrecion del rendimiento potencial fijado entre la iniciacion floral y espiguilla
terminal, momento este Gltimo en el que se termind de definir el nimero potencial de
espiguillas por espiga (Slafer y Rawson, 1994). El inicio de la senescencia puede
adelantarse y o su tasa incrementarse, promoviendo que mas temprano y rapido los
carbohidratos de los tallos se movilicen para su deposicion en los granos (Izanloo et
al. 2008, Yang et al. 2007, Nicolas y Turner 1993, Simane et al. 1993). El compo-
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nente de rendimiento que es afectado por el déficit hidrico desde antesis y durante el
Ilenado de grano es el peso de grano (Kobata et al. 1992, Hochman 1982). Estreses
MAs severos y 0 que comiencen mas temprano pueden afectar también la fertilidad de
los tallos y el numero de granos (Izanloo et al., 2008).

Cambios importantes de la planta en condiciones de estrés hidrico son la mor-
fologia y crecimiento de sus raices, sobretodo en suelos de pobre estructura fisica
donde las raices adventicias (de la corona) no pueden penetrar y establecerse. Es en
ese tipo de suelos donde mejor puede observarse como las raices seminales existen-
tes se extienden hacia lo profundo del suelo, alli donde esta el agua (Blum 2005,
Asseng et al. 1998). Las raices de trigo pueden seguir creciendo en profundidad
luego de antesis, sobre todo en aquellos cultivares con resistencia a estrés hidrico
(Manschadi et al., 2006).

Finalmente, el cociente entre la biomasa aérea y la radicular decrece, esto es
porque se reduce la biomasa aérea, mientras que los cambios radiculares son mas
bien morfoldgicos que de incremento de su biomasa (Blum, 2005). En el mismo sen-
tido, Sharp et al. (1988) observaron que el estrés hidrico provocd que las raices de

plantas de maiz crecieran en extension pero a la vez disminuyendo su grosor.
1.4.8.2. Efectos en el peso y tamafio de grano

Cuando el peso y tamafio de grano son afectados, disminuye el rendimiento y
se afecta la calidad industrial del grano y la calidad de su uso como semilla (Marshall
et al., 1986). Los mismos autores identificaron que el peso y tamafio de grano depen-
den principalmente del largo de grano. La relacion del peso con el largo de grano fue
observada también por Tashiro y Wardlaw (1990), quienes identificaron que ambos
caracteres son afectados cuando se ejerce un estrés térmico pos antesis.

Si bien no identificaron relaciones causa—efecto, Lizana et al. (2010) identifica-
ron fuertes correlaciones del largo de grano con su peso y tamafio (r’=0,94, P<0,01 y
r?=0,98, P<0,01, respectivamente), y del peso de grano con su contenido estabilizado
de agua (r’=0,88, P<0,01). A su vez, observaron que los mayores incrementos en el

largo, contenido de agua, volumen y peso de grano, ocurrieron durante el primer ter-

20



cio del llenado de grano. De los anteriores caracteres, el largo de grano fue el que
mas temprano alcanzo a estabilizar su crecimiento, observaciones también realizadas
por Hasan et al. (2011).

Por otra parte, Lizana et al. (2010) observaron en dos experimentos, que las ta-
sas de acumulacion de agua fueron 35 y 46 % superiores a las tasas de acumulacion
de materia seca. Ello indic6 que el crecimiento del grano precede a la acumulacion
de materia seca y que cuando las diferencias fueron mayores, éstas se debieron a una
tasa de llenado de grano mas lenta, la que a su vez se habria debido a una tempera-
tura media del ambiente menor (15,5 vs. 16,7 °C).

En 1992 McQueen-Mason et al. identificaron que la elongacién celular es re-
gulada por las expansinas, una familia de proteinas que actdan relajando las cadenas
de celulosa y hemicelulosa de las paredes celulares en respuesta a la presion de tur-
gencia (Calderini, 2011). A su vez, estudios de la expresion génica de las expansinas
se realizaron durante el llenado de grano (Lizana et al. 2010, Lin et al. 2005).
Usando el pericarpio como fuente de ARN, Lizana et al. (2010) estudiaron la expre-
sion de cinco expansinas (pTaExpA4, pTaExpA6, pTaExpA6-a, pTaExpA6-b y
pTaExpA8) durante la primera mitad del llenado de grano (de 24 a 325 °C dia pos
antesis). Este periodo fue equivalente al 54 % del llenado de grano y 100 % del cre-
cimiento del largo de grano. En un segundo experimento, extendieron su periodo de
estudio de 41 a 470 °Cd PA, equivalente al 67 y 100 % del llenado y largo de grano,
respectivamente. Como resultado, observaron que la expresion de las expansinas
declino después de los 360 °Cd PA. Contrariamente, identificaron que la maxima
expresion de las expansinas ocurrié antes de 247 °Cd PA, cuando también fueron
maximas la tasa de acumulacion de agua y la tasa de crecimiento del largo de grano.

La expresion y actividad de las expansinas no solo son controladas por claves
intrinsecas al desarrollo, sino tambien por sefiales ambientales como el estrés por
déficit hidrico (Zhao et al., 2012). En tales condiciones, se ha observado que la ex-
presién de las expansinas es mediada por las hormonas ABA Y acido indol-3-acético
(IAA), observandose que cuanto mayor es la resistencia al estrés hidrico, mayor es la

actividad de las expansinas y mayor es la expansion de las paredes celulares.
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Basadndose en estudios previos (Lizana et al. 2010, Ugarte et al. 2007,
Calderini y Reynolds 2000, Calderini et al. 1999), Hasan et al. (2011) sostuvieron la
hipdtesis de que el peso potencial de grano de trigo es determinado previo a la ante-
sis, luego de observar por dos afios una asociacion lineal y positiva entre el peso de
carpelo a la polinizacién y el peso final de grano (r?=0,79, P<0,01 y r?=0,86, P<0,01,
primer y segundo afio respectivamente). El carpelo, parte femenina de la flor, en el
trigo crece rapidamente entre embuche y antesis (Z 4.0 a Z 6.0). Altas temperaturas
durante ese periodo, afectan el nUmero de granos pero también el crecimiento del
carpelo y el peso final del grano (Ugarte et al. 2007, Calderini et al. 1999).

Tomando la hipotesis anterior sobre el efecto de la temperatura en la definicion
del peso y tamafio de grano, un déficit hidrico previo a la antesis podria tener tam-
bién un efecto mayor que un déficit hidrico durante el llenado de grano. Conside-
rando ello, como la antesis en flores, espiguillas y espigas es a destiempo (Tashiro y
Wardlaw 1990, Evans et al. 1972), un déficit hidrico pos antesis podria ejercer un
estrés mayor en aquellos cultivares con un desfasaje mayor en la emisién de sus ta-
llos feértiles (i.e., de-sincronizacion).

Finalmente, un menor peso y tamafio de grano se correlaciona con una dismi-
nucidn del rendimiento del grano a su molienda (Marshall et al., 1986). Ello conlleva
a que el estrés por déficit hidrico pos antesis disminuye no solo el rendimiento de
grano (Kobata et al. 1992, Hochman 1982), sino también el rendimiento de harina

debido a un menor peso hectolitrico (i.e., kg de grano en un volumen de 100 L).

1.4.8.3. Efectos en la calidad industrial del grano

El estrés por déficit hidrico pos antesis afecta también la calidad industrial del
grano (Ozturk y Aydin, 2004), comprendida ésta por atributos de calidad fisica, mo-
linera y de aptitud industrial. El pardmetro que mejor indica los atributos de calidad
fisica es el peso hectolitrico (Vazquez, 2009). El peso hectolitrico del grano trillado
depende del grado de impurezas, del dafio fisico-mecanico y por insectos, de la afec-
cion de enfermedades, y también de la forma y peso del grano como fue indicado por

Marshall et al. (1986). Respecto a calidad molinera, el parametro que mejor se rela-

22



ciona con la correcta separacion del endosperma del grano es la textura o dureza
(Vazquez, 2009), la cual en cambio depende mayormente del genotipo de trigo em-
pleado (Turner et al. 2004, Morris 2002, Law et al. 1978). Finalmente, y como la
calidad fisica, la aptitud industrial del grano también es afectada en condiciones de
estrés por déficit hidrico (Guttieri et al., 2001). En relacién con ello, un efecto del
déficit hidrico es que el porcentaje de proteina se incrementa, resultado de que la tasa
de deposicion de nitroégeno en el grano se reduce mas lentamente que la tasa de depo-
sicion de carbohidratos (Ozturk y Aydin, 2004).

Por aptitud industrial de trigo se entiende a la calidad que debe tener su harina,
segun el producto que con ella se quiera elaborar. Es decir que una harina puede ser
buena para un producto y mala para otro. Una de las posibles formas de clasificar las
harinas de trigo segun su aptitud industrial es: en harinas duras (para la elaboracion
de pastas), harinas con fuerza de masa (para la elaboracion de panificados de leu-
dado), y harinas débiles (para la elaboracion de pastas frescas y galletitas entre otros
horneados).

El principal componente que influye en la mejora de la aptitud industrial y nu-
tricional de la harina de trigo es el contenido y composicion de la proteina en el
grano (Shewry, 2007). Un estudio realizado con una coleccion de 12.613 trigos de-
termind que el porcentaje de proteina en el grano puede oscilar entre 7 y 22 %. Los
autores concluyeron que la mayor parte de esa variacién no se correspondio a facto-
res genéticos, sino al ambiente y sus interacciones con el genotipo (Vogel et al.,
1973). El amplio rango de proteina sefialado se estrecha cuando el cultivo de trigo se
circunscribe a una determinada region, genotipos cultivados, ambiente de produccién
y manejo realizado. Al respecto, y a modo de ejemplo, estudios de caracterizacion y
de interaccion genotipo por ambiente de parametros de calidad industrial de trigos,
fueron realizados para el centro del Cono Sur de Sudamérica por Abbate et al. (2010)
y Ernst et al. (2001). En esta region, asi como en Canada y el norte de Estados Uni-
dos, se cultivan trigos duros rojos primaverales, categoria ésta traducida de la clasifi-
cacion utilizada por Estados Unidos y de mayor difusion internacional (hard red
spring wheats). Es un tipo de trigos de textura dura, caracteristica ésta relacionada

con un mayor contenido de proteina en el grano (Turner et al., 2004). Siendo por esta
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razon, preferidos por la industria automatizada para la elaboracion de panificados
con volumen de masa, productos para los que se requiere un porcentaje de proteina
en el grano superior a 12,5 % (Turner et al., 2004).

Mientras que la cantidad de proteina se define fundamentalmente por el am-
biente, su composicion es mayormente definida por el genotipo (Guttieri et al.,
2001). No obstante, para la composicién de la proteina se han reportado interaccio-
nes significativas entre el genotipo y el ambiente de produccién (Huebner et al.,
1997). Las gliadinas y gluteninas son la porcion mas importante de la proteina en el
grano, en contacto con el agua permiten que se forme el gluten, responsable éste de
conferirle a la harina propiedades de elasticidad y viscosidad para la elaboracion de
panificados de leudado. Estas propiedades promueven la coherencia de la masa (i.e.,
aglutinamiento de la proteina con el almidén) y la retencién del dioxido de carbono
desprendido por la fermentacion causada por las levaduras (Vazquez 2009, Shewry
et al. 1995). Las gliadinas son proteinas monoméricas, mientras que las gluteninas
son poliméricas y con una estructura tridimensional mas compleja, lo que permite
que sean las proteinas mas importantes para la formacion del gluten. A su vez, las
gluteninas se dividen en unidades de bajo y alto peso molecular, siendo las segundas
las que le dan elasticidad y fuerza a la masa (Shewry et al., 1995).

La fertilizacion con nitrégeno promueve un incremento del contenido de pro-
teina en el grano, mientras se incrementa la deposicion de gliadinas y gluteninas, es
mayor el estimulo a la deposicion de gliadinas que a gluteninas, y a la deposicién de
gluteninas de alto peso que a las de bajo peso molecular (Saint Pierre et al. 2008,
Triboi et al. 2000). A diferencia de que con la fertilizacion de nitrégeno, cuando en
pos antesis ocurre un estrés por déficit hidrico, la deposicién total de proteina en el
grano se reduce si bien la concentracion también se incrementa, y similarmente, la
deposicion de gliadinas se favorece con relacion a la deposicion de gluteninas (Saint
Pierre et al. 2008, Tribori et al. 2003, Panozzo et al. 2001). El efecto que ejerce un
estrés por déficit hidrico en la composicién de la proteina en el grano es menor que el
efecto que ejerce la fertilizacion con nitrogeno (Saint Pierre et al., 2008). No obs-
tante, en la literatura hay resultados contradictorios respecto a la respuesta que tiene

un incremento de nitrogeno y o un déficit hidrico en la composicién de la proteina.
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Al respecto, Triboi et al. (2000) sefial6 que ello podria deberse a diferencias genoti-
picas entre cultivares y a variaciones en la tasa y duracion de la deposicion de nitro-
geno a proteina. Un estudio de Panozzo et al. (2001) sefialo que la deposicion de
gluteninas en el grano es posterior a la de gliadinas. Ello indica que también importa
el momento de ocurrencia y la intensidad de los efectos ambientales.

La composicion de la proteina afecta las propiedades reoldgicas de la masa
(i.e., propiedades de amasado, respuesta de la masa a una fuerza o deformacion apli-
cada). Los instrumentos con los que empiricamente se analizan las propiedades re-
oldgicas de las harinas son: el extensdgrafo, el texturémetro, el alvedgrafo, el farind-
grafo y el mixografo (Vazquez, 2009). Uno de los de mas amplio uso es el mixé-
grafo, instrumento éste que genera un grafico llamado mixograma a partir del analisis
de una mezcla de harina y agua. EI mixograma indica el tiempo de mezclado necesa-
rio para lograr la méaxima consistencia de la masa, esto es la altura del mixograma.
Cuanto mayor es la consistencia de la masa, mejor es la absorcion de agua que tiene
una harina, una propiedad deseada por la industria relacionada a mayor contenido de

proteina (Vazquez, 2009).

1.4.9. Caracteres morfo-fisioldgicos y marcadores bioquimicos y moleculares de

resistencia a estrés hidrico

La genética de la resistencia al estrés por déficit hidrico es compleja y estéa re-
lacionada también con los estreses abioticos salinidad y temperatura de congela-
miento (Kasuga et al., 1999). Dada esa complejidad, es dificil identificar qué caracte-
res morfo-fisioldgicos y o qué marcadores bioquimicos estan mejor asociados con la
respuesta al estrés por déficit hidrico.

Como caracteres fisiolégicos mas importantes se han citado: fecha de antesis,
mas una estrategia de escape que un mecanismo de resistencia; stay-green, concepto
relacionado con el contenido de clorofila y el inicio y tasa de senescencia (Verma et
al., 2004); ¥,, CRA y AO, indicadores de status hidrico; la gs; y la EUA (Condon et
al., 2002). En tanto como caracteres morfoldgicos puede citarse a las ceras, pubes-

cencia y enrollamiento de hojas (Reynolds et al., 2001a), y arquitectura de hojas y
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raices (Manschadi et al., 2006). Finalmente, como marcadores bioquimicos impor-
tantes se han citado a los carbohidratos solubles del tallo (Yang et al., 2007); la hor-
mona ABA (Sharp et al., 2004); la prolina, un aminoécido que actda en maultiples
funciones (e.g. osmoproteccion) (Szabados y Savouré 2010, Kemble y MacPherson
1954); y las dehidrinas, una familia de proteinas que actian como factores de protec-
cién de macromoléculas (Vaseva et al. 2010, Dure et al. 1989).

Por otro lado, el estrés hidrico induce la expresion de varios genes, siendo esa
expresion en algunos casos regulada por la hormona ABA (Seceniji et al., 2005). Los
productos génicos pueden clasificarse en dos tipos: las proteinas que regulan la ex-
presion génica y las sefiales de transduccion en respuesta al estrés hidrico (e.g. facto-
res de transcripcion), y las proteinas que tienen una funcién directa en la proteccion
de las células al estrés hidrico, como por ejemplo la prolina y las dehidrinas
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento fue realizado en condiciones de invernaculo en la estacion ex-
perimental INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay (34°20°15” S; 57°41°29” O). El
disefio experimental fue de bloques completos al azar con tres repeticiones y arreglo
factorial de tratamientos, donde cinco cultivares de trigo fueron sometidos a dos ni-
veles de agua de riego entre antesis y madurez fisiolégica. La unidad experimental
consistio de 24 plantas contenidas en seis macetas colocadas sobre una bandeja, cua-

tro plantas por maceta (Figura 1).
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Figura 1. Croquis del experimento de riego en invernaculo cerrado con sistema de
refrigeracion y ventilacion de aire. En la parte superior e inferior de la figura se se-
fiala la posicion de los extractores y paneles que refrigeran el aire. Los tratamientos

de Control y Estrés son sefialados en gris oscuro y claro respectivamente.
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2.2. MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron cinco cultivares de trigo pan, de tipo primaveral, textura dura y
cariopse rojo y ambar. Estas caracteristicas son propias de la clase de trigos que son
cultivados en Argentina y Uruguay. Los cultivares utilizados fueron LE 2249 (INIA
Churrinche), LE 2331 (INIA Don Alberto), LE 2333 (INIA Carpintero) Baguette
Premium 11 y Biointa 1001. Los tres primeros fueron obtenidos por el Instituto Na-
cional de Investigacién Agropecuaria (INIA Uruguay), Biointa 1001 por el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA Argentina) y Baguette Premium 11 de
origen francés por C.C. Benoist. Excepto éste Ultimo, que presenta un ciclo interme-
dio largo, los otro cuatro cultivares son de ciclo fenoldgico intermedio corto.

Los cultivares LE 2249, Baguette Premium 11 y Biointa 1001 se escogieron
por ser de referencia comercial y desempefio conocido en Argentina y Uruguay,
mientras que LE 2331 y LE 2333 se escogieron por su promisorio desempefio y re-
ciente liberacion comercial (INASE Argentina 2012a, Castro et al. 2010). Los cul-
tivares Biointa 1001 y Baguette Premium 11 también fueron escogidos porque en
2008 ocuparian la mayor area de siembra del cultivo de trigo en Uruguay (Esteban
Hoffman, comunicacion personal, 9 de junio de 2008). Posteriormente, una encuesta
oficial estimé que 120.000 ha equivalentes al 26 % del area que se cultivaria con
trigo en Uruguay se sembrarian con esos dos cultivares (MGAP, 2008). Finalmente,
los cinco cultivares también se escogieron porque en dos experimentos anteriores
tuvieron una respuesta diferencial a estrés por déficit hidrico (Hoffman et al. 2011,
Castro y Vazquez 2010).

2.3. CONDICIONES DE CRECIMIENTO
El experimento se instald en un invernaculo cerrado con sistema de ventilacion
electro hidraulico reductor del efecto invernadero, en el que por un extremo del in-

vernaculo fluye aire que evapora el agua de los paneles de radiacion, y por el otro,

extractores lo retiran con mayor temperatura y menor humedad (sistema Fan and
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Pad Evaporative Cooling System). Un gradiente de mayor radiacion ocurre también
en el invernaculo por la posicion de éste respecto al sol (Figura 1).

La metodologia para instrumentar la unidad experimental fue adaptada de ex-
periencias previas de Hoffman et al. (2011). Las macetas utilizadas para contener el
sustrato y el material vegetal fueron tubos de PVC de 0,16 m de diametro interior y
0,30 m de alto. En la base de cada tubo se coloc6 una rejilla metéalica de malla fina
para contener el sustrato. A su vez, las macetas (tubos de PVC) fueron colocadas
sobre bandejas plasticas de base impermeable con medidas de 0,60x0,40x0,10 m. El
sustrato utilizado fue una mezcla (1:1:1) de tierra franco arcillo limosa, arena, y sus-
trato orgénico (BioFer Almacigos, Riverfilco S.A., Montevideo, Uruguay).

La siembra se efectud el 27 de junio de 2008 con ocho semillas por maceta. La
germinacion comenzd el 30 de junio y la emergencia se complet6 entre el 4 y 10 de
julio. EI 16 y 17 de julio las plantulas se ralearon a cuatro por maceta. De siembra a
final de ciclo, las plantas tuvieron suministro de 8 a 6 horas de luz artificial con lam-
paras de vapor de sodio de alta presion (SON-T 400 W, Philips, Bélgica).

Al inicio de macollaje (Z 2.2), en base a los andlisis de una muestra de la mez-
cla del sustrato utilizado, el 24 de julio se fertilizé cada maceta con una solucién de
0,5 mL de N-P-K (12-8-5, fertilizante foliar NPK micronutrientes, Industria Sulf-
rica S.A., San José, Uruguay) en 0,42 L de agua. Hacia el fin del encafiado (Z3.7 a Z
3.9), el 13 de agosto se aplico la misma dosis de fertilizante pero en la bandeja y di-
luido en 5 L de agua (=0,83 L por maceta).

Para el control de trips (INSECTA: Thysanoptera) se realizaron cinco asper-
siones alternando dos principios activos, Malathion (1,2 mL p.a. L) y Acephate (1 g
p.a. L™"). Para el control de &acaros (ARACHNIDA: Prostigmata) se asperjo
Clofentezine (0,18 mL p.a. L™). Finalmente, se controlé oidio (Blumeria graminis
f.sp. tritici) asperjando azufre mojable (4 g L™, Beltrame & Cia, Montevideo,
Uruguay). El cultivar Baguette Premium 11 fue mas afectado por el hongo debido a

que los demas cultivares ya casi habian completado su ciclo.
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2.4. TRATAMIENTOS DE AGUA DE RIEGO

El experimento fue regado una o dos veces por semana de acuerdo a la ET
promedio ponderada de los cinco cultivares. Cuando el 50 % de las plantas de cada
cultivar y de cada bloque llegaron al estado de antesis, se comenzaron a aplicar dos
niveles de agua de riego: 1) Control y 2) Estrés. El tratamiento Estrés fue regado con
el 50 % del agua regada a su respectivo Control. Ambos tratamientos de riego fueron
aplicados hasta que las unidades experimentales del Control alcanzaron la madurez
fisiologica.

Si bien los tratamientos de riego se realizaron durante el llenado de grano, un
control estricto del volumen de agua regada se realiz6 desde la siembra. Primero, a
una muestra de sustrato mezcla de 4,5 kg (cantidad equivalente a la contenida en
cada maceta del experimento), se le determiné la humedad (12,8 %) en estufa. Poste-
riormente, la muestra seca del sustrato mezcla se colocé en una maceta extra al expe-
rimento y muy lentamente se la satur con agua. Después de 24 horas, luego de que
el sustrato en la maceta dejo de escurrir, por diferencias de peso se determind su
méxima capacidad de retencién de agua (1 L maceta™).

Los riegos a la siembra, emergencia y con la primera fertilizacién fueron reali-
zados en las macetas, mientras que los otros riegos fueron realizados en las bandejas.
El riego en la bandeja promovid el crecimiento de las raices hacia donde estaba el
agua y el ascenso capilar del agua por diferencias de ¥n,. Los dos primeros riegos a la
siembra y emergencia fueron realizados con una cantidad arbitraria de agua (0,5 L
por maceta). A partir del tercer riego al estado de plantula (11 de julio), el volumen
de agua de riego comenzd a reponerse de acuerdo a la ET promedio estimada de los
cinco cultivares.

La estimacion de la ET promedio de los cinco cultivares se realizé con diez
macetas divididas en dos bandejas testigo (un cultivar por maceta y bandeja). Las
bandejas testigo se colocaron a cada lado del experimento (bloques 1 y 3 respectiva-
mente). EI volumen de agua a reponer en las bandejas testigo se determino por dife-
rencias de peso. Esto es, peso de la maceta de referencia a maxima capacidad de re-

tencion de agua (1 L maceta™), menos el peso promedio de las macetas de las ban-
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dejas testigo antes de cada riego. EI volumen de reposicién de agua para cada ban-
deja testigo (cinco macetas), fue prorrateado para regar el tratamiento Control (seis
macetas por bandeja). De este modo, el agua regada al tratamiento Control no fue la
cantidad optima requerida por cada cultivar, sino la estimacion de la ET promedio de
los cinco cultivares.

El experimento fue regado por el promedio de ET de las bandejas testigo hasta
el 13 de agosto. En adelante, el riego fue bloqueado por el incremento del gradiente
de ET entre bloques, el cual fue provocado por un incremento de la temperatura y
una disminucién de la humedad del aire en el invernaculo a medida que avanzaba la
estacion de crecimiento. El flujo de aire alrededor del bloque 1, mas cercano a los
paneles radiadores, fue mas frio y himedo que el aire alrededor del bloque 3, méas
préximo a los extractores de aire. De este modo, los bloques 1 y 3 fueron regados de
acuerdo a la ET de la bandeja testigo mas proxima, mientras que el bloque 2 fue re-
gado por el promedio de los bloques 1y 3.

2.5. DETERMINACIONES

Las mediciones repetidas en el tiempo de CRA (%) y gs (mmol H,0 m™? s™) se
realizaron desde antesis a madurez fisiologica. El CRA se determiné segun la técnica
de Barrs y Weatherley (1962) y la gs se midio con un porémetro de difusion del es-
tado estacionario (SC-1, Decagon Devices, Inc., Pullman, WA). EI CRA se deter-
mind a secciones de 2 a 3 cm de tres laminas por unidad experimental. Las laminas
muestreadas fueron de las hojas inferiores a la hoja bandera (HB-1) del tallo princi-
pal de tres plantas de diferentes macetas. A los tres cortes de hoja muestreados se les
determind el peso fresco, turgente y seco. Debido a un error de manipulacion, el al-
timo muestreo de hojas de Baguette Premium 11 fue desechado. Por su parte, la gs se
determind en la parte media adaxial de hojas banderas (HB) del tallo principal de tres
plantas de diferentes macetas.

Las mediciones de CRA y gs siempre se realizaron por la mafana y antes de
cada riego, de modo que en el tratamiento Control el contenido de agua de las mace-

tas siempre estuvo por debajo de 100 % de saturacién. Debido a que los tratamientos

31



de riego comenzaron a realizarse cuando el 50 % de las plantas alcanzaron el estado
de antesis, las mediciones por bloque y cultivar no siempre se realizaron el mismo
dia. En cambio, para cada combinacion bloque por cultivar, las mediciones de CRA
Yy s Si se realizaron el mismo dia en los tratamientos de Control y Estrés.

Antes de la cosecha se registraron los tallos y espigas planta™ del experimento
y se realizaron observaciones visuales del efecto del estrés hidrico en espigas, follaje
y raices. Después de la cosecha se determiné materia seca de biomasa aérea y radi-
cular planta™, largo maximo de raices de cada maceta, granos espiga™, rendimiento
planta™ y peso de grano. Con esas determinaciones se calculd la relacién espigas
tallos™, granos planta™, biomasa total planta™, relacién biomasa radicular biomasa
aérea™ (BR BA™), indices de cosecha sobre biomasa aérea y total (IC e ICT respecti-
vamente), y las EUA de riego del rendimiento y de la biomasa aérea (EUARenD Y
EUAgA respectivamente). El agua de riego, denominador de la EUA de riego, no se
discrimind en agua transpirada y agua evaporada.

El porcentaje de proteina en el grano se determiné con humedad base de 13,5
% por espectrometria del infrarrojo cercano (NIRS). Para ello se utilizd un espectro-
fotometro Serie 6500 (FOSS NIRSystem Inc., Silver Spring, MD, EE.UU) calibrado
por la técnica de Kjeldahl (método aprobado 46-12, AACC 2000). La molienda del
grano se realiz6 con un molino Perten KT-3100 (Perten Instruments AB, Huddinge,
Suecia), y la extraccién de la harina con un molino Bihler MLU 202 (Buhler AG,
Uzwil, Suiza). Finalmente, los pardmetros reoldgicos altura de mixograma y tiempo
de mezclado se determinaron en un mixografo (National Manufacturing Co.,
Lincoln, Nebraska, EE.UU) colocando 10 g de harina por tratamiento (método apro-
bado 54-40A, AACC 2000). Las técnicas fueron realizadas en el Laboratorio de Ca-
lidad de Granos de INIA La Estanzuela.

2.6. ANALISIS ESTADISTICO
Todos los caracteres, excepto CRA y gs, se analizaron con el siguiente modelo

estadistico (M1):

Yig =+ oi +p5+ (@) + e + ik
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donde W, a, y, S, Y €, son la media, los tratamientos de riego, los cultivares, los blo-
ques, y los errores, respectivamente. Para determinar si hubo efectos de tratamientos
e interaccion, a priori se considerd un nivel de significancia de P<0,05 para todos los
caracteres. Las diferencias de medias entre cultivares se identificaron por el test de
Tukey cuando los datos fueron balanceados, y por el test de Tukey—Kramer cuando
fueron desbalanceados. Ademas, pruebas de contrastes ortogonales se realizaron para
discriminar las interacciones entre cultivares y tratamientos de riego.

Mientras que las mediciones repetidas en el tiempo de CRA y gs se analizaron

con el modelo estadistico (M2):
Yija = W+ 0 + 95+ (ap)ij + B+ €@ + (@B + 7 + (00)in + (7D)jn + (@7D)ijn + €(D)jjn

donde los términos que se repiten son iguales al modelo anterior (M1), s es un efecto
aleatorio de las unidades con mediciones repetidas (sujetos), z es el efecto de los dias
de iniciados los tratamientos de riego (DITR), y e(a) y e(b) son los errores a y b, res-
pectivamente. Adicionalmente, en el modelo estadistico para la gs el DPV se incluy6
como covariable. EI DPV se calcul6 con el modelo exponencial empirico de Prenger
y Ling (2001), empleando los registros horarios de temperatura y humedad relativa
del aire de los momentos en que las mediciones de gs fueron realizadas.

En ambos tratamientos (CRA vy gs) la estructura de la covarianza de las medi-
ciones repetidas en el tiempo se analizé con diferentes modelos. Para estimar las me-
dias, por su buen ajuste de acuerdo a los indicadores de razon de verosimilitud (LRT)
y los criterios de informacion de Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC), se escogio el mo-
delo spatial power law [SP(POW)] con el ajuste de Kenward y Roger, recomendado
para mediciones repetidas tomadas a tiempos desiguales, correlaciones que declinan
en funcién del tiempo, datos desbalanceados y multiples efectos de azar (Littell et
al., 2006).

Por otro lado, las mediciones repetidas en el tiempo de CRA se ajustaron itera-
tivamente por minimos cuadrados al modelo exponencial: bo + A [1 — ¢ (K™ Dies e
esIes)]  (Orskov y McDonald, 1979). El modelo indica cémo el CRA disminuye du-

rante el llenado de grano y como la disminucion se acelera hacia la senescencia. El
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primer parametro del modelo (bo) indica el CRA a antesis, momento en que se ini-
ciaron los tratamientos de riego (Control y Estres); el segundo parametro (A) indica
la tasa de disminucion lineal del CRA; y el tercer parametro (K) indica la disminu-
cion exponencial del CRA. Cuanto mayor es el estrés hidrico, mayores son los paréa-
metros A y K respectivamente, mientras que mayor es la influencia de A respecto a k
en la disminucion del CRA. Y viceversa, a mayor bienestar hidrico, menor es la in-
fluencia de A respecto a k. Las diferencias entre tratamientos para los parametros
estimados por el modelo ajustado fueron identificadas con la prueba t de Welch—
Satterthwaite.

Todos los resultados se analizaron con el procedimiento estadistico PROC
MIXED utilizando el programa SAS® versién 9.2 (SAS Institute, Cary, Carolina del
Norte, EE.UU). A su vez, los resultados de CRA fueron ajustados al modelo de
Orskov y McDonald (1979) usando el programa InfoStat® versién 9.0 (Grupo
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la media acumulada de agua de riego se identifican diferencias significati-
vas entre los tratamientos de Control y Estrés (P<0,0001) (Figura 2). También, se
identifican diferencias entre cultivares y blogues (P<0,0001, datos no mostrados). En
cambio, no se identifica interaccién entre cultivares y tratamientos de riego
(P=0,6049, dato mostrado), porque el tratamiento Estrés fue siempre regado al 50 %
del Control. El tratamiento Control se regé con una media acumulada de 2 L planta™,
mientras que el tratamiento Estrés con 1,5 L planta™ (Figura 2). El riego acumulado
de agua fue de 2,10, 1,79, 1,72, 1,70 y 1,66 L planta™, para los cultivares Baguette
Premium 11, LE 2331, Biointa 1001, LE 2333 y LE 2249, respectivamente (datos no

mostrados).
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Figura 2. Media acumulada de agua regada (L planta™) entre la siembra y madurez
fisiolégica de cinco cultivares de trigo, seglin dos tratamientos de riego (Control y

Estrés) aplicados durante el llenado de grano de cada cultivar (periodo sefialado por

lineas horizontales).
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Esas diferencias entre cultivares se deben particularmente a Baguette Premium
11, que muestra un mayor uso de agua de riego (P<0,05) (Figura 2). Esto se rela-
ciona a que este cultivar tuvo un largo de ciclo mayor (126 dias) a madurez fisiolo-
gica en las condiciones del invernaculo. Por esta razén, el ultimo riego a Baguette
Premium 11 se le realizé el 5 de noviembre, mientras que a los otros cultivares se les
realizo el 9 de octubre.

Cuatro de los cinco cultivares estudiados acortaron su largo de ciclo porque en
el invernaculo estuvieron expuestos a mayores temperaturas y horas de luz que en
condiciones de campo (Slafer, 2012). Sin embargo, Baguette Premium 11 no acort6
su largo de ciclo, siendo similar al observado en experimentos de campo realizados
en los afios 2009 (137 dias) y 2010 (123 dias), en la misma localidad y fechas
aproximadas de emergencia (Castro et al., 2011, 2010). EIl hecho de que Baguette
Premium 11 no acortara su ciclo en el invernaculo, es indicativo de su insensibilidad
al fotoperiodo. Lo observado es coincidente con el reciente estudio de Gomez et al.
(2014) y con las descripciones realizadas para este cultivar por el registro de INASE
Argentina (2012b).

Por otro lado, en un ambiente donde la temperatura fue mayor a la del campo,
el hecho de que Baguette Premium 11 no acortara su largo de ciclo, es indicativo
también de que seria un cultivar con ciertos requerimientos de vernalizacion (Slafer
2012). Al respecto, ha sido reportado que Baguette Premium 11 tiene la combinacién
alélica Vrn-Alb, vrn-B1 y vrn-D1, genes ort6logos del gen de vernalizacion VRN-1
localizados en los cromosomas 5A, 5B y 5D respectivamente (Gomez et al. 2014,
Kohli y Fraschina 2009). Otros cultivares con la misma combinacion alélica son des-
critos por Fu et al. (2005) como trigos de tipo primaveral. Esto es porque basta con
que los alelos del gen VRN-1 sean dominantes en uno de los tres genomas A, Bo D
en trigos hexaploides (Yan et al., 2003) para que se expresen requerimientos de ver-
nalizacion. No obstante, Miranda (2009) y Miralles (2006) definieron a Baguette
Premium 11 como un trigo de tipo facultativo, al observar fenotipicamente que re-
quiere de un numero, aunque reducido, de horas de frio para inducir la floracion.

Basado en los antecedentes reportados y a lo observado en el experimento, es

probable que Baguette Premium 11 tenga una combinacion invernal en el gen VRN-
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2, gen éste que actua epistaticamente como represor del gen VRN-1 (Fu et al. 2005,
Yan et al. 2003). Una combinacion dominante de los genes VRN-1 y VRN-2 (prima-
veral e invernal respectivamente), sumado a su insensibilidad al fotoperiodo, habrian
sido las causas de que Baguette Premium 11 tuviera en el experimento un largo de
ciclo mayor al esperado.

Es importante destacar que este no fue un experimento donde se retir6 el agua
durante una etapa concreta, sino que el tratamiento Estrés fue siempre regado (50 %
del tratamiento Control). Segln las definiciones de Levitt (1980), en vegetales se ha
estudiado mas la resistencia a la tensidn pléstica, es decir la que provoca dafio fisico
0 cambio quimico. De acuerdo a estas definiciones, este experimento en cambio se
habria ajustado mas al estudio de la resistencia de tipo elastica o reversible.

Los caracteres tallos planta™, espigas planta™, relacion espigas tallos™, granos
espiga™ y granos planta™, no se ven afectados por el tratamiento Estrés (Tabla 1).
Esto es porque son componentes del rendimiento que se determinan antes de la an-
tesis (Kobata et al. 1992, Hochman 1982), momento en que comenzaron a aplicarse
los tratamientos de riego. En cambio, los tres caracteres mencionados muestran dife-
rencias estadisticamente significativas entre cultivares (Tabla 1).

Un mayor nimero de tallos planta® se observa en Baguette Premium 11,
mientras que un menor nimero se observa en LE 2249, Biointa 1001 y LE 2333
(P<0,05) (Figura 3A). En el experimento, la tasa de macollaje de los cultivares
habria sido menor en relacion con la observada en condiciones de cultivo a campo
(Hoffman et al., 2007). Esto porque las temperaturas en el invernaculo fueron supe-
riores a los registros medios climaticos (datos no mostrados). Particularmente, el
efecto de la temperatura sobre el macollaje ha sido observado en el cultivar LE 2333
(Hoffman et al., 2007). En ese sentido, LE 2333 muestra el menor numero de espigas
planta™ y junto con Baguette Premium 11 también muestran la menor relacién espi-
gas tallos™ (P<0,05) (Figura 3B y C). Mientras que la menor relacién espigas tallos™
de LE 2333 se debe a su menor nimero de espigas planta™, en el cultivar Baguette
Premium 11 se debe a su mayor niimero de tallos planta™ (Figura 3A, By C).

La alta emision de tallos de Baguette Premium 11, coincidente con lo obser-

vado por Hoffman et al. (2009, 2008), pudo también deberse a que los requerimien-
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tos de vernalizacion de este cultivar no habrian sido completamente cubiertos, como
se sefiald anteriormente. De este modo, una fase vegetativa prolongada y una de-
sincronizacion en la emision de sus tallos, explicaria su menor relacion espigas tallos

! nimero de granos espiga™ y de granos planta™ (Figuras 3C, 4A y B).

Tabla 1. Andlisis de varianza de dos tratamientos de riego (Control y Estrés) y cinco
cultivares de trigo (Baguette Premium 11, Biointa 1001, LE 2249, LE 2331 y LE
2333). Se observan las medias minimas cuadraticas por tratamientos de riego para
tallos planta™ (TA PL™Y), espigas planta™® (ES PL™), relacion espigas tallos™ (ES TA
1, granos espiga® (GR ES™), granos planta’ (GR PL™), peso de grano (PG) y
rendimiento planta™ (RE PL™).

P>F
Fuentedevar. gl TAPL! ESPL' ESTA' GRES! GRPL' PG REPL!
Bloque 2 00013 00063 07166 04883 00155 0,2307 0,0194
Riego 1 01333 03628 0839 09095 03855 0,0005 0,0093
Cultivar 4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,0002

Riego x Cultivar 4 0,3963  0,6390 0,6892 0,5472 0,7824 0,0188 0,3086

Tratamientos de riego Medias minimas cuadraticas

mg 9
Control 3,5 2,2 0,69 30,3 67,0 41,0 2,7
Estrés 33 2,2 0,69 30,2 63,7 37,8 2,4

Respecto al componente de granos espiga™, el nimero de espiguillas por espiga
varia considerablemente por efectos de cultivar, fotoperiodo y vernalizacion (Halse y
Weir, 1970). La iniciacion floral de un cultivar tiene menor respuesta a la tempera-
tura y el fotoperiodo cuanto mayor son sus requerimientos de vernalizacion, sobre
todo si éstos no son cubiertos. Al respecto, Halse y Weir (1970) observaron menos
espiguillas por espiga cuando las semillas de cultivares con requerimientos de verna-
lizacion no fueron vernalizadas. De este modo, las inferencias con los resultados de
Baguette Premium 11 deberian realizarse teniendo en cuenta que relativo a los demas

cultivares, su desarrollo en el invernaculo fue diferente de lo registrado por las eva-
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luaciones de campo de Castro et al. (2012, 2011, 2010) y por las caracterizaciones de

campo e invernaculo de Hoffman et al. (2009, 2008).
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Figura 3. Medias de tratamientos de riego (S: Estrés y R: Control) de cinco
cultivares de trigo para A) tallos planta™, B) espigas planta™, y C) relacién espigas
tallos™. "Las letras mindsculas indican diferencias entre cultivares (media de Sy R),
identificadas por el test de Tukey—Kramer (P<0,05), datos desbalanceados.

Las mayores medias de espigas planta™ (P<0,05) se observan en los cultivares
LE 2249 y LE 2331 (2,6 y 2,8 espigas planta™, respectivamente). Mientras que el
cultivar LE 2249 la obtiene porque muestra una mayor relacién espigas tallos™
(P<0,05), LE 2331 la obtiene porque muestra un macollaje superior (Figura 3A 'y C),

resultados también coincidentes con los de Hoffman et al. (2009, 2008, 2007).
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Figura 4. Medias de tratamientos de riego (S: Estrés y R: Control) de cinco
cultivares de trigo para A) granos espiga™, B) granos planta™, C) peso de grano, y D)
rendimiento planta®. Se identifican diferencias significativas entre: Tcultivares,
eultivares, tratamientos de riego e interaccion cultivar por riego, y Tfcultivares y
tratamientos de riego. Las letras minGsculas indican diferencias entre cultivares
(media de S y R), identificadas para A), por el test de Tukey—Kramer (P<0,05), datos
desbalanceados; y para B), C) y D), por el test de Tukey (P<0,05), datos

balanceados.

Si bien no se observan diferencias significativas en granos planta™® (Tabla 1),
en el tratamiento Estrés el cultivar Biointa 1001 obtuvo 61 granos planta™, mientras
que en el tratamiento Control obtuvo 74 granos planta™ (Figura 4B). Esto es indica-

tivo de que Biointa 1001 pudo haber tenido una menor sincronizacién en la emision
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de tallos fértiles, sugiriendo que las ultimas espiguillas en florecer habrian abortado,
considerando que el tratamiento Estrés comenzo a 50 % de plantas en antesis. Se ha
reportado que en condiciones de altas temperaturas, si bien Biointa 1001 puede tener
un inicio temprano de su macollaje, posteriormente se de-sincroniza generando dos
estratos de espigas (Hoffman et al. (2008, 2007).

En peso de grano y rendimiento planta™ se observan diferencias significativas
entre cultivares (P<0,0001 y P=0,0002, respectivamente) (Tabla 1). A su vez, ambos
caracteres se muestran significativamente afectados por el tratamiento Estrés
(P=0,0005 y P=0,0093, respectivamente). Mientras para peso de grano se observa
una interaccion significativa entre cultivares y tratamientos de riego (P=0,0188), no
se observa un efecto significativo para rendimiento planta™ (P=0,3086).

La ausencia de interaccion entre cultivares y tratamientos de riego para rendi-
miento planta™, es indicativo de que la disminucién de rendimiento atribuible a peso
de grano se compensd por los componentes de rendimiento que se definieron antes
del inicio del tratamiento Estrés (i.e., espigas planta™ y granos espiga™). En ese sen-
tido, se observa que los cultivares con mayor nimero de granos planta™ tienen un
menor peso de grano y una mayor disminucion del peso por efecto del tratamiento
Estrés (Figura 4B y C). También, las diferencias de peso de grano entre cultivares
son mayores en el tratamiento Estrés que en el tratamiento Control (Figura 4C). De
este modo, cultivares resistentes a un déficit hidrico moderado después de la antesis,
podrian dificilmente identificarse si solo se estudia el rendimiento, siendo por lo me-
nos también recomendado estudiar el peso de grano.

El mayor rendimiento planta™ en las condiciones del invernéculo se observa en
los cultivares LE 2331, Biointa 1001 y LE 2249 (P<0,05) (Figura 4D). También en
LE 2249 y LE 2331, se observa una disminucién significativa del peso de grano, 10,4
% (P=0,0361) y 20,7 % (P=0,0001), respectivamente (Tabla 2). Si bien la disminu-
cion del rendimiento planta™ de Biointa 1001 (21,2 %, P=0,0284) es similar a la de
LE 2331 (21,0 %, P=0,0206) (Figura 4D), no se observa una disminucion del peso de
grano de Biointa 1001 (P=0,3262). Por lo tanto, la disminucion del rendimiento
planta® de Biointa 1001 podria explicarse por una disminucién no significativa de

todos sus componentes de rendimiento (Figura 4). En tanto, los rendimiento planta™
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de LE 2249, Baguette Premium 11 y LE 2333 se ven disminuidos un 12,5 %
(P=0,2616), 6,3 % (P=0,6657) y -0,1 % (P=0,9913), respectivamente (Figura 4D).

Tabla 2. Contrastes para peso de grano e indice de cosecha sobre la biomasa aérea
de la interaccion entre dos tratamientos de riego y cinco cultivares de trigo. Las
diferencias estimadas entre los tratamientos de riego [A (Estrés — Control)], se

expresan en mg y como porcentaje de disminucion respecto al Control.

Peso de grano indice de cosecha

Cultivar A (Estrés — Control) A (Estrés — Control)
% del P>t % del P>t

mg Control Control
Baguette Premium 11 -2,72 —6,7 0,1337 0,01494 51 0,3238
Biointa 1001 -1,75 -4,0 0,3262  -0,01963 4,0 0,1992
LE 2249 -3,92 -10,4 0,0361 -0,01399 -2,9 0,3547
LE 2331 -8,59 -20,7 0,0001 -0,04874  -10,1 0,0039
LE 2333 0,66 1,6 0,7063 0,01212 2,6 0,4212

Como en Biointa 1001, no se observa una disminucion del peso de grano de los
cultivares Baguette Premium 11 y LE 2333 por efecto del tratamiento Estrés (Tabla
2), probablemente porque ambos cultivares mostraron las menores medias de cultivar
para granos planta™ y rendimiento planta™ (P<0,05) (Figura 4B y D). Sin embargo,
ambos cultivares se diferencian en sus medias de cultivar, 2,0 y 1,5 espigas planta™ y
25,4y 39,4 granos espiga™’, respectivamente (P<0,05) (Figuras 3B y 4A).

En un experimento realizado en similares condiciones de crecimiento en in-
vernéculo, resultados coincidentes se observaron cuando se estudiaron los efectos de
un déficit hidrico durante el llenado de grano de siete cultivares de trigo, dos de ellos
Biointa 1001 y LE 2249 (Castro y Vazquez, 2010). El cultivar Biointa 1001 mostro
susceptibilidad al déficit hidrico, mientras que LE 2249 mostrd una resistencia mode-
rada. A su vez, para peso de grano la interaccién entre cultivares y tratamientos de
riego también fue significativa. Sin embargo, a diferencia del presente estudio, en ese
experimento los granos planta™ fueron significativamente afectados. Una diferencia

importante fue que en dicho experimento el riego fue detenido en dos oportunidades
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durante el periodo de llenado de grano. Por lo tanto, parece ser que un estrés mas
severo afectaria principalmente a los granos planta™, mientras que un estrés mode-
rado afectaria principalmente al peso de grano.

Los experimentos en inverndculo donde se estudian los efectos del estrés por
déficit hidrico y su interaccion con los cultivares, tienen como ventajas que permiten
homogeneizar tratamientos, evitan eventos meteoroldgicos, minimizan fluctuaciones
del ambiente y mejoran el confort para realizar las mediciones. Como desventaja, se
sefiala el cuidado que debe tenerse al realizar inferencias cuando se intenta extrapolar
resultados a condiciones de campo, en gran medida debido al uso de distintos tipos
de contenedores en vez del propio suelo (Passioura, 2006, 1977). En este sentido,
observando el rendimiento planta” de LE 2333 podria inferirse que se trata de un
cultivar resistente al estrés por déficit hidrico. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que el macollaje que muestra este cultivar en el invernaculo, no fue el que podria
esperarse en condiciones de campo (Hoffman et al., 2007); y que el riego que se rea-
liz6 fue segun el requerimiento promedio de los cinco cultivares. Por lo tanto, con el
volumen dado de agua con que se regé el experimento, los cultivares de mayor bio-
masa total planta™ sufrieron un estrés mayor que LE 2333.

Para biomasa aérea planta™ y biomasa total planta™ se observa una disminu-
cion significativa a causa del tratamiento Estrés, 11,0 % (P=0,0045) y 11,4 %
(P=0,0058), respectivamente (Tabla 3). También, para ambos caracteres se observan
diferencias significativas entre cultivares (P=0,0004 y P=0,0001, respectivamente).
Sin embargo, no se observa interaccion entre cultivares y tratamientos de riego
(P=0,6067 y P=0,5391, respectivamente). Los cultivares LE 2333, LE 2249 y
Biointa 1001 muestran los menores valores de biomasa aérea planta™ y de biomasa
total planta™ (P<0,05) (Figura 5A y C). En tanto que LE 2331 es un cultivar que
muestra una alta produccion de biomasa aérea planta™, pero que también realizé una
utilizacion mas rapida del agua regada en las bandejas. De este modo, el cultivar LE
2331 no pudo mantener el status hidrico por efecto del tratamiento Estrés y en rela-
cion con ello, es que muestra una mayor disminucion del peso de grano (Figura 4C,
Tabla 2).
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Tabla 3. Andlisis de varianza de dos tratamientos de riego (Control y Estrés) y cinco
cultivares de trigo (Baguette Premium 11, Biointa 1001, LE 2249, LE 2331 y LE
2333). Se observan las medias minimas cuadraticas por tratamientos de riego para
materia seca de biomasa aérea planta® (BA PL™), radicular planta® (BR PL™) y total
planta’ (BT PL™), largo de raices (LRAIZ), relacion biomasa radicular biomasa
aérea™ (BR BA™), e indices de cosecha sobre biomasa aérea (IC) y total (ICT).

Fuente de var. g.l. n n n i n

BAPL® BRPL™ BTPL™ LRAIZ BRBA IC ICT
Blogue 2 0,0006 0,0167 0,0003 0,2430 0,1040  0,3575 0,1084
Riego 1 0,0045 0,2833 0,0058 0,0230 0,8573  0,1104 0,1416
Cultivar 40,0004 0,0002 0,0000 0,0905 0,0006 <0,0001 <0,0001

Riego x Cultivar 4 0,6067 0,3689 0,5391 0,8152 0,4165 0,0405 0,0567

Tratamientos de riego Medias minimas cuadréticas

g cm
Control 6,2 0,6 6,9 20,9 0,094 0,442 0,408
Estrés 5,6 0,5 6,1 24,5 0,092 0,431 0,396

En los cinco cultivares se realizo una clasificacion visual del efecto que el tra-
tamiento Estrés tuvo en adelantar la senescencia de las hojas; se observaron tonalida-
des de rojizo verdoso, a rojizo y amarillo. La senescencia es un proceso que involu-
cra la movilizacion de recursos de la fuente a la fosa cuando es inducida por factores
hormonales relacionados con la edad, o prematuramente, por factores ambientales
tales como la sequia y la alta temperatura (Verma et al. 2004, Chandlee 2001).

En las hojas inferiores de Biointa 1001 y principalmente de LE 2331, se ob-
servo una temprana senescencia mostrada por tonalidades rojizo verdoso, la cual
pudo haber limitado la capacidad de fuente de estos dos cultivares durante el periodo
de estrés. La senescencia en las hojas inferiores de LE 2331 comenzé a 21 dias de
iniciado el tratamiento Estrés, aun cuando restaban entre 23 y 25 dias para la madu-

rez fisiologica (Figura 6).
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Figura 5. Medias de tratamientos de riego (S: Estrés y R: Control) de cinco
cultivares de trigo para A) biomasa aérea planta™, B) biomasa radicular planta®, C)
biomasa total planta™, y D) largo de raices. Se identifican diferencias significativas
entre: Tcultivares y tratamientos de riego, fcultivares, y Ttratamientos de riego. Las
letras minusculas indican diferencias entre cultivares (media de S y R), identificadas
por el test de Tukey (P<0,05).

A diferencia de los cultivares LE 2331 y Biointa 1001 (hojas rojizo verdosas),
el cultivar LE 2249 present0 hojas rojizas. A su vez, en algunas de las espigas de LE
2249 se observé que las plantas adelantaron su ciclo a madurez fisioldgica respecto a
las plantas del tratamiento Control. Por otro lado, LE 2333 y Baguette Premium 11,
éste Ultimo de hojas erectas, cortas, finas y de color verde oscuro, fueron los cultiva-

res donde las diferencias entre los tratamientos de riego fueron menos visibles. In-
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cluso, en ambos cultivares se observé que cuando alcanzaron la madurez fisioldgica,

sus hojas bandera todavia permanecian de color verde amarillo.

ML
J

Figura 6. Efectos visuales de estrés por déficit hidrico en el cultivar de trigo LE
2331, en el dia 21 pos 50 % de plantas en antesis y de iniciados los tratamientos de

riego, Control (derecha) y Estrés (izquierda).

Otros efectos observados pero no medidos fueron: enrollamiento de las hojas,
reversible luego de cada riego; marchitamiento de las espigas, denotado por colora-
ciones verdosas; deformacion de las aristas; y granos chicos y deformes y o faltantes
en el extremo superior de las espigas.

El tratamiento Estrés provocd un cambio en el habito de crecimiento de las rai-
ces, observandose un adelgazamiento visual y un incremento significativo en el largo
de raices (P=0,0230) (Tabla 3, Figura 7). En cambio, no se observan diferencias sig-
nificativas de biomasa radicular planta® (P=0,2833). Inversamente, no se observan
diferencias entre cultivares para largo de raices (P=0,0905), pero si se observan dife-
rencias significativas en la biomasa radicular planta™ (P=0,0002). Esas diferencias
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entre cultivares se explican Unicamente por un mayor peso de las raices de Baguette
Premium 11 (P<0,05) (Figura 5B).

Figura 7. Biomasa radicular a cosecha de cinco cultivares de trigo (Baguette
Premium 11, Biointa 1001, LE 2249, LE 2331 y LE 2333) sometidos a dos

tratamientos de riego (Control y Estrés) desde 50 % de plantas en antesis. Se

escogieron las raices de mayor longitud de tres de las seis macetas del blogue 3
(cuatro plantas por maceta).
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En el largo de raices se observa un aumento de 20,9 a 24,5 cm por efecto del
tratamiento Estrés (Tabla 3, Figuras 5D y 7). Estos resultados concuerdan con los de
Sharp et al. (1988), quienes estudiaron el efecto del déficit hidrico en el habito de
crecimiento radicular de plantulas de maiz, y mas recientemente con los de
Manschadi et al. (2006), quienes estudiaron la modificacion de la arquitectura radi-
cular de plantas de trigo y cebada en la etapa pos antesis. De acuerdo con Blum
(2005), los cambios en el crecimiento radicular en trigo por efecto del estrés por dé-
ficit hidrico fueron morfologicos y no de incremento de biomasa.

En la relacion BR BA™ no se observa un efecto del tratamiento Estrés
(P=0,8573) (Tabla 3). Es decir que el tratamiento Estrés provocd un cambio en el
habito de crecimiento de las raices, pero no un cambio en la particion de los fotosin-
tatos entre la parte radicular y la parte aérea. En cambio, se observan diferencias sig-
nificativas entre cultivares (P=0,0006), aunque solo debidas por una mayor relacién
BR BA™ del cultivar Baguette Premium 11 (P<0,05) (Figura 8A). No se identifica
interaccion entre cultivares y tratamientos de riego (P=0,4165).

Para IC e ICT se observan diferencias significativas entre cultivares (P<0,0001,
respectivamente). La interaccion entre cultivares y tratamientos de riego es significa-
tiva para IC (P=0,0405) pero no para ICT (P=0,0567). Como con biomasa radicular
planta® y la relacion BR BA™, las diferencias entre cultivares solo se deben a
Baguette Premium 11, al éste mostrar los menores IC e ICT (P<0,05) (Figuras 5B y
8). A diferencia de los otros cultivares que muestran una alta particién de fotosintatos
al grano, Baguette Premium 11 muestra una mayor particion a tallos, hojas y raices,
debido probablemente a su bajo nimero de granos planta™.

El cultivar LE 2331 muestra una disminucién de su IC de 10,1 % (P=0,0039),
siendo el unico afectado por el tratamiento Estrés (Tabla 2, Figura 8B). En cambio,
no se observa una disminucion en el IC de Biointa 1001 (P=0,1992), a pesar de que
su rendimiento planta™” y biomasa aérea planta™ no se diferencian de las de LE 2331
(P<0,05) (Tabla 2, Figuras 4D, 5A y 8B). Esto se explica porque el tratamiento Es-
trés provocd una mayor disminucion de la biomasa aérea planta™ de Biointa 1001
(17,9 %, P=0,0239) que la de LE 2331 (11,9 %, P=0,0905) (Figura 5A).
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Figura 8. Medias de tratamientos de riego (S: Estrés y R: Control) de cinco
cultivares de trigo para A) relacién biomasa de raices biomasa aérea™, B) indice de
cosecha sobre biomasa aérea, y C) indice de cosecha sobre biomasa total. Se
identifican diferencias significativas entre: 'cultivares, y Tcultivares e interaccion
cultivar por riego. Las letras minusculas indican diferencias entre cultivares (media
de Sy R), identificadas por el test de Tukey (P<0,05).

La EUAgenp Y la EUAga aumentan significativamente por efecto del trata-
miento Estrés (P=0,0017 y P<0,0001, respectivamente) (Tabla 4). El aumento es
menor en la EUARenp que en la EUAgA, 13,8 v 17,1 % respectivamente. A su vez,
también se identifican diferencias significativas entre cultivares para ambos caracte-
res, EUAgrenp (P<0,0001) y EUAgA (P=0,0010). En cambio, no se identifica interac-
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cién entre cultivares y tratamientos de riego (P=0,3564 y P=0,7871, respectiva-

mente).

Tabla 4. Analisis de varianza de dos tratamientos de riego (Control y Estrés) y cinco
cultivares de trigo (Baguette Premium 11, Biointa 1001, LE 2249, LE 2331 y LE
2333). Se observan las medias minimas cuadraticas por tratamientos de riego para
eficiencia de uso del agua de riego del rendimiento (EUAgenp) Y de la biomasa aérea
(EUABA), Yy para tres caracteres de aptitud industrial, proteina en el grano (base

hdmeda 13,5 %), altura de mixograma (HMX) y tiempo de mezclado (TMZ).

P>F
Fuente de var. gl -
EUARenD EUAgA Proteina  HMX TMZ

Bloque 2 0,7822 0,8628 0,9222 0,3635 0,9645
Riego 1 0,0017 <0,0001 0,0614 0,0674 0,0462
Cultivar 4 <0,0001 0,0010 <0,0001  0,0186  <0,0001
Riego x Cultivar 4 0,3564 0,7871 0,1782 0,1406 0,2762
Tratamientos de riego Medias minimas cuadraticas

gL? gL? % cm min
Control 1,37 3,08 14,1 4,3 5,2
Estrés 1,56 3,60 14,6 4,5 4,9

La EUA intrinseca se calcula como la relacion entre la tasa instantanea de fo-
tosintesis neta y la tasa instantanea de T (Condon et al., 2002). En términos de pro-
duccién, la EUA también se expresa como rendimiento sobre volumen de agua
transpirada. De este modo, debido a que el agua transpirada no fue discriminada del
agua evaporada de las bandejas y de la parte superior de las macetas, los valores de
EUA se expresan como eficiencia de uso de agua de riego del rendimiento y de la
biomasa aérea (EUAgenp Y EUABA, respectivamente). Adn asi, la evaporacion de las
macetas fue reducida por el encostrado de la parte superior del sustrato; esto debido a
que se rego en las bandejas y no en las macetas. Respecto a la evaporacion del agua
libre de las bandejas, la misma fue superior en la medida que la tasa de consumo de

agua de los cultivares fue menor.
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Como con rendimiento planta™, las mayores EUAgenp Se observan en los cul-
tivares LE 2331, Biointa 1001 y LE 2249 (P<0,05) (Figuras 4D y 9A). También,
mayores EUAga se observan en LE 2331 y Biointa 1001 (P<0,05), pero no en LE
2249 que muestra una menor EUAga junto con los cultivares Baguette Premium 11y
LE 2333 (P<0,05) (Figura 9B). Particularmente, relativo a la brecha de EUAgA
(Control vs. Estrés) y comparado con los otros cultivares, LE 2331 muestra una bre-
cha menor de EUARenp entre ambos tratamientos de riego (Figura 10). Esto se rela-
ciona con el efecto del tratamiento Estres, esto es que LE 2331 muestra una mayor
disminucién de su rendimiento planta™® que de su biomasa aérea planta™. A su vez,
esto pudo haberse relacionado a una menor reduccién de la tasa de T de LE 2331,
sostenida por un alargamiento de 30,3 % (P=0,0438) de sus raices a causa del trata-
miento Estrés (Figura 5D).

La comparacion de Baguette Premium 11 con los otros cultivares es conve-
niente realizarla con la EUAgA Yy no con la EUAgenp. ESto debido a que sus requeri-
mientos de vernalizacién no habrian sido completamente cubiertos en las condicio-
nes del invernaculo. Es decir que su bajo rendimiento planta™ también se relaciona a
su menor EUAgenp (P<0,05) (Figuras 4D y 9A). Por otra parte, la menor EUAga de
Baguette Premium 11, aunque estadisticamente solo diferente de LE 2331 (P<0,05)
(Figura 9B), se relaciona con que es el cultivar que realizé un mayor uso de agua
(P<0,05) (Figuras 2 y 10). Esto dado su mayor largo de ciclo y que junto con LE
2331 son los cultivares de mayor biomasa total planta™ (Figura 5C).

Un cultivar de alta EUA no necesariamente también presenta resistencia a es-
trés por déficit hidrico (Blum, 2009). Esto es porque una alta EUA puede deberse a
un alto potencial de rendimiento con un consumo moderado de agua, 0 que lo sea por
un moderado potencial de rendimiento con un discreto consumo de agua. Al res-
pecto, el agua regada como indicador de uso de agua (i.e., T), indica que LE 2331 y
Biointa 1001 son cultivares de alta EUA pero a coste de un alto uso de agua (Figuras
9y 10). De este modo, si bien en LE 2331 y Biointa 1001 se muestran como los cul-
tivares de mayor rendimiento planta® y mayor EUA, no se muestran resistentes al

estrés por déficit hidrico. Por Gltimo, un cultivar de alta EUA no necesariamente
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también presente resistencia a estrés por déficit hidrico, pero si es méas resistente
cuanto mayor sea la brecha de EUA entre los tratamientos de riego (Figura 10).
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Figura 9. Medias de tratamientos de riego (S: Estrés y R: Control) y cinco cultivares
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de la biomasa aérea. 'Se identifican diferencias significativas entre cultivares y
tratamientos de riego. Las letras minudsculas indican diferencias entre cultivares
(media de Sy R), identificadas por el test de Tukey (P<0,05).

En cuanto a aptitud industrial del grano, por efecto del tratamiento Estrés se
observa un incremento no significativo del porcentaje de proteinas en el grano y de la
altura de mixograma (P=0,0614 y P=0,0674 respectivamente) (Tabla 4). En cambio,

en el tiempo de mezclado se observa una disminucion estadisticamente significativa
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(P=0,0462). En los tres parametros mencionados no se observan interacciones entre
cultivares y tratamientos de riego pero si se observan diferencias estadisticamente

significativas entre cultivares (Tabla 4).
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Figura 10. Eficiencias de uso de agua (EUAS) de riego de cinco cultivares de trigo
segun se aplicaron dos tratamientos de riego (Control y Estrés). Las EUAS de riego
(lineas) se expresan en rendimiento y biomasa aérea segun cada tratamiento de riego.

Las barras verticales indican los errores estandar (n=3).

El incremento no significativo de la proteina en el grano es coincidente con los
resultados de Ozturk y Aidin (2004), quienes argumentaron que el estrés por déficit
hidrico reduce la tasa de deposicion de nitrégeno mas lentamente que la tasa de de-
posicidn de carbohidratos. El incremento no significativo de la proteina en el grano
se relaciona al incremento no significativo de la altura de mixograma, un indicador
de la méaxima consistencia lograda por la masa. Coincidiendo con Vazquez (2009),
una tendencia a mayor porcentaje de proteina habria provocado una mayor absorcién

de agua de la harina.
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La modificacion del tiempo de mezclado de 5,2 a 4,9 minutos por efecto del
tratamiento Estrés (Tabla 4), podria también deberse a la interaccion con la modifi-
cacion no significativa del porcentaje de proteina en el grano. Al respecto, Finney y
Shogren citados por Hoseney (1985), sostuvieron que porcentajes de proteina de una
harina menores a 12 % pueden aumentar el tiempo de mezclado. Por otro lado,
Shewry (2007) sostuvo que la aptitud industrial de la harina es influenciada por su
contenido de proteina, pero también por la composicion y estructura fisica de los
polimeros de esa proteina. Si bien estas Gltimas caracteristicas no fueron estudiadas
en el experimento, su posible modificacion también podria estar explicando la dismi-
nucion del tiempo de mezclado. En el mismo sentido, Saint Pierre et al. (2008),
Triboi et al. (2003) y Panozzo et al. (2001) sostienen que el estrés por deficit hidrico
pos antesis aumenta el porcentaje de proteina en el grano, pero disminuye su deposi-
cién total y también, la relacion de gluteninas a gliadinas. De este modo, si bien por
efecto del tratamiento Estrés la proteina en el grano y la altura de mixograma mues-
tran un incremento no significativo que podrian mejorar la aptitud de la harina para
la elaboracion de panificados de leudado, a la vez se muestra una disminucion signi-
ficativa del rendimiento planta™ y del peso de grano (Tabla 4); éste tltimo asociado
también a una menor calidad fisica.

Los menores porcentajes de proteina en el grano se observan en los cultivares
LE 2331 y Biointa 1001 (P<0,05) (Figura 11A). Por su parte, la altura de mixograma
solo se diferencia (P<0,05) entre los cultivares LE 2249 y LE 2331, el primero con
una media entre los tratamientos de Control y Estrés de 4,7 cm y el segundo con una
media de 4,1 cm (Figura 11B). En tanto, el menor tiempo medio de mezclado entre
los tratamientos de Control y Estrés fue de 3,7 minutos en el cultivar LE 2333
(P<0,05) (Figura 11C).

El cultivar LE 2333 se caracteriza por mostrar valores de aptitud industrial
muy diferentes a los otros cuatro cultivares (Figura 11). A su vez, al igual que con
peso de grano, rendimiento planta™ y otros caracteres, los tres parametros de aptitud
industrial de LE 2333 tampoco fueron afectados por el tratamiento Estrés (Figuras
4C, D y 11). El menor tiempo de mezclado del cultivar LE 2333 (P<0,05), caracter

que lo diferencia particularmente de los otros cultivares, se relaciona a que su harina
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tiene la caracteristica de formar un gluten débil (Castro et al., 2011, 2010). Esto sig-
nifica que la harina de LE 2333 tiene una menor aptitud industrial para la elaboracién

de panificados de leudado que los demas cultivares estudiados.
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Figura 11. Medias de tratamientos de riego (S: Estrés y R: Control) de cinco
cultivares de trigo para A) porcentaje de proteina en el grano (base himeda 13,5 %),
B) altura de mixograma, y C) tiempo de mezclado. Se identifican diferencias
significativas entre: Tcultivares, y "Tcultivares y tratamientos de riego. Las letras
minusculas indican diferencias entre cultivares (media de S y R), identificadas para
A) y C), por el test de Tukey (P<0,05), datos balanceados; y para B), por el test de
Tukey—Kramer (P<0,05), datos desbalanceados.
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Un estudio de andlisis de componentes principales de dos afios y varios am-
bientes concluyé que Baguette Premium 11 es un cultivar de alto potencial de ren-
dimiento, bajo contenido de proteina en el grano y de harina muy tenaz (Ernst et al.,
2012). A su vez, en el estudio se sefiala que el cultivar LE 2331 es similar a Baguette
Premium 11 pero de harina con mejor relaciéon tenacidad/elasticidad (P/L). Final-
mente, los autores caracterizaron a Biointa 1001, LE 2249 y LE 2333 como cultiva-
res de menor rendimiento, alto contenido de proteina en grano y baja relacion P/L.

A diferencia del estudio citado, en el presente experimento el cultivar Baguette
Premium 11 muestra un porcentaje mayor de proteina en el grano (Figura 11A). Los
diferentes resultados pueden explicarse por la interaccion entre cultivar y ambientes
de produccién del trabajo citado, por nitrogeno no limitante en el presente experi-
mento, y o por los bajos IC e ICT que se observan en Baguette Premium 11 (Figura
8B y C). De este modo, el mayor porcentaje de proteina en el grano de Baguette
Premium 11, podria deberse a que el nitrégeno de una alta biomasa total planta™ se
movilizé a un reducido nimero de granos planta™ (Figuras 4B, 5A y 11A).

Si bien el contenido de proteina en el grano depende mas del ambiente, la tasa
de asimilacién de nitrégeno puede ser diferente segin el potencial de rendimiento de
los cultivares (Vogel et al., 1973). En este sentido, los cultivares de mayor rendi-
miento planta®, LE 2331 y Biointa 1001, mostraron un porcentaje menor de proteina
en el grano (Figuras 4D y 11A). Comparando porcentajes medios de proteina en el
grano, la disponibilidad de nitr6geno en el experimento habria sido mas suficiente
que la disponibilidad en cultivos comerciales y experimentos de campo (Ernst et al.
2012, Castro et al. 2011). De este modo, el menor porcentaje de proteina en el grano
de los cultivares de mayor rendimiento planta™, pudo deberse a una menor relacion
entre las tasas de deposicion de nitrogeno y carbohidratos, y no tanto a una dilucion
de nitrogeno causada por un déficit en el sustrato. Similarmente, el aumento no sig-
nificativo del porcentaje de proteina en el grano por efecto del tratamiento Estrés,
puede explicarse también por una mayor reduccién de la tasa de asimilacion de car-
bohidratos en relacién a la reduccion de la tasa de movilizacién de nitrégeno.

Para el CRA se observa una disminucion significativa por efecto del trata-

miento Estrés (P=0,0016) (Tabla 5). También se observan diferencias significativas
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entre cultivares (P=0,0031) y en los DITR (P<0,0001). Todas las combinaciones de
interacciones son estadisticamente significativas, excepto entre cultivares y trata-
mientos de riego (P=0,0589).

Tabla 5. Andlisis de varianza de mediciones repetidas en el tiempo de contenido
relativo de agua (CRA) en la hoja inferior a la hoja bandera (HB-1) y de
conductancia estomatica (gs) en la hoja bandera (HB). Las mediciones se realizaron
durante el llenado de grano de cinco cultivares de trigo (Baguette Premium 11,
Biointa 1001, LE 2249, LE 2331 y LE 2333) sometidos a dos tratamientos de riego
(Control y Estrés).

CRA Os
Fuente de variacion
a.l. P>F a.l. P>F
Bloque 2 0,7562 2 <0,0001
Riego 1 0,0016 1 <0,0001
Cultivar 4 0,0031 4 <0,0001
DITR! 24 <0,0001 31 <0,0001
Riego x Cultivar 4 0,0589 4 0,0184
DITR x Riego 22 0,0405 30 <0,0001
DITR x Cultivar 23 0,0006 38 <0,0001
DITR x Riego x Cultivar 23 0,0184 38 <0,0001

! Dias de iniciados los tratamientos de riego

La media de CRA muestra una disminucion exponencial con los DITR, como
lo indica el modelo ajustado para todos los tratamientos (Figura 12, Tabla 6). EI mo-
delo se correlaciona significativamente (P<0,0001) con las medias ajustadas de los
tratamientos (riego x cultivar), con la excepcién del cultivar Baguette Premium 11 en
el tratamiento Estrés (r=0,48; P=0,0711) (Tabla 6). Por esta razon, y debido a que el
ultimo muestreo de laminas de hojas tuvo que desecharse por un error de manipula-

cion, los datos de Baguette Premium 11 no fueron incluidos en la Figura 12.
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Figura 12. Mediciones repetidas en el tiempo de contenido relativo de agua (CRA)
de hojas inferiores a la hoja bandera (HB-1), segun los dias después de antesis
cuando dos tratamientos de riego (Control y Estrés) se aplicaron a cuatro cultivares
de trigo: A) LE 2333, B) Biointa 1001, C) LE 2249 y D) LE 2331. Las figuras
blancas indican promedios parcelarios de tres HB-1, las solidas medias (n=3), las
barras verticales los errores estandar, las lineas solidas el ajuste al modelo de Orskov
y McDonald (1979), y las lineas punteadas los dias después de antesis en que el CRA

disminuye por debajo de 80 % segun los tratamientos de riego aplicados.
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Tabla 6. Valores y errores estdndar de los parametros calculados del modelo exponencial de Orskov y McDonald (1979), ajustado para
estimar el Contenido Relativo de Agua (CRA) = bo + A [1 — ¢ (" Diasdeestiésh) g cinco cultivares de trigo en dos tratamientos de riego.

El coeficiente de Pearson (r) indica la correlacion entre los valores observados y los valores predichos por el modelo.

69

. Tratamiento Estimacion de parametros Correlacion
Cultivar .

de riego bo A K 0 . b

Control 0,923 (0,077) ns 0,016 (0,033) a -0,090 (0,050) abc 21 0,76 <0,0001
LE 2333

Estrés 0,905 (0,060) ns 0,007 (0,012) a -0,113(0,040) abc 21 0,86 <0,0001

Control 0,976 (0,063) ns 0,107 (0,095) a -0,048 (0,017) abc 23 0,91 <0,0001
Biointa 1001

Estrés 0,983 (0,083) ns 0,567 (0,700) a -0,020 (0,018) cd 23 0,87 <0,0001

Control 0,958 (0,043) ns 0,005 (0,006) a -0,106 (0,024) ab 22 0,92 <0,0001
LE 2249

Estrés 0,965 (0,076) ns 0,776 (1,217) a -0,017 (0,019) cd 20 0,90 <0,0001

Control 0,952 (0,073) ns 0,121 (0,151) a -0,049 (0,026) abc 21 0,87 <0,0001
LE 2331

Estrés 0,856 (0,130) ns -0,742 (0,206) b  0,155(0,114) bd 21 0,93 <0,0001
Baguette Control 0,854 (0,028) ns 0,001 (0,002) a -0,233(0,204) ac 15 0,89 <0,0001
Premium 11 Estrés 0,886 (0115 ns 0,080 (0416) a -0061 (0158 abc 15 048  0,0711

Los valores entre paréntesis corresponden a los errores estandar.

Las letras en columnas indican para cada parametro, las diferencias entre los tratamientos riego x cultivar segun la prueba t de Welch—
Satterthwaite (P<0,05). ns: no significativo.



Las lineas punteadas indican para cada combinacion de cultivar y tratamiento
de riego, los DITR en que el CRA disminuye por debajo de 80 % (Figura 12), nivel
indicado como el momento en que comienza a afectarse la fisiologia normal de la
planta (Lawlor y Cornic, 2002). De acuerdo con el modelo ajustado para la media de
cultivares en el tratamiento Control [RWC = 0.9365 + 0.0640 (1 — e ~ (%%5™))] des-
pués de 20 DITR el CRA disminuye hacia alrededor de un 80 %. Mientras que al
mismo tiempo (20 DITR), el modelo calcula un CRA de 61,4 % [RWC = 0.9083 +
0.8273 (1 — e ~ (091521 ‘nara la media de los cultivares en el tratamiento Estrés. Los
valores de CRA por debajo de 80 % promueven una inhibicion metabolica general
(e.g. una menor actividad de la sacarosa-fosfato-sintasa y de la sintesis de proteina)
(Lawlor y Cornic, 2002). La temprana deshidratacion de los tejidos foliares en el
tratamiento Estrés seria una explicacion para la disminucion que se observa en el
peso de grano (Tablas 1y 2).

Al momento de antesis (dia 0) no se observan diferencias significativas de
CRA entre los tratamientos de riego (P=0,9998, dato no mostrado). Las medias tu-
vieron un rango de 85,6 a 93,0 %, valores por debajo de los reportados por Izanloo et
al. (2008) en condiciones de bienestar hidrico (94,5 a 97,5 %). Una posible explica-
cién de esta diferencia es que las mediciones en el presente estudio siempre se reali-
zaron antes de cada riego.

La interaccién entre DITR x riego x cultivar (P=0,0184), indica que los culti-
vares tuvieron una respuesta diferente a través del tiempo segun los tratamientos de
riego (Tabla 5, Figura 12). En la evolucion del CRA se identifican dos tipos de res-
puestas contrastantes: 1) LE 2333 y Biointa 1001 que muestran una evolucion similar
del CRA en ambos tratamientos de riego (Figura 12A y B); y 2) LE 2249 y LE 2331
que en cambio muestran una temprana disminucion del CRA en el tratamiento Estrés
(Figura 12C y D). A pesar de que en el tratamiento Estrés Baguette Premium 11 no
muestra un ajuste significativo con el modelo, su respuesta es intermedia entre la de
los cultivares LE 2333 y Biointa 1001 (Tabla 6).

En el primer tipo de respuesta, los CRA de LE 2333 y Biointa 1001 no se ven
afectados por el tratamiento Estrés (Figura 12A y B). No obstante, en la medida que

avanzaron los DIIT se observa una disminucion del CRA mas lenta en LE 2333 que
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en Biointa 1001. Otra diferencia con Biointa 1001 es que el cultivar LE 2333 tam-
bién se observa poco afectado por el tratamiento Estrés en los otros caracteres estu-
diados.

En el segundo tipo de respuesta, cultivares LE 2249 y LE 2331, el CRA dismi-
nuye desde el inicio del llenado de grano a causa del tratamiento Estrés (Figura 12 C
y D). Sin embargo, también en el tratamiento Estrés, LE 2249 disminuye su CRA
con una menor tasa lineal que LE 2331, indicado por un pardmetro A mayor
(P<0,05) (Tabla 6). De este modo, el status hidrico del cultivar LE 2331 habria sido
el més afectado por efecto del tratamiento Estrés. Por otra parte, LE 2249 es el Gnico
cultivar en el que se observan diferencias significativas entre tratamientos de riego
(P<0,05) para la tasa exponencial de disminucién del CRA, indicado por los paréa-
metros k (Tabla 6). Esto significa que el cultivar LE 2249 muestra una disminucién
mas demorada pero mas réapida del CRA en el tratamiento Control, con respecto a la
disminucion en el tratamiento Estrés (Figura 12C).

Si bien Biointa 1001 y LE 2331 son los cultivares que muestran una mayor
disminucién de rendimiento planta™ (Figura 4D), ambos muestran un diferente tipo
de respuesta en la evolucién del CRA. Una posible explicacién para esta diferencia,
es que Biointa 1001 se muestra afectado por una disminucién no significativa de sus
componentes de rendimiento (mencionado anteriormente), mientras que LE 2331
mayormente se ve afectado en peso de grano (Figura 4). También, un marchita-
miento temprano de las hojas basales afectd la biomasa aérea planta” de Biointa
1001. De este modo, una menor superficie de transpiracion y el hecho de que las me-
diciones de CRA se realizaron en la hoja inferior a la bandera, son razones que
podrian explicar el mantenimiento del CRA de Biointa 1001 en ambos tratamientos
de riego (Figura 12B). Siendo que la respuesta de Biointa 1001 es de tipo susceptible
y conservativa (umbral temprano de estrés), es una respuesta no deseada para cultiva-
res que crecen en ambientes con restricciones hidricas.

A diferencia de Biointa 1001, un umbral tardio de estrés en los cultivares LE
2249 y particularmente en LE 2331, habria sido la causa de la rapida disminucion del
CRA de ambos cultivares, y también la causa de que fueran los Unicos cultivares

afectados en peso de grano (Tabla 2, Figura 12B, C y D). Aun con diferente umbral
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de estrés en el tiempo, evolucion de CRA y peso de grano, los tres cultivares men-
cionados muestran los mayores rendimiento planta® y EUAgeno (P<0,05) (Figuras
4D y 9A). Estos resultados coinciden con la afirmacion de que algunos cultivares de
mayor EUA, con frecuencia también pueden ser susceptibles a estrés hidrico porque
requieren de un alto consumo de agua (Blum, 2009).

Una posible razon para explicar por qué LE 2249 y principalmente LE 2331
muestran un umbral tardio de estrés, es que ambos cultivares pudieron haber movili-
zado durante el periodo de estrés, un mayor volumen de carbohidratos solubles alma-
cenados en los tallos antes de antesis (Yang et al., 2007). Una mayor movilizacion de
carbohidratos durante el periodo de estrés puede haber estimulado la demanda de
fosa, y por lo tanto estos cultivares pueden haber mantenido su tasa de acumulacion
de materia seca por un periodo de tiempo mayor (Blum, 1998). El tipo de respuesta
para ambos cultivares mencionados, principalmente LE 2331, podria considerarse
positiva siempre que un estrés no fuera demasiado intenso y o prolongado. Esto por-
gue en ambientes con restricciones hidricas, en la medida que la tasa de crecimiento
se mantiene el peso de grano finalmente es afectado.

Los parametros del modelo ajustados para los cinco cultivares en el tratamiento
Control no se diferencian por la prueba t de Welch—Satterthwaite (Tabla 6). No obs-
tante, las diferencias de medias de CRA entre los DITR indican que la deshidratacion
y senescencia de los cultivares LE 2249 y LE 2333 comenz6 mas tarde que en los
otros cultivares (datos no mostrados). También en el tratamiento Control, ambos cul-
tivares son los que mantuvieron su CRA por encima de 80 % mas alla de los 20 dias
pos antesis (Figura 12A y C). Como fue descripto, la diferencia entre ambos cultiva-
res se observa en el tipo de respuesta al tratamiento Estrés, siendo LE 2333 el menos
afectado.

El tipo de respuesta en la evolucion del CRA de LE 2333 podria deberse a re-
sistencia 0 a un menor potencial de rendimiento en relacion con una menor tasa de T.
No obstante, LE 2333 presentaria una mayor resistencia que LE 2249 porque si bien
entre ambos cultivares no se observan diferencias de rendimiento planta™ y biomasa
total planta™ (Figuras 4D y 5C), a diferencia de LE 2333, el cultivar LE 2249 mues-
tra haberse afectado significativamente en peso de grano y CRA (Tabla 2, Figura
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12A y C). De este modo, con una EUAgenp intermedia, LE 2333 mantuvo valores de
CRA maés altos por un periodo de tiempo mayor que los otros cuatro cultivares (Figu-
ras 9A y 12). Aun considerando que el ¥ no fue medido en este experimento, un
posible mecanismo para explicar la evolucion del CRA de LE 2333 es que este culti-
var haya mantenido su turgencia (%) realizando AO (Boyer et al., 2008).

En la gs se observan interacciones y diferencias significativas entre los trata-
mientos de riego, cultivares y DITR (Tabla 5). A su vez, también se observa que el
DPV tuvo un efecto significativo sobre las mediciones de gs (P=0,0045, dato no
mostrado). El efecto de la oscilacion del DPV (Figura 13), concuerda con las obser-
vaciones de Rebetzke et al. (2000), Clarke y Clarke (1996), McDermitt (1990) y
Jones (1977), quienes sostuvieron que la oscilacion de las mediciones de gs son
fuertemente afectadas por la radiacion y sobre todo, por la oscilacion diaria y horaria
del DPV del aire (i.e., temperatura y humedad). No obstante, los errores estandares
de las mediciones de gs fueron de 21,6 a 46,4 mmol H,O m™ s™ (Figura 14), un rango

no muy amplio para un caracter que presenta desvios debidos al ambiente.
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Figura 13. Déficit de presion de vapor (kPa) en el inverndculo cuando se realizaron
mediciones repetidas en el tiempo de conductancia estomatica (gs) durante el llenado
de grano de cinco cultivares de trigo. Las lineas horizontales indican la duracion del

Ilenado de grano de cada cultivar.
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Figura 14. Relacion entre mediciones repetidas en el tiempo durante el llenado de
grano de la conductancia estomatica (gs) adaxial de la hoja bandera (HB) de cinco
cultivares de trigo: A) LE 2333, B) Biointa 1001, C) LE 2249, D) LE 2331 y E)
Baguette Premium 11 sometidos a dos tratamientos de riego (Control y Estrés). Los
nameros indican los dias pos antesis en que las mediciones fueron realizadas, las
figuras las medias (n=3, obtenidas con promedios de tres HB por parcela) y las barras

verticales y horizontales los errores estandar para ambos ejes.
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La primera medicién de gs se realizé en el cultivar LE 2249 y la Gltima en
Baguette Premium 11 (Figura 13). En esos momentos, el DPV fue 2,12 y 2,92 kPa,
respectivamente. Lo elevado de ambos registros se debié a que en ese momento el
sistema de refrigeracion de aire del invernaculo no estaba funcionando. Excepto por
ambos registros, el DPV del invernéculo fue 0,91 +0,32 kPa (media £ desvio estan-
dar); un rango adecuado para un normal llenado de grano (LOpez-Morales et al.,
2008).

El cultivar Biointa 1001 muestra ser el mas sensible al DPV diario; esto se ob-
serva los valores diarios de gs y en la menor relacion 1:1 entre los tratamientos de
riego (Figuras 13 y 14B). La susceptibilidad de Biointa 1001 al déficit hidrico se ex-
plica porque en condiciones normales realizé un alto uso de agua. De este modo,
cuando el DPV estuvo por encima de los valores 6ptimos de 0,80-0,95 kPa (L6pez-
Morales et al., 2008), la disminucion del ¥, del sustrato de las macetas habria afec-
tado la tasa de T (Monteith, 1995). Esto también se explica porque Biointa 1001, y en
menor medida Baguette Premium 11, muestran un numero mayor de registros de gs
por encima de 200 mmol H,O m™ s (Figura 14A y E). Valores de gs fuera del rango
de 200-250 mmol H,0 m™? s conducen a una reduccién de la EUA (Martin y Ruiz-
Torres, 1992). La alta gs de ambos cultivares pudo deberse a un mayor nimero de
estomas respecto a los otros cultivares, mayor densidad por unidad de area foliar, y 0
por una apertura mayor en condiciones de bienestar hidrico. No obstante, mientras
Biointa 1001 muestra valores de gs oscilantes en ambos tratamientos de riego,
Baguette Premium 11 muestra un ajuste estomatico en respuesta al tratamiento Estrés
(Figura 14A y E). Si bien el ajuste estomatico es una respuesta de la planta para
mantener su ¥, y protegerse del estrés hidrico (Turner, 1986), también implica una
menor asimilacion de CO; y una penalizacion de rendimiento.

La gs de los cultivares LE 2333, LE 2249 y LE 2331 muestra el menor nimero
de registros por encima de 200 mmol H,O m? s en el tratamiento Control (Figura
14A, Cy D). De estos cultivares, LE 2333 muestra una mayor relacion (1:1) entre los
tratamientos de riego (Figura 14A). Esta es un tipo de respuesta similar a la que se
observa con el CRA de este cultivar (Figura 12A). Por lo tanto, en ambos caracteres

LE 2333 muestra ser el cultivar més resistente al tratamiento Estrés. Mientras, la res-
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puesta que se observa en la gs de LE 2249 y LE 2331 también es similar a la respec-
tiva respuesta en CRA,; siendo particularmente LE 2331 el cultivar con mayor ajuste
estomatico a causa del tratamiento Estres (Figuras 12C, D, 14C y D).

A diferencia de Biointa 1001, el cultivar LE 2331 muestra una menor oscila-
cién de la gs y una mayor relaciéon (1:1) entre ambos tratamientos de riego (Figura
14B y D). Una posible explicacion es que LE 2331 pudo haber realizado ajuste es-
tomaético en la medida que se fueron incrementando los efectos del tratamiento
Estrés, y no cuando la demanda atmosfeérica fue alta y o antes de que el agua de riego
comenzara a agotarse de las macetas del tratamiento Control (Monteith 1995, Mott y
Parkhurst 1991). Dicho de otra modo, ain con un CRA inferior al de Biointa 1001, el
cultivar LE 2331 muestra valores mas constantes de gs que le habrian permitido
mantener la tasa de T por un mayor periodo de tiempo.

De acuerdo con la hipotesis propuesta por Pettijohn et al. (2009), el ajuste es-
tomatico de los cultivares habria sido realizado en funcién de cémo las plantas perci-
bieron el ¥, del sustrato. Esto es, cuanto menor es el umbral de estrés, plantas mas
susceptibles, entonces mas influiria el mecanismo hidro-pasivo (Monteith 1995, Mott
y Parkhurst 1991). Mientras que si el umbral de estrés es mayor a un mismo ¥, ma-
yor seria la influencia del mecanismo hidro-activo respecto al hidro-pasivo (Xue,
citado por Streck 2003, Bunce 1998, 1997, Dodd et al. 1996, Farquhar 1978).

El umbral tardio de estrés que se observa en el cultivar LE 2331, podria expli-
carse no solo por una mayor movilizacion de carbohidratos solubles en agua (como
se mencion0 anteriormente), sino también que podria atribuirse a un ajuste irregular
de los estomas (patchy closure of stomata). Este mecanismo hidro-activo implica que
el aumento del DPV habria estimulado la sintesis de ABA, y que su transporte y con-
centracion hacia las células guardianas promoviera el cierre parcial y o irregular de
los estomas (Bunce 1998, 1997).

Cultivares con valores mayores de gs N0 necesariamente se asocian a una ma-
yor expresion de rendimiento bajo condiciones de déficit hidrico. Esto es porque a un
volumen dado de agua, la tasa de asimilacion de CO, ha podido modificarse solo por
una optimizacion de la tasa de T y no por un incremento de la eficiencia de

carboxilacion de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco).
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4. CONCLUSIONES

El peso de grano se muestra como el componente de rendimiento mas afectado,
siendo por tanto un caracter apropiado para estudiar la respuesta de los genotipos de
trigo a estrés por déficit hidrico. No obstante, los mecanismos compensatorios que se
observan indican que cuanto antes fue sentido el déficit hidrico por las plantas, me-
nos se afecta el peso de grano pero mas se afectan los otros componentes del rendi-
miento.

La disminucién del tiempo de mezclado puede haberse asociado con el au-
mento no significativo del porcentaje de proteina en el grano. Aln con mayor pro-
teina, el estrés hidrico provoca una disminucion de la calidad fisica de los granos a la
vez que puede afectar la calidad del gluten para la elaboracion de pan. En este sen-
tido, se ha reportado que la deposicion de gliadinas puede incrementarse en detri-
mento de la deposicion de gluteninas de alto peso molecular.

El modelo exponencial propuesto para el ajuste de mediciones repetidas en el
tiempo de CRA, podria ser de utilidad para identificar cultivares de diferente sensi-
bilidad a estrés hidrico durante el llenado de grano. En el mismo sentido, cuando
mediciones de gs repetidas en el tiempo se contrastan entre dos tratamientos de riego,
pueden identificarse diferentes patrones de agrupamiento de los valores segun el cul-
tivar estudiado.

Los cultivares LE 2331 y Biointa 1001 se muestran mas susceptibles al déficit
hidrico pos antesis. Sin embargo, mientras un umbral tardio de estrés habria afectado
el CRA, peso de grano e IC de LE 2331, en Biointa 1001 esos caracteres no se afec-
taron. En cambio, en relacion con una alta oscilacion de la gs, un umbral temprano de
estrés en Biointa 1001 habria causado la disminucion de su biomasa planta™ y una
disminucion no significativa de sus componentes de rendimiento. Cultivares con un
umbral de estrés tardio afectarfan menos los granos planta™, pero més el peso de
grano y su calidad fisica e industrial; siendo entonces mas apropiados para regiones
con estrés hidrico moderado, suelos profundos y o con probabilidad de lluvia pos
antesis. Para regiones con probabilidad de estrés hidrico severo pos antesis, serian

mas apropiados cultivares de mayor brecha de EUA entre tratamientos de riego.
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6. ANEXO

A continuacion se presenta un articulo cientifico que resume los resultados mas
significativos del estudio realizado. El articulo se presenta segun las instrucciones de
formato exigidas por la revista Journal of Experimental Botany. Las instrucciones de
formato estan disponibles en el siguiente vinculo Web:

http://www.oxfordjournals.org/our journals/exbotj/for authors/index.html
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Abstract

The increase in atmospheric temperature and alteration of the hydrological cycle are the main
threats of climate change to wheat crop (Triticum aestivum L.). Furthermore, when in South America
La Nifia event occurs, the risk of drought stress increases in a greater wheat crop area during grain
filling. The aim was to study the response of five wheat cultivars under two levels of irrigation
(Control and Stress), from anthesis to physiological maturity. The experiment was conducted in a
greenhouse using the spring bread wheat cultivars LE 2249, LE 2331, LE 2333, Baguette Premium
11, and Biointa 1001, which are well known in the southern cone of South America. Relative water
content (RWC) and stomatal conductance (gs) were determined during the stress period, and grain
yield, its components and the irrigation water use efficiency, at harvest. Two types of response to
water deficit were identified in RWC and gs, resulting in differential final kernel weights. The
cultivar LE 2333 was not affected by the water deficit. Instead, LE 2331 and Biointa 1001 were the
most affected cultivars, decreasing their grain yield 21.0% (P=0.0206) and 21.2% (P=0.0284),
respectively. However, an early stress threshold in Biointa 1001 caused that kernel weight and RWC
were not affected. Whilst, a belated stress threshold in LE 2331 caused that both traits were affected,
as was also the gs. Cultivars with the latter type of response would be more suitable for regions with
deep soils and/or with high probability of rain after anthesis.

Keywords: Abiotic stress, drought stress, relative water content, stomatal conductance, Triticum
aestivum, water relations.

Introduction

Wheat (Triticum aestivum L.) yield Food security is also threatened by the
potential is increasing at a relative rate of dynamic of climate, more often ‘climate
0.9% per year (Fischer and Edmeades, change’ adjudicated to global warming
2010); an insufficient rate to feed a (IPCC, 2001). The main threats of climate
population that annually grows 1.1% change are the increasing Earth’s surface
(http://www.census.gov/population/internati ~ temperature and the alteration of the
onal/data/index.html). ~ To meet this hydrological cycle, in particular the
increasing demand of food, the expansion of  characteristics of precipitation and extreme
the agricultural frontier to soils with growth  events, this is quantity, frequency, intensity,
constraints, carries an increasingly risk of  duration and kind of events (Trenberth et al.,
drought stress in some regions of the world. 2003). The tendency has been that wet and
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dry regions become wetter and drier
respectively. In turn, alternating periods of
flooding and drought are more often and
more intense, related to an enhancement of
the  pattern of evaporation  minus
precipitation and its temporal variance (Held
and Soden, 2006). From the 1970s in the
tropics and subtropics, periods of drought
have been more frequently, intense and in
broader geographical extents (Trenberth et
al., 2007). Particularly, in South America
when La Nifa (the cold phase of the ENSO
climate phenomenon) event occurs, the risk
of drought stress increases in a greater wheat
crop area during grain filling.

Water deficit during grain filling affects
the kernel weight (Hochman, 1982; Kobata
et al., 1992) and the grain industrial quality
(Ozturk and Aydin, 2004). More severe
stressors in this period or beginning before
anthesis, may also affect the number of
fertile tillers and the number of kernels
(Izanloo et al., 2008).

The genetics of resistance to drought
stress is complex and is also related to other
abiotic stresses, as salinity and frost
temperatures (Kasuga et al., 1999). Given
the complexity to identify which traits are
best associated with drought stress response,
several physiological traits have been
studied: date to anthesis, more a escape
strategy than a resistance mechanism
(Levitt, 1980); stay-green, related to the
chlorophyll content and the onset and rate of
senescence (Verma et al., 2004); the amount
of water-soluble carbohydrates stored in
stems (Yang et al., 2007); ABA content
(Sharp et al., 2004); water use efficiency
(WUE) (Condon et al, 2002); water
potential (%,), osmotic potential (¥;) and
relative water content (RWC) (Barrs and
Weatherley, 1962; Boyer et al., 2008); and
stomatal conductance (gs) (Jones, 1977;
McDermitt, 1990; Clarke and Clarke, 1996;
Rebetzke et al., 2000).

Despite that RWC underestimates the
plant water content when is measured in
plants that present osmotic adjustment (i.e.,
a lower ¥), it is a useful and easy to
measure indicator of plant water status
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(Boyer et al., 2008). Moreover, the g, is an
indicative trait of the water vapour flux from
the plant to the atmosphere. Despite the fact
that measuring the g is an easy and not
destructive technique, the time between
measurements can be delayed. The
disadvantage is that the gs measurements are
largely influenced by environmental
conditions, this is radiation, air temperature,
vapour pressure deficit (VPD) and leaf ¥,
(Jones, 1977; McDermitt, 1990; Clarke and
Clarke, 1996; Rebetzke et al., 2000).

Even a mild water deficit during grain
filling would promote differential responses
in the morphological and physiological traits
of different genotypes. The aim was to
subject five well known cultivars in the
southern cone of South America from
anthesis to physiological maturity to two
levels of irrigation (Control and Stress), to
study as a whole the relationship among
yield and its components, the irrigation
WUE, RWC and g.. Different types of
response in time are discussed, which could
be useful for a better understanding of the
plant ideotype that best fits to mild water
stress after anthesis.

Materials and Methods

Plant material

Five spring bread wheat cultivars, Baguette
Premium 11, Biointa 1001, LE 2249, LE 2331, and LE
2333 were evaluated under two levels of irrigation.
These five cultivars were chosen because in two
previous experiments showed a differential response
to water deficit (Castro and Vazquez, 2010; Hoffman
et al., 2011).

Experimental design

The experiment was located at the Experimental
Station INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay
(34°20°15” 'S; 57°41°29” W), in a greenhouse
equipped with fan and pad evaporative cooling
system. The experimental design was a randomized
complete block with three replications. A factorial
arrangement of treatments with five cultivars and two
levels of irrigation were evaluated. The experimental
unit consisted of 24 plants seeded in six pots (four
plants per pot) placed on a plastic tray of
0.60%0.40x0.10 m. The pots used were PVC tubes of
0.16 m of inner diameter and 0.30 m of height. A
metal grid of fine mesh was placed in the base of each
tube to contain the substrate. The substrate used was a
mixture (1:1:1) of a silty clay loam soil, sand, and



organic substrate (BioFer Almacigos, Riverfilco S.A.,
Montevideo, Uruguay).

The experiment was sown (27 June) with eight
seeds per pot and thinned to four seedlings per pot
after implantation. The plants received 8 to 6 hours of
artificial illumination with sodium vapour lamps of
high pressure (SON-T 400 W, Philips, Belgium).

The experiment was watered once or twice a week
according to the weighted average evapotranspiration
(ET) of the five cultivars. When 50% of the plants of
each cultivar and of each block reached the anthesis
stage, two levels of irrigation (Control and Stress)
were applied. The Stress treatment was watered with
50% of Control treatment. Both irrigation treatments
were applied until each Control experimental unit
reached maturity.

The amount of water to irrigate the Control
treatment was defined according to the maximum
water holding capacity of a sample of oven-dried
substrate (12.8% of initial moisture content). The dried
sample substrate was put in an extra pot and was
slowly watered until saturation. After 24 h, once the
substrate in the pot stopped draining, it was weighted
to calculate its maximum water holding capacity (1 L
per pot).

The ET of the Control treatment was estimated
from ten additional pots, which were divided in two
check trays and sown with the five cultivars (one
cultivar per pot and tray). The check trays were placed
on each side of the experiment (blocks 1 and 3
respectively). The ET of the check trays was estimated
by the difference between the pot weight at maximum
water holding capacity and the pot weight immediately
before each irrigation treatment.

The experiment was watered by the average ET of
the check trays until 13 August. After that, the
irrigations were blocked due to the increase of the ET
gradient among blocks, which was caused by the
increased temperature and decreased air humidity in
the greenhouse as the growing season proceeded. The
airflow around block 1, nearest to the pad evaporative
cooling system, was colder and wetter than the airflow
around the block 3, nearest to the fans. Thus, blocks 1
and 3 were watered according to the ET of the check
trays, while the block 2 was watered by the average of
blocks 1 and 3.

At tillering stage GS 2.2 (Zadoks et al., 1974),
each pot was fertilized with 0.5 mL of N-P-K (12-8—
5, foliar fertilizer NPK micronutrients, Industria
Sulfdrica S.A., San José, Uruguay) diluted in 0.42 L of
water. At the end of stem elongation (GS 3.7 to 3.9),
the same doses of fertilizer was repeated but applied
on the trays and diluted in 5 L per tray.

Trips (INSECTA: Thysanoptera) were controlled
alternating five applications of two active ingredients,
Malathion (1.2 mL i.a. L™) and Acephate (1 g i.a. L™).
Acarus (ARACHNIDA: Prostigmata) were controlled
with one application of Clofentezine (0.18 mL i.a. L
1. For controlling powdery mildew (Blumeria
graminis f.sp. tritici), 4 g L of wettable sulphur
(Beltrame & Co, Montevideo, Uruguay) was applied.
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Measurements

The RWC = [Fresh weight — Dry weight] x 100 /
[Turgid weight — Dry weight] was determined
according to Barrs and Weatherley (1962) once a
week from anthesis to physiological maturity. The gs
(mmol H,0 m? s) was measured with a steady—state
diffusion porometer (SC-1, Decagon Devices, Inc.,
Pullman, WA) during the same period and frequency
that RWC. The measurements of both traits were
always carried out in the morning and before
irrigation.

RWC was determined in sections (2 to 3 cm) of
three blades per experimental unit. The blades were
sampled from leaves below the flag leaf (FL-1) of
main shoot of three plants of different pots. The fresh,
turgid and dry weights of the three blade sections were
determined. Due to a mistake of manipulation the last
sampling of blades in Baguette Premium 11 was
discarded. The g was measured in the middle of the
adaxial side of the flag leaf (FL) of main shoot in three
plants of different pots.

After harvest, the dry matter of aerial biomass
plant™ (biomass plant™), spikes plant?, kernels spike™,
kernel weight and grain yield plant™ were determined:;
and kernels pIant‘l, harvest index, and irrigation
WUEs on vyield and aerial biomass (IWUEy, and
IWUEg, respectively) were calculated. The irrigation
water, denominator of the IWUE, was not
discriminated in transpired water and evaporated
water.

Data analysis

For all traits, except RWC and g, the statistical
model (M1) used was: Yij = U+ a; + yj + (ap)ij + S +
eij. where U, a, y, f, and e, are the mean, irrigation
treatments, cultivars, blocks, and the errors,
respectively. To determine if there were treatment and
interaction effects, a significance level of P<0.05 was
considered for all traits. To identify mean differences
among cultivars, the test of Tukey for balanced data
and the Tukey—Kramer test for unbalanced data were
performed. Also, orthogonal contrast tests were
performed to discriminate interactions between
cultivars and irrigation treatments.

For the repeated measurements in time of RWC
and g, the statistical model (M2) used was: Y, = 1 +
ai + 5+ (@) + P + @i + S(oyBi + T + (az)in +
(y)jn + (ay7)ijn + €(0)ijn, Where the first four terms are
the same that were mentioned above (M1), s is a
between-subjects random effect, z is the effect of days
of initiated the irrigation treatments (DIIT), and e(a)
and e(b) are the errors a and b, respectively.
Additionally, in the statistical model for g5 the VPD
was included as a covariate. The VPD was calculated
with the empirical exponential model of Prenger and
Ling (2001), employing the hourly registers of
temperature and air relative humidity at the times that
the measurements of g, were performed.

For both traits (RWC and g;) the covariance
structure with different models was analyzed. For the
estimation of means, because of its good fit according
with the likelihood ratio test (LRT) and the Akaike



and Bayesian information criteria (AIC and BIC
respectively), it was chosen the model spatial power
law [SP(POW)] with the Kenward-Roger adjustment,
recommended for repeated measurements taken at
unequal times, correlations that decline over time,
unbalanced data and multiple random effects (Littell et
al., 2006).

Moreover, the repeated measurements in time of
RWC were fitted iteratively by least squares to the
exponential model: bo + A [1 — ¢ €k ™ Das of stress))
(Orskov and McDonald, 1979). The model indicates
how the RWC decreases during grain filling and how
the decreasing is accelerated towards the senescence.
The first parameter of the model (bo) indicates the
RWC at anthesis, the second (A) the linear rate of
decrease of the RWC, and the third parameter (k)
indicates the RWC exponential decrease. The higher
the water stress, the greater are the parameters A and
k, whereas greater is the influence of A respect to k in
the RWC decrease. To identify differences among
treatments, the parameters estimated by the fitted
model were subjected to the t test of Welch—
Satterthwaite.

2.5 1
Baguette Premium 11
LE 2333

2.0 A
LE 2331

1.5 A1

1.0 A

Irrigation water (L plant)

05 1

0.0

Biointa 1001
LE 2249

All data were analyzed with the PROC MIXED
statistical procedure of the software SAS® version 9.2
(SAS Institute, Cary, North Carolina, USA). In turn,
the data of RWC were fitted to the model of Orskov
and McDonald (1979) using the software InfoStat®
version 9.0 (InfoStat Group, FCA, National University
of Cordoba, Argentina).

Results and Discussion

Significant differences in the cumulative
mean irrigation water between Control and
Stress treatments are identified (P<0.0001)
(Figure 1). Differences among cultivars are
also identified (P<0.0001, data not shown),
mainly due to their differences of
phenological ~ development. Interaction
between cultivars and irrigation treatments is
not identified (P=0.6049, data not shown),
because Stress treatment was always
irrigated at 50% of Control.

27-Jun

—&-Control (mean)

17-Jul  6-Aug 26-Aug 15-Sep 5-Oct 25-Oct 14-Nov

—— Stress (mean)

Figure 1. Cumulative mean irrigation water (L plant™) from sowing to physiological maturity of five
wheat cultivars, according to two irrigation treatments (Control and Stress) applied during the grain
filling of each cultivar (period indicated by horizontal lines).

The Control treatment was irrigated with
a cumulative mean of 2 L planta’l, whilst the
Stress treatment was irrigated with 1.5 L
planta™ (Figure 1). The cumulative irrigation
water was 2.10, 1.79, 1.70, 1.72, and 1.66 L
plant'l, for cultivars Baguette Premium 11,
LE 2331, Biointa 1001, LE 2333, and LE
2249, respectively (data not shown). These
differences among cultivars are mostly due
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to Baguette Premium 11, the cultivar that
shows the higher use of irrigation water
(P<0.05) related to its longest cycle to
physiological ~maturity in  greenhouse
conditions (126 days). For this reason, the
last watering applied to Baguette Premium
11 was on 5 November, whereas to the other
cultivars was applied on 9 October.



Four of the five studied cultivars
shortened their cycle length because in the
greenhouse were exposed to higher
temperatures and daylight hours of what
they would have been exposed in field
conditions  (Slafer, 2012). However,
Baguette Premium 11 did not shorten its
cycle length, being similar to that observed
in field trials conducted in the same location
and in approximate dates of emergency
(Castro et al., 2010, 2011). Also indicative
of the insensitivity of Baguette Premium 11
to photoperiod are the results of Gomez et
al. (2014).

Moreover, in an environment where the
temperature was higher than in the field,
Baguette Premium 11 did not shorten its

cycle also because of certain vernalization
requirements (Miralles, 2006; Slafer, 2012).
In this regard, it has been reported that
Baguette Premium 11 has the allelic
combination Vrn-Alb, vrn-B1 and vrn-D1,
orthologous genes of the vernalization gene
VRN-1, located in the chromosomes 5A, 5B
and 5D respectively (Kohli and Fraschina,
2009; GOmez et al., 2014).

The traits spikes plant™, kernels spike™,
and kernels plant™ are not affected by the
Stress treatment (Table 1). This is because
these yield components are determined
before anthesis (Hochman, 1982; Kobata et
al., 1992). However, for the three mentioned
traits statistically significant differences
among cultivars are shown (Table 1).

Table 1. Least square means of two irrigation treatments and five wheat cultivars. The traits observed
are spikes plant™ (SP PL™Y), kernels spike™ (KE SP™), kernels plant™ (KE PL™), grain yield plant™ (Y1
PL™), dry matter of aerial biomass plant™ (Bl PL™), and irrigation water use efficiencies on yield

(IWUEy,)) and aerial biomass (IWUEg)).

Least square means

Treatments SPPLT KESP' KEPL® YIPL' BIPL? IWUE,, IWUEg
g gL"
Irrigation
Control 2.2 30.3 67.0 2.7 A 62A 1378 3.088B
Stress 2.2 30.2 63.7 248 568 156A  3.60A
Cultivar
Baguette Premium11 2.0n  254a 4954 19a 65b 09a  3.19a
Biointa1001 2.2  305a  67.2hc 2.9 be 59ab 1.68c¢  3.48ap
LE2249 26c  262a  69.5nc 25abc  52a  1.52pc  3.21a
LE2331 2.8c¢ 299a  834¢ 31c 6.7b  173¢  3.76b
LE2333 15a 394p  57.1a 2.4 ab 51a 143p  3.06a

Different capital and small letters in columns indicate statistically significant differences (P<0.05) between irrigation
treatments and among cultivars (mean of Control and Stress treatments), respectively. The differences among cultivars are
identified by the test of Tukey for balanced data, or by the Tukey—Kramer test for unbalanced data (SP PL™* and KE SP™).

The highest means of spikes plant™®
(P<0.05) are observed in cultivars LE 2249
and LE 2331, 2.6 and 2.8 spikes plant™,
respectively (Table 1). Conversely, LE 2333
shows the lowest mean among the five
cultivars, 1.5 spikes plant™ (P<0.05). This
cultivar would be particularly sensitive to
decrease its tillering under high temperature
conditions (Hoffman et al., 2007).

89

Although no significant differences
between irrigation treatments are observed
in kernels plant'l, the cultivar Biointa 1001
obtained 74 and 61 kernels plant™, in the
Control and Stress treatments respectively
(data not shown). This is indicative that
Biointa 1001 may have had a minor
synchronisation in the emission of fertile
tillers, suggesting that the late-flowering



spikelets would have aborted, considering
that the Stress treatment started at 50% of
plants in anthesis. In this sense, mainly in
high temperature conditions Biointa 1001
can begin early its tillering, but subsequently
desynchronised  spikes are  generated
(Hoffman et al., 2007).

Grain yield plant™ and kernel weight are
significantly affected by the Stress treatment
(Table 1). A significant interaction between
cultivars and irrigation treatments is
observed for kernel weight (P=0.0188)
(Table 2), but not for vyield plant*
(P=0.3086, data not shown). The absence of
interaction in yield plant™, is indicative that
the lost of yield caused by the water deficit
during grain filling was compensated by the

components that were determined previously
to the beginning of Stress treatment (i.e.,
spikes plant™ and kernels spike™). In this
regard, it is observed that those cultivars
with greater number of kernels plant™ show
a lower kernel weight and a greater decrease
in that weight caused by the Stress treatment
(Tables 1 and 2). Furthermore, the
differences of kernel weight among cultivars
are stronger in the Stress treatment than in
the Control treatment (Table 2). Thus,
resistant cultivars under a moderate water
deficit after anthesis, could be hardly
identifiable if only the yield is studied, being
at least also recommended studying the
kernel weight.

Table 2. Least square means and contrasts for kernel weight and harvest index of the interaction
between two irrigation treatments and five wheat cultivars. The estimated differences between the
irrigation treatments [A (Stress — Control)] are expressed as the percentage of decrease with respect to

the Control [(A/Control)x100].
Kernel weight

Harvest index

Treatments
Mean (mg) (A/Control)x100 P>[t| Mean (A/Control)x100 P>|t|
Irrigation
Control (C) 41.0 0.442
-8.0% * -2.5% ns
Stress (S) 37.8 0.431
Cultivar
C 40.4 0.292
nguette —6.7% ns 5.1% ns
Premium1l g 37.7 0.307
o C 43.6 0.492
Biointa 1001 —4.0% ns -4.0% ns
S 41.8 0.472
C 37.9 0.481
LE 2249 -10.4% * -2.9% ns
S 33.9 0.467
C 41.6 0.484
LE 2331 -20.7% * -10.1% *
S 33.0 0.436
C 41.9 0.459
LE 2333 1.6% ns 2.6% ns
S 42.5 0.471

* = significant (P<0.05); ns = non-significant

In an experiment conducted in similar
conditions with seven cultivars (Castro and
Véazquez, 2010), Biointa 1001 and LE 2249
showed similar results with the present
study. The cultivar Biointa 1001 showed
susceptibility to water deficit, whereas LE
2249 showed a moderate resistance. In turn,
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for kernel weight a significant interaction
between cultivars and irrigation treatments
was also identified. However, unlike the
present study, in that experiment the kernels
plant® were significantly affected. One
important difference in that experiment is
that watering was stopped twice during the



grain filling period. Thus, it seems that a
more severe stress would mostly affect the
kernels plant™®, whereas a more moderate
stress would mostly affect the kernel weight.

The cultivars LE 2331, Biointa 1001 and
LE 2249 show the highest yield plant™ under
greenhouse conditions (P<0.05) (Table 1).
Kernel weight is only decreased in the
cultivars LE 2249 and LE 2331, 10.4%
(P=0.0361) and 20.7%  (P=0.0001),
respectively (Table 2). Nonetheless, the
water deficit caused a decrease in the yield
plant™ of Biointa 1001 (21.2%, P=0.0284),
similarly to the decrease of LE 2331 (21.0%,
P=0.0206) (data not shown). Thereby, the
decrease of the yield plant™ of Biointa 1001
could be explained by a non-significant
decrease of all its yield components (data
not shown). The vyield plant® of LE 2249,
Baguette Premium 11 and LE 2333 is
decreased in 12.5% (P=0.2616), 6.3%
(P=0.6657) and -0.1% (P=0.9913),
respectively (data not shown).

The cultivars Baguette Premium 11 and
LE 2333 did not decrease their kernel weight
relative to the Control treatment (Table 2),
probably because they show the lowest
cultivar means for kernels plant™ and yield
plant® (P<0.05) (Table 1). Although, both
cultivars differ in their cultivar means of 2.0
and 1.5 spikes plant?, and of 25.4 and 39.4
kernels spike™, respectively (P<0.05). The
low number of kernels spike™ of Baguette
Premium 11 (25.4) is possibly due to the low
accumulation of vernalization hours in the
greenhouse. This is explained because the
number of spikelets per spike differs
considerably with the response of cultivars
to vernalization (Halse and Weir, 1970). On
the other hand, as was mentioned before, LE
2333 would be a cultivar with a particularly
sensible  tillering capacity to high
temperatures.

The biomass plant™ shows a decrease of
11.0% (P=0.0045) due to the Stress
treatment (Table 1). Differences among
cultivars are also observed (P=0.0004),
being LE 2333, LE 2249 and Biointa 1001
the cultivars with the lowest biomass plant™
(P<0.05) (Table 1). Interaction between
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cultivars and irrigation treatments is not
identified for biomass plant® (P=0.6067).
Nonetheless, in Biointa 1001 and mainly in
LE 2331, an early senescence shown by
reddish-green hues in the bottom leaves was
observed, which could have limited the
source capacity of these two cultivars during
the stress period.

Relative to this, the water was not
irrigated according to the own demand of
each cultivar, but rather to the mean demand
of the five cultivars. Hence, the cultivars that
show a greater biomass plant™ had to adjust
their use of water with the same volume of
given water to cultivars of minor biomass
plant™ production.

For harvest index, differences among
cultivars and interaction between cultivars
and irrigation treatments are statistically
significant (P<0.0001 and P=0.0405,
respectively). Only the harvest index of
cultivar LE 2331 is affected by the Stress
treatment, decreasing in 10.1% (P=0.0039)
(Table 2). Instead, the harvest index of
Biointa 1001 is not affected (P=0.1992),
despite that the yield plant® and biomass
plant™ are not significantly different of LE
2331 (P<0.05) (Tables 1 and 2). This is
explained because the Stress treatment
caused a greater decrease of biomass plant™
in Biointa 1001 (17.9%, P=0.0239) than in
LE 2331 (11.9%, P=0.0905) (data not
shown). The cultivar Baguette Premium 11
shows the lowest harvest index (P<0.05)
(Table 2). This is related to its low number
of kernels plant™, which probably caused a
greater partition of photosynthates to shoots
and roots.

Both, IWUEy, and IWUEg, are
significantly increased by effect of Stress
treatment  (P=0.0017 and P<0.0001,

respectively) (Table 1). A minor increase is
observed in the IWUEy, than in the IWUEg,,
13.8 and 17.1% respectively. In turn,
significant differences among cultivars are
also observed for both traits, IWUEy, and
IWUEg, (P<0.0001 and P=0.0010,
respectively). Conversely, interaction
between cultivars and irrigation treatments is
not identified (P=0.3564 and P=0.7871,



respectively).

Similar to the response with yield plant™,
the highest IWUEy, are observed in cultivars
LE 2331, Biointa 1001 and LE 2249
(P<0.05) (Table 1). Also, the highest
IWUEg, are observed in LE 2331 and
Biointa 1001 (P<0.05), but not in LE 2249
that shows the minor IWUEg, together with
the cultivars Baguette Premium 11 and LE
2333 (P<0.05). Particularly, relative to the
gap of IWUEg, (Control vs Stress) and
compared to the other cultivars, LE 2331
shows a minor gap of IWUEy, between both
irrigation treatments (data not shown). This
is related to the fact that by effect of Stress
treatment, LE 2331 shows a greater decrease
of yield plant™ than of biomass plant™. In
turn, this could be related to a minor
reduction of the transpiration (T) rate of LE
2331, sustained by a 30.3% lengthening of
roots because of Stress treatment (P=0.0438,
data not shown).

A cultivar with high WUE is not
necessarily associated to drought stress
resistance (Blum, 2009). A high WUE may
be due to a high vyield potential with a
moderate use of water, or may be due to a
moderate yield potential with a discrete use
of water. In this regard, the irrigation water
as indicator of water use (i.e., T), shows that
LE 2331 and Biointa 1001 are cultivars with
high WUE, but that also use a high volume
of water (Table 1). Hence, these are
examples of genotypes of high yield
potential and high WUE, but that are not
resistant to drought stress.

The results of the ANOVA test indicate a
significantly decrease of RWC by effect of
Stress  treatment  (P=0.0016), while
differences among cultivars (P=0.0031) and
among DIIT (P<0.0001) are also indicated
(data not shown). All the combined
interactions are statistically significant,
except between irrigation x  cultivar
(P=0.0589) (data not shown).

The mean RWC shows an exponential
decrease with DIIT, as indicate the fitted
model for all treatments (Figure 2, Table 3).
The model is significantly correlated
(P<0.0001) with the adjusted treatment
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means (irrigation x cultivar), with the
exception of the cultivar Baguette Premium
11 in the Stress treatment (r=0.48,
P=0.0711) (Table 3). For this reason, and
due to the last sample of leaf blades had to
be discarded by a mistake of manipulation,
the data of Baguette Premium 11 were not
included in Figure 2.

The dotted lines indicate for each
combination of cultivar and irrigation
treatment, the DIIT in that the RWC is
decreased below 80% (Figure 2), level
indicated as the moment in which the normal
physiology of the plant begins to be affected
(Lawlor and Cornic, 2002). According to the
fitted model for the mean of cultivars in the
Control treatment [RWC = 0.9365 + 0.0640
(1 — e ~C0U57™)] after 20 DIT the RWC is
decreased to around 80%. While at the same
time (20 DIIT), the RWC calculated with the
model is 61.4% [RWC = 0.9083 + 0.8273 (1
— e ~ (0015291 “for the mean of cultivars in
the Stress treatment. RWC values below
80% promote a general metabolic inhibition
(e.g., a lower activity of the sucrose
phosphate synthase and of protein synthesis)
(Lawlor and Cornic, 2002). The early
dehydration of leaf tissues in the Stress
treatment would be an explanation for the
decrease observed in kernel weight (Table
2).

At anthesis (day 0) significant differences
of RWC between irrigation treatments are
not observed (P=0.9998, data not shown).
The means ranged from 85.6 to 93.0%,
values below those reported by Izanloo et al.
(2008) in well-watered conditions (94.5 to
97.5%). A possible explanation of this
difference is that the measurements in the
present study were always performed
immediately before each watering.

The interaction among DIIT x irrigation
x cultivar (P=0.0184, data not shown)
indicate that cultivars show a different
response through the time according to the
irrigation  treatments. Two types of
contrasting responses in the evolution of
RWC are identified: 1) LE 2333 and Biointa
1001 that show a similar evolution of RWC
in both irrigation treatments (Figure 2A and



B); and 2) LE 2249 and LE 2331 that instead
show an early decrease of RWC in the Stress
treatment (Figure 2C and D). Despite the
fact that in the Stress treatment Baguette
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Premium 11 does not show a significant fit
to the model, its response is intermediate
between that of cultivars LE 2333 and
Biointa 1001 (Table 3).
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Figure 2. Repeated measurements in time of relative water content (RWC) of leaf blades below the
flag leaf (FL-1), according to days after anthesis when two irrigation treatments (Control and Stress)
were applied to four wheat cultivars: A) LE 2333, B) Biointa 1001, C) LE 2249 and D) LE 2331. The
white figures indicate plot averages of three FL-1, the solid means (n=3), the vertical bars the standard
errors, the solid lines the fitted model of Orskov and McDonald (1979), and the dotted lines the days
after anthesis in that the RWC is decreased below 80% according to the applied irrigation treatments.

In the first type of response, the RWC of
LE 2333 and Biointa 1001 are not affected
by the Stress treatment (Figure 2A and B).
Nonetheless, to the extent that the DIT
happened, the decrease of RWC is slower in

LE 2333 than in Biointa 1001 (see dotted
lines in Figure 2). Another difference with
Biointa 1001 is that the cultivar LE 2333 is
also little affected by the Stress treatment in
the other studied traits.
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Table 3. Values and standard errors of the parameters calculated by the exponential model of Orskov
and McDonald (1979), fitted to estimate the Relative Water Content (RWC) = bo + A [1 — ¢ (k" Dasef
stess)] of five wheat cultivars in two irrigation treatments. The coefficient of Pearson (r) indicates the
correlation between the observed values and the predicted values by the model.

) Irrigation Estimation of parameters Correlation
Cultivar
LE 2333 Control  0.923 (0.077) ns 0.016 (0.033) a -0.090 (0.050) abc 21 0.76 <0.0001
Stress 0.905 (0.060) ns 0.007 (0.012) a -0.113(0.040) abc 21 0.86 <0.0001
o Control 0.976 (0.063) ns 0.107 (0.095) a -0.048 (0.017) abc 23 0.91 <0.0001
Biointa 1001
Stress 0.983 (0.083) ns 0.567 (0.700) a -0.020 (0.018) cd 23 0.87 <0.0001
LE 2249 Control ~ 0.958 (0.043) ns  0.005(0.006) a -0.106(0.024) ab 22 0.92 <0.0001
Stress 0.965 (0.076) ns 0.776 (1.217) a -0.017 (0.019) cd 20 0.90 <0.0001
LE 2331 Control 0.952 (0.073) ns 0.121 (0.151) a -0.049 (0.026) abc 21 0.87 <0.0001
Stress 0.856 (0.130) ns -0.742 (0.206) b  0.155(0.114) bd 21 0.93 <0.0001
Baguette Control ~ 0.854 (0.028) ns 0.001 (0.002) a -0.233(0.104) ac 15 0.89 <0.0001
Premium 11  gyress  0.886(0.115) ns  0.080 (0.416) a -0.061 (0.158) abc 15 0.48 0.0711

The values in parentheses are standard errors.

The letters in columns indicate for each parameter, the differences among the irrigation x cultivar treatments according to the t test

of Welch—Satterthwaite (P<0.05). ns: non-significant.

In the second type of response, cultivars
LE 2249 and LE 2331, the RWC decreases
from the beginning of grain filling because
of Stress treatment. However, also in the
Stress treatment, LE 2249 decreases its
RWC with a lower linear rate than LE 2331,
as is indicated by a higher parameter A
(P<0.05) (Figure 2C and D, Table 3). Thus,
the water status of cultivar LE 2331 would
have been the most affected because of
Stress treatment. Moreover, LE 2249 is the
only cultivar in which significant differences
between irrigation treatments are observed
for the exponential rate of RWC decrease
(P<0.05), indicated by the parameters k
(Table 3). This means that the cultivar LE
2249 shows a more delayed but more rapid
decrease of RWC in the Control treatment,
with respect to the decrease in the Stress
treatment (Figure 2C).

Despite Biointa 1001 and LE 2331 are
the cultivars that show the greatest decrease
of yield plant® (Table 1), both show a
different type of response in the evolution of
RWC. One possible explanation for this
difference, is that Biointa 1001 is affected
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by a non-significant decrease of all its yield
components (as was mentioned before),
whereas LE 2331 is mainly affected in
kernel weight (Table 2). Also, an early
wilting of the basal leaves affected the
biomass plant™ of Biointa 1001. Thus, a
lower surface of transpiration and the fact
that the measurements of RWC were carried
out in the leaf blade below the flag leaf, are
reasons that could explain the maintenance
of RWC of Biointa 1001 in both irrigation
treatments (Figure 2B). Given that Biointa
1001 shows a conservative and susceptible
type of response (early stress threshold), is
an unwanted response for cultivars that grow
in drought prone environments.

Unlike Biointa 1001, a belated stress
threshold in cultivars LE 2249 and
particularly in LE 2331, would have been
the cause of the rapid RWC decrease of both
cultivars, and also the cause of that were the
only cultivars affected in kernel weight
(Table 2, Figure 2B, C and D). Even with
different stress threshold in time, evolution
of RWC, and kernel weight, the three
mentioned cultivars show the highest yield



plant® and IWUE,, (P<0.05) (Table 1).
These results agree with the statement that
some cultivars of high WUE, frequently are
more susceptible to drought stress because
require a high use of water (Blum, 2009).

One possible reason to explain why LE
2249, and mainly LE 2331 show a belated
stress threshold, is that both cultivars may
have mobilized during the stress period, a
greater amount of water-soluble
carbohydrates stored in the stems before
anthesis (Yang et al., 2007). Greater
mobilization of carbohydrates during the
stress period may have stimulated the sink
strength, and hence these cultivars may have
maintained their rate of dry matter
accumulation for a longer time (Blum,
1998). The type of response for both
mentioned cultivars, mainly LE 2331, could
be considered positive, as long as a stress
was not so intense and/or extended. This is
because in drought stress environments, to
the extent that a high rate of growth is
sustained, the kernel weight is finally
affected.

The model parameters adjusted for the
five cultivars in the Control treatment are
not differentiated by the t test of Welch—
Satterthwaite (Table 3). Nonetheless, the
means differences of RWC among DIIT
indicate that the dehydration and senescence
began later in LE 2249 and LE 2333 than in
the other cultivars (data not shown). Also in
the Control treatment, both cultivars are the
only that maintained their RWC above 80%
beyond 20 days after anthesis (Figure 2A
and C). As was described, the difference
between both cultivars is observed in the
type of response to Stress treatment, being
LE 2333 the less affected.

The type of response in the evolution of
RWC of LE 2333 could be due to resistance
or by a lower yield potential related to a
lower rate of T. Nonetheless, LE 2333 would
be more resistant than LE 2249 because
despite that between both cultivars
differences of yield plant® and biomass
plant® are not observed (Table 1), at
difference of LE 2333, the cultivar LE 2249
shows a significant decrease of kernel
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weight, and of RWC (Table 2, Figure 2A
and C). Thus, with an intermediate IWUEy,,
LE 2333 maintained higher RWC values for
a longer period of time than the other four
cultivars (Table 1, Figure 2). Still
considering that the ¥ was not measured in
this experiment, one possible mechanism to
explain the evolution of RWC in LE 2333 is
that this cultivar may have maintained its
turgidity () by osmotic adjustment (Boyer
et al., 2008).

For gs, the results of the ANOVA test
indicate a significant decrease caused by
effect of Stress treatment, differences among
cultivars, and differences among DIIT
(P<0.0001, respectively) (data not shown).
Also, the test indicates significant
interactions for irrigation x cultivar
(P=0.0184), and for the other three
combined interactions with DIIT (P<0.001,
respectively) (data not shown). In turn, a
significant effect of VPD over the g
measurements is also indicated (P=0.0045,
data not shown). The effect of the oscillation
of VPD (Figure 3), is consistent with the
observations of Jones (1977), McDermitt
(1990), Clarke and Clarke (1996) and
Rebetzke et al. (2000), who argued that the
oscillation of the gs; measurements are
strongly affected by the radiation and above
all, by the daily and hourly oscillation of
VPD of air (i.e., temperature and humidity).
Nonetheless, the standard errors of the g
measurements were within 21.6 to 46.4
mmol H,0 m? s* (Figure 4), not a wide
range for a trait which may have deviations
due to the environment.

The first measurement of gs was done in
LE 2249, and the last in Baguette Premium
11 (Figure 3). At that time, the VPD was
212 and 2.92 KkPa, respectively. Both
registries were particularly high because the
fan and pad cooling system were not running
at that time. Except for both registries, the
greenhouse VPD was 0.91 + 0.32 kPa (mean
= SD). This indicates that the greenhouse
VPD showed an adequate range of values
for a normal grain filling (Lopez-Morales et
al., 2008).
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Figure 3. Vapour pressure deficit (kPa) in the greenhouse when repeated measurements in time of
stomatal conductance (gs) were carried out during the grain filling of five wheat cultivars. The
horizontal lines indicate the duration of grain filling of each cultivar.

The cultivar Biointa 1001 shows to be
the most sensitive to the daily VPD; this is
observed in the daily values of g and in the
minor relation 1:1 between the irrigation
treatments (Figures 3 and 4B). The
susceptibility of Biointa 1001 to water
deficit is explained because it carried out a
high use of water in normal conditions. So,
when the VPD was above optimal values,
0.80-0.95 kPa (L6pez-Morales et al., 2008),
a decreased ¥, of the substrate on the pots
would have affected the rate of T (Monteith,
1995). This is also supported because in the
Control treatment Biointa 1001, and to a
lesser extent Baguette Premium 11, show a
greater number of registries of g, above 200
mmol H,0 m?s™ (Figure 4B and E). Values
of gs below or above 200-250 mmol H,0 m
s lead to a reduction of WUE (Martin and
Ruiz-Torres, 1992). The higher g, of both
cultivars may have been due to a greater
number of stomas, greater density per unit
leaf area, and/or due to a greater opening in
well-watered conditions. Nonetheless, while
Biointa 1001 shows oscillating values of g
in both irrigation treatments, Baguette
Premium 11 shows stomatal adjustment in
response to the Stress treatment (Figure 4B
and E). Despite that the stomatal adjustment
is a response of the plant to hold its ¥, and
to avoid water stress (Turner, 1986), also
involves a minor CO, assimilation and a
yield penalization.
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The g of cultivars LE 2333, LE 2249 and
LE 2331 show the fewest number of
registries above 200 mmol H,O m™ s™ in the
Control treatment (Figure 4A, C and D). Of
these cultivars, LE 2333 shows a greater
relation (1:1) between the irrigation
treatments (Figure 4A). This is a type of
response similar to the observed with the
RWC of this cultivar (Figure 2A). Hence, in
both traits LE 2333 shows to be the most
resistant cultivar to the Stress treatment.
Meanwhile, the response that is observed in
the g; of LE 2249 and LE 2331 also is
similar to the response in RWC; being
mainly LE 2331 the cultivar with higher
stomatal adjustment because of Stress
treatment (Figures 2C, D, 4C y D).

Unlike Biointa 1001, the cultivar LE
2331 shows a lower oscillation of gs and a
greater relation (1:1) between both irrigation
treatments (Figure 4B y D). This could be
explained because LE 2331 may have done
stomatal adjustment when the water deficit
caused by the Stress treatment was
increased, and not when the atmospheric
demand was high and/or before the
irrigation water began to deplete from the
Control treatment pots (Mott and Parkhurst,
1991; Monteith, 1995). In other words, even
with a lower RWC than Biointa 1001, the
cultivar LE 2331 shows more constant
values of g, in the Control treatment, which
would have enabled to maintain the rate of T
for a longer time.
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Figure 4. Relation between repeated measurements in time during the grain filling of the adaxial
stomatal conductance (gs) of flag leaf (FL) of five wheat cultivars: A) LE 2333, B) Biointa 1001, C)
LE 2249, D) LE 2331 and E) Baguette Premium 11 subjected to two irrigation treatments (Control
and Stress). The numbers indicate the days after anthesis in that the measurements were carried out,
the figures the means (n=3, obtained with averages of three FL per plot) and the vertical and
horizontal bars the standard errors for both axes.

The stomatal adjustment of cultivars 1991; Monteith, 1995). Whereas if the stress
would have been done in function of how threshold is greater at the same ¥,, greater
the plants sensed the substrate ¥, (Pettijohnn  would be the influence of the feed-forward
et al.,, 2009). That is, the lower the stress mechanism with respect to the feedback
threshold, this is more susceptible plants, the  (Farquhar, 1978; Dodd et al., 1996; Bunce,
greater would be the influence of the 1997, 1998; Xue, cited by Streck, 2003).
feedback mechanism (Mott and Parkhurst,
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As was mentioned before, the cultivar LE
2331 shows a belated stress threshold that
could be explained by a greater mobilization
of water-soluble carbohydrates. Given the
results of gs, another possible explanation
for this type of response is that the patchy
closure of  stomata (feed-forward
mechanism), could have had a greater
influence in the stomatal adjustment of LE
2331 than the influence of the cellular ¥,
(feedback mechanism). The feed-forward
mechanism implies that the increase of VPD
could have promoted an increase of the
ABA concentration in the guardian cells and
hence, a partial closing of stomas (Bunce,
1997, 1998). Thus, it seems that greater gs
are not necessarily associated with a greater
yield expression under water deficit
conditions.

In summary, as expected, the kernel
weight shows to be the most affected yield
component because of the applied stress. In
turn, the earlier the water deficit is sensed by
plants, less is affected the kernel weight and
more are affected the other yield
components. So, because of these
compensatory mechanisms, and for a better
interpretation of results, is advisable to carry
out registries of other traits, even if they are
determined prior to the study period of
interest. Particularly, the fitted exponential
model to the repeated measurements in time
of RWC could be useful to identify cultivars
of different sensitivity to drought stress
during grain filling. Also, different
clustering patterns by cultivar between
repeated measurements in time of g
(Control vs Stress) show to be associated to
the RWC measurements.

Weighted by all traits studied LE 2333 is
the cultivar that shows a greater resistance to
water deficit. Meanwhile, LE 2249 and
Baguette Premium 11 show a moderately
susceptible response. Instead, LE 2331 and
Biointa 1001 are the most susceptible
cultivars to post-anthesis water deficit
because of a decrease above 20% of their
grain vyield. However, some differences
between these cultivars are observed. Whilst
in LE 2331 a belated stress threshold would
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have caused a decrease of RWC, kernel
weight and harvest index, in Biointa 1001
these traits are not affected. Instead, related
to a high oscillation in the values of g
Biointa 1001 shows an early stress threshold
that may have caused the decrease of its
biomass plant’ and a non-significant
decrease of all the other yield components.
Cultivars with a belated stress threshold
would affect less the kernels plant™, but
more the kernel weight and its physical and
industrial quality. Thus, cultivars with this
type of response would be more suitable for
regions with mild drought stress, deep soils
and/or with high probability of rain after
anthesis. For regions with higher probability
of severe drought stress after anthesis,
cultivars of higher gap of WUEs between
irrigation treatments would be more suitable.
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