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RESUMEN

El contenido de carbohidratos (CHO) en el tallo de 24 Lineas Recombinantes por
Sustitucion Cromosomica (RCSLs) de cebada (Hordeum vulgare L.) fueron evaluadas en dos
ambientes, Cauquenes (con y sin riego, precipitacion anual 260 mm), 35°58" lat. Sur; 72°17°
long. Oeste; 177 m.s.n.m) y Santa Rosa, Chillan (con riego, 36°32" lat. Sur; 71°55" long. Oeste;
220 m.s.n.m), durante la temporada 2006-2007. Las RCSLs derivan del cruce entre H. vulgare
subsp. spontaneum (Caeserea 26-24 de origen israeli), como padre donante, y H. vulgare
subsp. vulgare cv. Harrington (de origen norteamericano de aita calidad maltera) como padre
recurrente. El cv. Harrington fue usado como referencia en ambos ambientes. La siembra fue
realizada el 1 de julio y 24 agosto 2007 en Cauquenes y Santa Rosa respectivamente, en tanto
que la cosecha de grano se realiz6 el 5 diciembre 2007 y 14 enero 2008 en ambos ambientes
correspondientemente. El disefio experimental correspondié a un a-latice con cuatro
repeticiones y cinco bloques incompletos por cada repeticion. La concentracion de
carbohidratos fue determinada usando el método de la Antrona y medicién espectrofotometrica
a 620 nm, en dos estados de desarrollo de la planta: antesis y madurez fisiolégica. Ademas se
midié durante la misma temporada: rendimiento, peso de mil granos, N° granos por espiga e
indice de cosecha. EI ANDEVA indico que el ambiente tuvo una influencia altamente
significativa sobre la expresion de todas las variables, indicando que la concentracion de
carbohidratos fue mayor en el ambiente seco (Cauquenes), las variables rendimiento, peso de
mil granos e indice de cosecha fueron mayores en el ambiente favorable (Santa Rosa). El
efecto del genotipo fue significativo para todas las variables. El analisis de correlaciones no
mostro relaciones significativas entre carbohidratos y rendimiento, indice de cosecha y
componentes del rendimiento en la localidad de Cauquenes, pero presenté una correlacion
positiva y significativa entre carbohidratos en antesis y peso de los 1000 granos (r=0,44,
p<0,05) en Santa Rosa. Del mismo modo en Santa Rosa se presentaron correlaciones
negativas entre carbohidratos y rendimiento, asi como indice de cosecha y numero de granos

por espiga.



ABSTRACT

The stem carbohydrate (CHO) concentration of 24 recombinant chromosome substitution lines
(RCSLs) of barley (Hordeum vulgare L.) were evaluated in two environments, Cauquenes
(without irrigation, annual rainfall 260 mm, 35°58° South; 72°17° West; 177 m.a.s.l) and Santa
Rosa, Chillan (with irrigation, 36°32" South; 71°55" West; 220 m.a.s.l), during the 2007/2008
growing season. The RCSLs were derived from crossing an accession of H. vulgare subsp.
spontaneum (Caeserea 26-24 from lIsrael), as a donor, and H. vulgare subsp. vulgare cv.
Harrington (the North American malting quality standard) as the recurrent parent. The cv.
Harrington was used as reference in all environments. Sowing dates were 27 May and 30
August 2004 in Cauquenes and Santa Rosa, respectively and yield maturiy were 5 December
2007 and 14 January 2008 in both environments correspondingly.. The experimental design
was an a-lattice with four replicates and five incomplete blocks for each replicate. CHO was
determined using the Anthrone method and spectrophotometry at 620 nm, at ear emergence
and at physiological maturity. In addition: grain yield, harvest index and yield components were
measured at the end of the growing season. The ANOVAs showed a strong and significant
effect of the environment in all variables, indicating that CHO were higher in the driest
environm‘ent (Cauquenes), but grain yield, 1000 kernel weight and harvest index were higher in
the more favourable environment (Santa Rosa). Also, the genotypic effect was significant for all
variables. The correlation matrix showed no significant correlations between CHO and grain
yield, harvest index or yield components in Cauquenes, but a positive and significant correlation
between CHO at ear emergence and 1000 kernel weight (r = 0.44; P < 0.05) in Santa Rosa.
However, the correlation between CHO and grain yield, harvest index and number of kernels per

spike were negative in Santa Rosa.
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1. INTRODUCCION

Actualmente la agricultura se ve enfrentada a nuevos desafios, principalmente por los
cambios que se han producido en el ambiente, tales como incremento en temperatura y
periodos de sequia, sumado a un aumento de la poblacién mundial, para lo cual se requiere de
cultivos mas eficientes y mas adaptados a los nuevos escenarios (Ellis et al., 2000). El estrés
hidrico es uno de los factores ambientales de mayor importancia que afectan la productividad
agricola a nivel mundial, lo cual es un serio problema principalmente en ambientes aridos y
semiaridos del planeta, por la gran variabilidad de precipitaciones que se producen afio tras
aflo. En consecuencia, es de gran interés cientifico y agronémico evaluar la tolerancia que
pueden tener las diferentes especies o genotipos a este estrés abidtico y avanzar en el
desarrolio de cultivares que sean mas tolerantes a esta condicion (Taiz y Zeiger, 2008).

Las plantas presentan mecanismos que les permiten tolerar en cierto grado todo tipo de
estrés. Entre estos se encuentran: abscision de hojas, extension de raices en profundidad,
crecimiento vigoroso temprano, acumulacion de reservas durante el periodo vegetativo, control
de la apertura y cierre de estomas (Taiz y Zeiger, 2006). Otras formas de otorgar resistencia se
logran mediante modificaciones genéticas, donde el traspaso de genes que concedan
caracteristicas de resistencia son evaluados en numerosas especies (De-Long et al., 2007).

El mejoramiento genético de plantas se ha enfocado hacia la busqueda y coleccién de
germoplasma, puesto que se le considera un reservorio de alelos ausentes en especies
cultivadas (St. Martin et al., 1996). Frecuentemente estos alelos se encuentran presentes en
especies silvestres que no poseen caracteristicas agronémicas deseables (Sorrells y Wilson,
1997), pero contribuyen a aumentar la diversidad alélica (Reynolds et al., 20086).

Matus et al. (2003), en busqueda de variabilidad genética en cebada (Hordeum vulgare L.,
Poaceae), desarrollaron una poblacion de lineas recombinantes con sustitucion de cromosomas
(Recombinant Chromosome Substitution Lines: RCSLs). Las RCSLs representan una rica
fuente de diversidad genética posible de ser usada como modelo para estudios fisiolégicos y
genéticos.

La cebada es una especie que a nivel mundial se cultiva preferentemente en zonas de
secano. En comparacién con otros cereales, esta posee un eficiente sistema de utilizacion de
agua, por unidad de materia seca producida; sin embargo, la falta de este recurso es un
importante factor de estrés abidtico ya que se cultiva en ambientes mediterraneos donde la
disponibilidad de agua es baja, especialmente en el periodo de llenado de granos (Australian
Government, 2008). La falta de agua entre los dias 1y 14 después de antesis afecta el proceso
de division celular, y en consecuencia el crecimiento del grano (Gooding et al., 2003).
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El ancestro de la cebada es Hordeum vulgare ssp spontaneum, que como padre
donante posee gran potencial genémico para rasgos de adaptacion a condiciones ambientales
extremas, debido a que es originario de zonas aridas de Asia occidental (Turpeinen et al., 1999;
Grando et al., 2005). Ademas esta especie posee gran compatibilidad para el cruce con la
cebada cultivada, incluidos los hibridos obtenidos de cruces artificiales (Hori et al., 2005)

Una de las caracteristicas que influyen en la tolerancia al estrés hidrico en cereales es la
acumulacién de carbohidratos en el tallo (Reynolds et al., 2006). Los cereales acumulan
reservas en el tallo hasta dos 6 tres semanas después de antesis, luego de lo cual estas
disminuyen (Bonnet et al., 1993). Numerosos ensayos sefialan la importancia de la acumulacion
de carbohidratos solubles totales (WSC) y su posterior contribucién al llenado de granos (Kiniry,
1993; Reynolds et al., 2006; Bingham ef al., 2007; Ruuska et al., 2008).

En este trabajo se plantea la hipétesis que la concentracion de carbohidratos en el talio
depende del ambiente donde crece el genotipo, y que el ancestro H. spontaneum le confiere a
las RCSLs mayores contenidos de carbohidratos y capacidad de traslocar asimilados al llenado
de granos.

El objetivo general es evaluar la concentracion de carbohidratos en el tallo de RCSLs de
cebada, su relacién con el rendimiento de grano y la tolerancia que puede otorgar al estrés
hidrico en ambientes mediterraneos. Como objetivos especificos se encuentran:

e Evaluar la concentracién de carbohidratos en el tallo de 24 RCSLs de cebada y del
padre recurrente cv. Harrington, en tres ambientes contrastantes en términos de
disponibilidad de agua, Cauquenes (con y sin riego), y en Santa Rosa (Chillan), que
corresponde a un ambiente 6ptimo sin restriccion hidrica.

¢ Relacionar la concentracion de carbohidratos de las diferentes lineas con la
productividad de [as mismas.

o Determinar la influencia en la concentracion de carbohidratos de la interaccién genotipo

- ambiente

Este estudio se enmarca dentro del proyecto “Detecciéon de caracteres fenotipicos (morfo-
fisioldbgica y agrondmicos) relacionados con la tolerancia al estrés hidrico en lineas
recombinantes con substitucion de cromosomas (RCSLs) de cebada y estudios de asociacion
con marcadores moleculares” (FONDECYT- 1060546).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Descripcidén de la especie

La cebada (Hordeum vulgare L) fue uno de los primeros cereales domesticados, su
origen corresponde al centro de Mesopotamia. Con el tiempo fue gradualmente desplazada por
el trigo, siendo hoy en dia, el cuarto cereal cultivado en el mundo después de arroz, trigo y
maiz. Este cereal corresponde a una de las 31 especies de Hordeum. Es clasificada como
monocotiledénea anual, perteneciente a la tribu Triticaceae, familia Poaceae (gramineas). Es
una especie diploide de ciclo de vida anual con 2n=14 cromosomas (Bengtsson, 1992).

En cuanto a morfologia, los tallos de la cebada, dependiendo del cultivar, presentan
entre seis a nueve internudos, pudiendo alcanzar una altura que fluctta entre 0,6 y 1,5 m. Estos
son poco vigorosos y huecos provocando que la cebada sea una especie muy susceptible a
tendedura (Faiguenbaum, 2003)

2.1.1. Importancia econémica del cultivo en Chile y en la VIl Regién

La superficie de este cultivo en Chile ha evolucionado desde la temporada 1999-2000
donde existia una superficie de 17.208 ha hasta 21.840 ha en la ultima temporada (2007-2008)
(ODEPA, 2008). Las regiones con mayor superficie sembrada se presentan desde la region del
Maule hasta la regién de los Lagos, aunque la superficie ha variado en las diferentes regiones.
Por ejemplo, en la temporada 2001-2002 la region del Maule presentaba 1.030 ha, la temporada
siguiente esta cifra cayé a menos de la mitad y durante la temporada 2006/07 alcanzé una
superficie de 980 ha (ODEPA, 2008).

El rendimiento promedio de este cultivo esta en 48,3 q ha™ y una produccién nacional
de 100.122 ton (ODEPA 2008). De la produccion total de cebada 81 % se destina a produccién
de malta, 14 % a alimentacién animal (grano y ensilaje), 1% a alimentacion humana y un 4% a
semilla (Beratto-Medina, 2001).

2.2. Material genético

El material vegetal utilizado en el presente ensayo corresponde a° 24 RCSLs de
cebada, seleccionadas de una poblaciéon de 80 (RCSLs) segun su tolerancia a estrés hidrico.
Estas lineas derivan del cruzamiento entre H. spontaneum (Caesarea 26-24) de origen israeli,
que corresponde al padre donante, y H. vulgare cv. Harrington, de origen norteamericano y
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aptitud maltera, utilizado como padre recurrente. Las 80 lineas son el resultado de la realizacion
de dos retrocruzas con el padre recurrente, seguidas de seis generaciones de autofecundacion
(Matus et al., 2003).

El padre donante, Caesarea 26-24, se colectdé en una zona de suelos aridos y salinos
localizados en Israel, lo cual sugiere que la incorporacion de genoma de éste al cv. Harrington
podria conferirle a la progenie caracteristicas de adaptabilidad a  estrés abiético y
principalmente a sequia (Inostroza et al., 2007). El grupo de lineas RCSLs representa una rica
fuente de diversidad genética, la cual puede ser usada como modelo para mediciones
fisioldgicas y genéticas o el descubrimiento de nuevos genes (Matus et al., 2003).

Las 24 RCSLs (Anexo 1) se seleccionaron en relacion a su respuesta al estrés hidrico
(Inostroza et al., 2007). Para ello se utilizé el Indice de Sensibilidad a Sequia (ISS) propuesto
por Fischer y Maurer (1978) y el indice de adaptabilidad (b) propuesto por Finlay y Wilkinson
(1963). Se identificaron lineas susceptibles a sequia, las que presentaron un alto valor de ISS
(>1) y rendimiento menor o igual al padre recurrente en el ambiente bajo estrés hidrico; lineas
tolerantes, con un bajo valor ISS y alto rendimiento en ambiente con estrés hidrico; y linea de

alto rendimiento en condiciones de estrés, independiente del valor de ISS.

2.3. Tolerancia a estrés en plantas

La adaptacion a estrés es un proceso celular y molecular en respuesta a un déficit de
agua, al cual la planta no estaba acostumbrada (Bium, 1998). Las plantas poseen diversos
mecanismos de adaptacion al estrés hidrico, los cuales segin Reynolds ef al. (2005), pueden

ser clasificados en 4 grupos:

a) Grupo 1: rasgos relacionados con el desarrollo en pre-antesis. E! estrés hidrico se
intensifica al acercarse la cosecha, razén por la cual durante la etapa de pre-antesis las plantas
tienen la mayor oportunidad para la asimilacion de carbohidratos. Para el buen cumplimiento
de lo anterior son importantes el tamafio del grano, biomasa en pre-antesis y la distribucién de
los asimilados presentes como reservas en el tallo. El tamafio de la semilla y del embrion
pueden ayudar a obtener vigor temprano, como asi también el largo del coledptilo que es
importante en aquellos ambientes donde la humedad del suelo es una limitante. Frente a un
escenario de sequia durante el llenado de grano las plantas poseen tedricamente dos
alternativas que pueden utilizar: i) los asimilados pueden ser repartidos para mejorar el sistema
radicular, con ello cubrir el suelo y aprovechar mejor la humedad de éste durante el periodo de
estrés; i) los carbohidratos pueden ser almacenados en el tallo, para luego ser removilizados

hacia el llenado de grano.
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b) Grupo 2: rasgos relacionados con acceso al agua. El sistema radical extrae el agua
desde el perfil del suelo, sin embargo, realizar una medicion directa es dificil. La profundidad
del sistema radical se puede reflejar en el estado hidrico de la planta a través de la habilidad de
explorar y extraer agua desde el suelo. Los rasgos que se relacionan con el estado hidrico en
la planta, son: i} Conductancia estomatica, que es una medicién instantanea de la apertura de
los estomas, lo que se afecta directamente con el contenido de agua en las hojas. ii) Ajuste
osmoético, definido como la concentracién de solutos en las células, que esta intimamente
relacionada con el estado hidrico de la planta; esta puede ser medida por el potencial hidrico:
y(hidrico)= ysoluto + yturgor. Estos métodos indirectos pueden indicar un modelo de la

extraccion de agua desde el perfil de suelo.

c) Grupo 3: rasgos relacionados con el eficiente uso del agua. En un cultivo es dificil medir
directamente la eficiencia de uso del agua, ya que son procesos de flujos entre el suelo y la
atmosfera ocurridos por la transpiraciéon de las hojas y la evaporacion del suelo. Los rasgos que
se relacionan con la eficiencia de uso del agua son: i) Discriminacion isotépica del carbono
(A”C), que puede ser usado de forma indirecta como criterio de seleccién en rendimiento en
ambientes bajo sequia. A'*C es un buen indicador intrinsico de la eficiencia de uso de agua en
ambientes no expuestos a estrés hidrico. ii) Capacidad de fotosintesis de la espiga, la que
puede jugar rol importante en el lienado de grano bajo estrés hidrico severo. En ambientes
secos, genotipos de espiga relativamente larga, disminuye la senescencia prematura de ésta,
con lo cual pueden aumentar el area de intercepcion de luz durante el llenado de grano
llegando a aportar hasta un 40% de la fijacion de carbono bajo ambientes controlados. iii)
Indice de cosecha, que depende de la disponibilidad de agua durante el llenado de granos y
otros factores como la particion de CHO en pre-antesis, entre los que se destinan a CHO-
estructural y CHO-solubles. También estd definido como el uso del agua en funcién de la

demanda evaporativa y el area de hojas.

d) Grupo 4: rasgos relacionados con la foto-proteccién. Las plantas poseen adaptaciones
anatomicas y bioquimicas para protegerse del dafio por exceso de radiacion, entre las que se
encuentran: i) Antioxidantes, tales como superoxido dismutasa y ascorbato peroxidasa, que
disminuyen la foto inhibicion, los que podrian tener un incremento en condiciones de estrés por
sequia. ii) Anatomia de las hojas, en relacion al contenido de clorofila de las hojas, numero de
éstas, su enrollamiento, pubescencia, postura erecta y cera cuticular, pueden reducir

potencialmente la radiacion incidente y con ello la cantidad de asimilados.
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2.3.1. Tallos de cereales, fuente de reserva de carbohidratos

Los tallos de los cereales son una fuente de acumulacién de carbohidratos en forma de
glucosa, fructosa, sacarosa, almidon, siendo principalmente almacenados como fructanos. El
total de reservas de carbohidratos en raices u hojas es relativamente pequefio comparado con
el tallo (incluidas la envoltura de hojas). Estas reservas son comdnmente analizadas como
total de carbohidratos estructurales o carbohidratos solubles en agua (WSC) y estan
disponibles para la traslocacion durante el llenado de grano (Blum, 1998).

En cereales, parte importante de los carbohidratos que se utilizan durante el llenado de
granos son producidos gracias a la luz interceptada por las estructuras verdes de las plantas
previa antesis, acumulandose en forma de reservas en el tallo (Blum, 1998). Aquellas reservas
de asimilados almacenadas en partes vegetativas de las plantas antes de antesis son
significativamente importantes en el periodo de llenado de grano, principalmente cuando se
presentan condiciones desfavorables, y no es posible llevar a cabo un proceso fotosintético
adecuado (Schnyder, 1993; Gebbing y Schnyder, 1999; Alvaro et al., 2008).

Esta acumulacién de reservas antes de antesis contribuye al rendimiento de grano en
una proporcion variable dependiendo de la especie y el medio en que se encuentren las
plantas. En cebada esta contribucion puede representar desde un 20 a 30% en condiciones
favorables, sin embargo, al encontrarse bajo condiciones de estrés, esto es, cuando la
actividad fotosintética es detenida por sequia o calor antes que se produzca antesis, el llenado
de granos se vuelve mas dependiente de la movilizacién que pueden hacer desde los tallos,
llegando a representar entre un 22 a 60% del total de masa acumulada en los granos (Ehdaie
et al., 2006a, b). También, la contribuciéon potencial de los WSC al llenado de granos difiere
significativamente entre lugares y afios; en cebada Bingham ef al. (2007) obtuvieron un rango
de 11% y un 45% como contribucién al rendimiento. Una proporcion de estos WSC son
utilizados en otros procesos, tales como respiracion (Schnyder, 1993). Reynolds ef al. (2006)
evaluando diferentes lineas de trigo obtuvieron valores entre 4,9 y 26,1% en antesis y luego una
clara movilizacion al medir en tallo maduro, donde los valores fueron de 1,6 a 4,1% en las
diferentes lineas, esto bajo diferentes condiciones medioambientales.

La demanda desde el grano (sumidero) es el factor primario de la movilizacién de las
reservas del tallo. Kiniry (1993), estudidé en trigo, el comportamiento que poseen los
carbohidratos de reserva en tallos, como afecta la demanda en espigas normales y otras con
menor cantidad de granos, obteniendo como resultado una menor demanda por parte de las
espigas con menos granos. Consecuencia de o anterior, estas Ultimas presentaron una mayor
concentracion de carbohidratos en el tallo. La interaccion entre tamafio de espiga y la demanda
de los carbohidratos almacenados en el tallo depende, entre otros factores, de las condiciones
medioambientales en que se encuentren las plantas, antes o durante el llenado de granos
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(Blum, 1998). El incremento del potencial de almacenamiento del tallo también puede ser
considerado un sumidero, el cual es definido tanto por el largo, como por el diametro de los

tallos, caracteristicas de alto control genético (Blum, 1998).

2.3.2. Fructanos, principales carbohidratos de reserva

Los fructanos constituyen un importante porcentaje de los carbohidratos de reserva en
cereales, hierbas y muchas otras plantas. Estos corresponden a polimeros de fructosa,
sintetizados a partir de una concentracion umbral de sacarosa, la cual induce la expresion de
genes involucrados en las vias metabdlicas de la produccioén de estos carbohidratos (Kerepesi
et al.,, 2002; Xue et al., 2008). La acumulacién de fructanos bajo condiciones de estrés tales
como sequia, altas temperaturas y deficiencias de nitrégeno, aumenta, ya que se induce la
actividad de sacarosa-sacarosa fructosyltranferase o sacarosa:fructano 6-fructosyltransferase
(Morcuende et al., 2005; Nagaraj et al., 2004). Ruuska et al. (2008), analizaron la composicion
de carbohidratos solubles bajo diferentes aportes de nitrégeno en plantas durante antesis,
dando como resultado que las plantas que recibieron un bajo aporte de nitrégeno presentaron la
mayor acumulacién medida, que correspondié a fructanos. Esta medicion fue realizada en dos
partes del tallo presentando un 25% en la parte inferior y un 16% en el penaltimo entrenudo en
relacion a peso seco (DW), en contraste con Ias plantas que recibieron un alto aporte de N que
presentaron aproximadamente un 1% (DW).

La acumulacién de fructanos en el tallo ocurre durante la extensiéon de los entrenudos,
alcanzando un maximo luego de su extension total. La acumulacién de reserva y capacidad de
almacenamiento en los tallos depende fuertemente de las condiciones de crecimiento previo a
antesis. Cuando la asimilacién de carbono durante la elongacién de los tallos es reducida por

estrés, el almacenamiento de carbohidratos en el tallo es también reducido (Blum, 1998).
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. Caracteristicas del sitio experimental

La zona central de Chile presenta un clima tipo mediterraneo con estaciones muy
marcadas. Datos de la Direccion Meteorologica de Chile (2008), sefialan que el 80% de las
precipitaciones se concentran entre los meses de marzo a agosto por lo cual se generan
periodos de sequia en etapas importantes del desarrollo de los cultivos, como por ejemplo
durante el llenado de los granos, por lo cual muchas veces éstos no alcanzan su maximo
potencial de rendimiento. El presente estudio se realizé en dos ambientes de clima
mediterraneo pero contrastantes en términos de suelo y disponibilidad de agua para los cultivos:
Cauquenes (35°58" lat. Sur; 72°17" long. Oeste; 177 m.s.n.m), con un promedio anual de 260
mm, suelo franco arcillo limoso (Entisol) y definido como condicion de estrés hidrico para los
cultivos, y Santa Rosa (36°32° lat. Sur; 71°55" long. Oeste; 220 m.s.n.m), con un promedio
anual de precipitacion de 1200 mm, suelo franco arcilloso (Andisol), y condiciones optimas para
el desarrollo de este cereal, indicandose como inicio del periodo de estrés luego de espigadura
(Inostroza et al., 2007).

3.2. Material vegetal y manejo del cultivo

Se utilizaron tallos de 25 RCSLs de cebada incluido el padre recurrente Harrington.
Estas lineas fueron establecidas en dos localidades, Cauguenes (VI Regién, 35°58" lat. Sur;
72°17" long. Oeste; 177 m.s.n.m), bajo condiciones de secano y con riego, y en Santa Rosa,
Chilian (VIIl Region, 36°32° lat. Sur; 71°55° long. Oeste; 220 m.s.n.m), ambiente con
condiciones éptimas de disponibilidad de agua. La siembra se realizé el 01 de junio y 24 de
agosto 2007, en Cauquenes y Santa Rosa, respectivamente. Las semillas de cada genotipo
fueron sembradas en seis surcos de 2 m de longitud separadas a 0,2 m. La dosis de semilla
utilizada en ambas localidades fue de 120 kg ha”. Se aplicé una fertilizacion base de 260 kg
ha' de fosfato diaménico (46% P,Os y 18% de N?), 90 kg ha” de cloruro de potasio (60% de
K,0), 200 kg ha' de Sulpomag (22% K,O, 18% MgO y 22% de S), 10 kg ha’ de
boronatrocalcita (11% de B) y 3 kg ha de sulfato de zinc. Durante el estado de macolla se
aplicaron al suelo 80 unidades de nitrégeno ha”'. Para el control de malezas se aplico una

solucion de MCPA 750 g i.a. ha™ + metasulfuron-metil 8 gi.a. ha™.
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3.2.1. Disefio experimental

El disefic correspondi6 a un a-latice con cuatro repeticiones y cinco bloques
incompletos por cada repeticion, cada bloque conteniendo cinco lineas. En cada repeticion se

dispusieron 25 genotipos (24 RCSLs, y el cv. Harrington).

3.3. Colecta de muestras para carbohidratos

Tanto en Cauquenes como en Santa Rosa, se colectaron 5 tallos principales de cada
parcela, en dos etapas de desarrollo del cultivo. La primera correspondiente a finales de etapa
de antesis, mientras que la segunda se realizd con grano en madurez fisiolégica (grano
pastoso mas o menos seco). En Cauquenes la toma de muestras se realizaron el 27 de
septiembre (antesis) y el 8 de noviembre (madurez fisioldégica), en tanto que en Santa Rosa
estas fueron realizadas el 12 de noviembre (antesis) y el 19 de diciembre (madurez fisiolédgica).
Una vez colectadas, las muestras fueron puestas en bolsas plasticas, con el respectivo nimero
de parcela, puestas en un cooler con hielo (para el traslado desde el campo al Laboratorio), y
posteriormente congeladas a -80°C, con el fin de evitar pérdidas de constituyentes por

oxidacion u otros procesos degenerativos. En total fueron colectadas 600 muestras.

3.4. Determinacién de la concentracion de carbohidratos

Para la determinacién de la concentracion de carbohidratos se us6 el método de la
antrona, protocolo elaborado por la Dr. Rosa Morcuende cientifica titular del Instituto de
Recursos Naturales y Agrobiologia Salamanca- Espafa, durante octubre de 2007 en la
Universidad de Talca.

Las muestras congeladas a -80 °C fueron molidas en un molino de bolas mezclador
MIXER MILL Retsch MM 300/301 serie 12630014D, luego la mezcla fue almacenada
nuevamente a -80°C hasta el momento de las extracciones etanélicas segun protocolo (anexo
2).

Se realizé una curva de calibracion con glucosa Sigma Ultra 99,5% codigo G7528-250g,
PM 180,18 (Anexo 3), utilizada para transformar la absorbancia obtenida de acuerdo a la

ecuacion de la recta obtenida en esta curva.
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3.4.1. Analisis de |la concentracion de carbohidratos

Para la determinacion del total de carbohidratos solubles se usaron entre 100 y 150 mg
de material fresco que se encontraba almacenado a -80°C, luego se realizaron extracciones con
etanol al 80%, 50% y agua tamponada, usando para todos los reactivos HEPES (CgHgN;04S
pm 238,3 y pH 7,5), como agente buffer. La ultima extraccion se hizo con agua para extraer los
carbohidratos de mayor peso molecular, segun protocolo (anexo 2). Estas muestras fueron
almacenadas a -20 °C. Para aplicar el método de la Antrona (anexo 4), los extractos etanolicos
se diluyeron 30 veces (anexo 5) ya que presentaron alta concentracion de carbohidratos, luego
su absorbancia fue medida en un espectrofotometro Genesys /10 uv a 620 nm. A partir de la
curva de calibracion elaborada con glucosa, se calculé la concentracién de carbohidratos

solubles totales expresados en umol/g peso fresco (PF).

3.5. Rendimiento de grano y sus componentes

Los datos obtenidos de rendimientos y sus componentes fueron proporcionados por
Dalma Castillo, Doctorante de la Universidad de Concepcion.

La cosecha total de parcelas se realiz6 el 5 de diciembre de 2007 en Cauquenes y el 14
de enero de 2008 en Santa Rosa. Para los componentes del rendimiento se tomaron 10
espigas al azar, se ftrillaron y limpiaron, se desecharon los granos partidos y los que no fueron
correctamente llenados. Con los restantes se obtuvo la cantidad de granos por espiga.
También con esta muestra se evalué el peso de los 1000 granos.

La materia seca en madurez se evalué el 30 de noviembre y 17 de diciembre, en
Cauquenes y Santa Rosa, respectivamente, para lo cual se cortd en la cuarta fila 50 cm. de
izquierda a derecha (cada parcela contenia 5 lineas).

3.6. Andlisis estadistico

Los datos se analizaran mediante ANDEVA y se utilizé6 el modelo PROC GLM, en
tanto que para hacer la comparacién de cv. Harrington con las 24 RCSLs, con las medias
obtenidas con el modelo anterior, se usé el modelo PROC MIXED en SAS (SAS Institute, 1999),
donde las RCSLs se consideraron como efecto fijo, mientras que los bloques y bloques
incompletos dentro de cada repeticion como efectos aleatorios. Las medias minimas
cuadraticas (Least Square Means) se calcularon para las RCSLs y la significancia de la
diferencia con el padre recurrente (Harrington) se obtuvo con el comando diff en SAS. Para el
analisis de correlacion entre las distintas variables se utilizé el coeficiente de correlacién de
Pearson de Microsoft Excel.
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4, RESULTADOS

El ANDEVA realizado para las variables CHO-espigadura, CHO-madurez, indice
cosecha, N° granos/espiga y peso de 1000 granos (Tabla 4.1), permitio determinar que tanto el
ambiente (Cauquenes-secano, Cauquenes-riego y Santa Rosa) como el genotipo (24 RCSLs y
el cv. Harrington) tuvieron efecto en todas las variables (P<0,05), en tanto que la interaccion
genotipo/ambiente solo resulto significativa para N° granos/espiga y rendimiento.

En la localidad de Cauquenes no se registr6 una diferencia estadisticamente
significativa entre las condiciones con riego y secano, debido a la compactacion del suelo que
impidié que se haya obtenido respuesta al riego. Por este motivo se utilizaran para el analisis
los dos ambientes mas contrastantes, Cauquenes-secano y Santa Rosa, sin embargo, se

incluye a Cauquenes-riego en algunas observaciones.

Tabla 4.1. Andlisis de varianza, parametros del ambiente, genotipo y genotipo/ambiente para 6
variables relacionadas con la productividad.

Variables Ambiente Genotipo Genotipo/Ambiente
CHO-espigadura 327,03** 1,94** 0,92
CHO-madurez 548,68*** 2,71% 0,73

Rendimiento 2472,39*** 7,34% 2,38™*

indice cosecha 185,19*** 1,78** 1,26

N° granos /espiga 21,46 4,09 1,43*

Peso 1000 granos 80,95 1,82** 1,19

Valores obtenidos de las medias de cuatro repeticiones y cinco bloques de una poblacién de 24 RCSLs,

mas el cv. Harrington. Valores de significancia: *** p<0,0001; **p: 0,01-0,05; *p<0,05

4.1. Acumulacion y concentracioén final de carbohidratos en el tallo

La acumulacion de CHO mostré importantes diferencias entre los ambientes. En la
localidad de Cauquenes-secano, que corresponde a un ambiente de estrés para el desarrollo de
este cultivo, la concentracién de carbohidratos tanto en el estado de espigadura como madurez
fueron superiores a los observados en Santa Rosa (Figuras 4.1). En Cauquenes-secano, la
concentracion media de CHO de las 24 RCSLs (12,96%) en estado de espigadura fue superior
a la alcanzada por el cv. Harrington (HA; 9,88%) (Fig. 4.1a). Esta tendencia se mantuvo en el
estado de madurez fisiologica, puesto que las RCSLs presentaron un porcentaje de
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acumulacién de carbohidratos (12,63%), superior al alcanzado por cv. HA (11,68%) (Figura
4.1c).

. S SR 10 F 3
I M=5,11
.. 8f a) - B HA=4 43
£ | £
L] 8 m Bk
g8 Cf 2
3 : -
| : oL TR
0 2 4 & 8 W 12 4 W 1B N 0 2 4 € 8 10 12 14 16 18 20
Carbohidratos 8 espigadura (%) Carbohidratcs a espigadura (%)
-|n,[" R Bt o B L L o
c Me2.34
- B ) e HA=354
£ | £
g ;
[
i g
i
oLk . . . L -
0O 2 4 6 8 10 12 14 1 8 0 D2 4 & B 10 12 14 W 18 N0
Carbohidratos & grang maduro (%) Carbohidratos 8 grano maduo (%)

Figura 4.1. Concentracion de carbohidratos de las 24 RCSLs y del cv. Hamrington (HA), en los ambientes
Cauquenes-secano (a,c), Santa Rosa (bd), en el estado de espigadura (a,b) y en madurez fisiolGgica
(c,d). Se indica las medias de las 24 RCSLs (M) y del cv. Hammington (HA).

En Santa Rosa, que corresponde a un ambiente 6ptimo para el desarrollo de la cebada,
el promedio de CHO en el tallo en estado de espigadura de las 24 RCSLs fue de 5,11% y el del
padre HA 4,43%. Pero, en estado de madurez fisioldgica, HA presentd 3,68% de CHO y HA
solo 2,34%.

Nueve RCSLs presentaron diferencias estadisticamente significativas con el cv. HA en
ambos ambientes, en las dos mediciones (Anexo 6). En Cauguenes-secano la RCSL-124 es la
que presentd mayores diferencias con HA en espigadura (17,17% y 9,88%, respectivamente),
clasificada como una linea “no tolerante®, en tanto que en Santa Rosa la RCSL-10 presentd
diferencias significativas con HA en el mismo estado (669 y 4,43%, respectivamente),
corresponde a una RCSL “linea de alto rendimiento®.

El analisis de estos ambientes altamente contrastantes, permite apreciar una clara
diferencia tanto en el porcentaje de CHO en el tallo en estado de espigadura, como en la
movilizacion y traslocacion de éstos hacia el llenado de grano, indicados por los valores de
porcentaje de acumulacién en el estado de madurez fisiologica. En la localidad de Santa Rosa
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se observé que las RCSLs movilizaron un mayor porcentaje de lo acumulado a espigadura,
comparada con Cauquenes-secano donde se observaron mayores porcentajes de CHO, pero
no una clara diferencia entre las dos mediciones (Figura 4.1 c.d).

Los valores medios de CHO por grupos de RCSLs segln respuesta a estrés hidrico
(Tabla 4.2), muestra que los grupos de lineas tolerantes, susceptibles y de alto rendimiento
presentaron en ambas localidades niveles de CHO similares en espigadura, pero distintos en
madurez. En espigadura, los tres grupos presentaron concentraciones de CHO superiores al cv.
HA. Se destaca de este analisis que el grupo clasificado como “susceptibles” obtuvo las
mayores concentraciones medidas en ambos estados de desarrollo de la planta.

Tabla 4.2. Medias (+DE) de concentracion de carbohidratos (% CHO) en el tallo en dos estados
de desarrollo, de 24 RCSLs clasificadas segln respuesta a estrés hidrico y el padre recurrente
Harrington (HA), en dos ambientes: Cauquenes-secano y Santa Rosa.

Cauguenes Secano Santa Rosa
CHO CHO CHO CHO
Espigadura Madurez Espigadura Madurez
Harrington 9,88 11,68 443 3,63
Tolerante (N=8) 13,22+1,45 12,39+1,65 5,16+1,98 1,95+0,70
Susceptibles (N=5) 13,67+2,10 14,43+1,69 5,19+0,54 2,95+1,00
Alto rendimiento (N=11) 12,45+1,30 11,91+1,41 5,051,17 2,32+1,29

4.2. Rendimiento de granos y sus componentes

Ademas de la concentracion de CHO en espigadura y madurez, y con el fin de analizar
la relacion entre esta medicion y rendimiento final de las RCSLs en cada ambiente, se
consideraron las variables rendimiento de grano, peso de 1000 granos, nimero de granos por
espiga e indice de cosecha (Fig. 4.2). En la localidad de Santa Rosa practicamente todas las
variables presentaron valores superiores a la condicién bajo estrés (Cauquenes), excepto
namero de granos por espiga, los que fueron mayores en Cauquenes-secano (Fig. 4.2e y 4.2f).

Al evaluar el valor promedio presentado por el cv. Harrington, se observo que este
superé la media de todas las variables analizadas en los dos ambientes, excepto en peso de
1000 granos donde HA obtuvo una media inferior a la obtenida por las RCSLs tanto en
Cauquenes-secano como Santa Rosa (Figura 4.2c y 4.2d), sin embargo estadisticamente

presenté diferencias significativas con pocas RCSLs.
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Figura 4.2. Rendimiento de granos (a,b), peso de 1000 granos (c.d), nimero de granos por espiga
(e,f) e indice de cosecha (g.h) de 24 RCSLs de cebada y del cv. Harrington, en Cauquenes-secano
(a,c,e.q) y Santa Rosa (b,d.f.h). Medias de 24 RCSLs (M) para las variables y cv. Harrington (HA)

En Santa Rosa, el rendimiento de granos fue la variable que present6 mayores
diferencias estadisticamente significativas entre las RCSLs y el cv. HA, siendo las RCSL-89 y
RCSL-124 las menos productivas (401,05 y 534,75 g m* , respectivamente (Anexo 6)).
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Los valores medios de rendimiento y sus componentes por grupos de RCSLs segun
respuesta a estrés hidrico (Tabla 4.3 y 4.4) indica que el cv. Harrington se ubico por sobre las
RCSLs en rendimiento y N° de granos por espiga, en ambos ambientes.

El nimero de granos por espiga y el peso de los 1000 granos fue similar en los tres

grupos de lineas, en ambos ambientes (Tabla 4.4).

Tabla 4.3. Medias (tDE) de rendimiento e indice de cosecha de 24 RCSLs clasificadas segun
respuesta a estrés hidrico y el padre recurrente Harrington (HA), en dos ambientes: Cauguenes-
secano y Santa Rosa.

Cauquenes Santa Rosa
Rendimiento Indice de Rendimiento Indice de
(g/m?) Cosecha (g/m?) Cosecha
Harrington 270,75 0,32 695,83 0,54
Tolerante (N=8) 223,43429,23 0,30+0,04 629,42161,81 0,50£0,04
Susceptibles (N=5) 211,50456,86 0,30+0,04 591,46+126,97 0,48+0,05
Alto rendimiento (N=11) 229,39+38 45 0,33+0,04 630,39+54,61 0,51£0,04

Tabla 4.4. Medias (+DE) de numero de granos por espiga y peso de los 1000 granos de 24
RCSLs clasificadas segun respuesta a estrés hidrico y el padre recurrente Harrington (HA), en
dos ambientes: Cauquenes-secano y Santa Rosa.

Cauquenes Santa Rosa

N° Peso de N°
granos/espiga 1000 granos granos/espiga

peso de
1000 granos

Harrington 28,95 44 17 25,45 53,65

Tolerante (N=8) 25,60+1,61 47,04+7,26 24,10£1,37 52,47+1,93
Susceptibles (N=5) 27,05+2,91 43,63+3,06 23,78+0,54 55,3415,42
Alto rendimiento (N=11) 26,1413,24 44 97+2 54 23,2942 34 55,16+5,01
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4.3 Relacién entre CHO, rendimiento de grano y sus componentes

El analisis de correlacion entre las variables CHO-espigadura, CHO-madurez,
rendimiento, indice de cosecha, N° granos por espiga y peso de los 1000 granos, indica que
dichas variables presentan un comportamiento totalmente diferente segtn los ambientes en que
se desarrollé el cultivo (Tabla 4.5).

CHO-espigadura presentd una correlacién significativa (p<0,05) con CHO-madurez en
Cauquenes-riego (r=0,43) y Cauquenes-secano (r=0,57). En tanto en Santa Rosa esta variable
se correlaciond negativamente con rendimiento (r=-0,48), indice de cosecha (r=-0,42) y N°
granos por espiga (r=-0,47), y positivamente con peso de los 1000 granos (r=0,44). En tanto
que CHO-madurez obtuvo una correlacién negativa con rendimiento (r=-0,40), en Cauquenes-
riego.

Rendimiento de granos se correlaciond con indice de cosecha en Cauquenes-secano y
Santa Rosa (r=0,42 y r=0,67, respectivamente). En Cauquenes-riego y Cauquenes-secano esta
variable se correlacion6 positivamente con peso de los 1000 granos (r=0,58 y r=0,41,
respectivamente).

El N° granos por espiga presentdé una correlacion negativa con peso de 1000 granos
(r=-0,58), en la localidad de Santa Rosa, no presentando significancia en las otras localidades.
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Tabla 4.5.

Correlaciones de carbohidratos (CHO) a espigadura, madurez fisiologica,

rendimiento de granos (rdto), indice de cosecha (IC), niumero de granos/espiga y peso de los
1000 granos. a) Cauquenes-riego, b) Cauquenes-secano, ¢) Santa Rosa. Se indican con negrita
los valores significativos (p<0,05).

a) Cauquenes-riego

CHO CHO N°
Espigadura Madurez  Rdto |.C. granos/espiga Peso 1000 granos
CHO Espigadura 1
CHO Madurez 0,43 1
Rdto 0,18 -0,40 1
IC 0,27 0,28 0,16 1
N° granos/espiga -0,14 -0,29 0,37 -0,20 1
Peso 1000 granos 0,10 -0,34 0,58 0,09 -0,21 1
b) Cauquenes-secano
CHO CHO N°
Espigadura Madurez Rdto I.C. granos/espiga Peso 1000 granos
CHO Espigadura 1
CHO Madurez 0,57 1
Rdto -0,20 -0,17 1
IC -0,15 -0,35 0,42 1
N° granos/espiga -0,06 0,15 -0,06 -0,02 1
Peso 1000 granos 0,06 -0,06 0,41 0,06 -0,33 1
¢) Santa Rosa
CHO CHO Ne
Espigadura Madurez Rdto I.C. granos/espiga Peso 1000 granos
CHO Espigadura 1
CHO Madurez 0,02 1
Rdto -0,48 -0,39 1
IC -0,42 -0,02 0,67 1
N° granos/espiga -0,47 0,30 0,05 -0,11 1
Peso 1000 granos 0,44 -0,12 -0,03 0,003 -0,58 1
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5. DISCUSION

5.1. Carbohidratos en antesis

Numerosos estudios han confirmado que la acumulacién de carbohidratos en el tallo de
cereales previo a la etapa de antesis es determinante para el llenado de granos y que esta
acumulacién de reservas depende tanto del ambiente como del genotipo (Schnyder, 1993;
Kiniry, 1993; Gonzalez et al. 1999; Kerepesi et al., 2002; Ehdaie et al., 2006b; Bingham et al.,
2007).

Las medias obtenidas por las RCSLs (incluido el cv. Harrington) en el presente estudio,
en cada una de las localidades analizadas durante el periodo de antesis, fueron
significativamente diferentes: 12,84% en Cauquenes-secano y 5,08% en Santa Rosa.
Evaluaciones en trigo realizadas por Reynolds et al. (2008), indican valores de acumulacion de
carbohidratos en esta etapa de desarrollo, en diferentes ambientes, que fluctuaron entre 4,9 y
26,1% en antesis.

En Cauquenes-secano, la RCSL que obtuvo la mayor concentracién corresponde a la
RCSL-124 (17,17%), en tanto que en Santa Rosa fue la RCSL-5 (6,99%), clasificadas como “no
tolerante” y “tolerante” seglin respuesta a estrés hidrico. Esta marcada diferencia se explica
porque en un ambiente adverso las plantas sufren una serie de modificaciones que les permiten
ser mas eficientes en sus procesos y adaptarse al nuevo escenario (Reynolds‘ et al., 2005). Por
lo tanto, estas RCSLs, bajo condiciones de estrés hidrico, expresan su potencial genético,
heredado del padre (H. spontaneum), de donde provendria la habilidad para acumuiar
carbohidratos y que les permitiria sobrevivir en dichas condiciones (Grando et al., 2005).
Schnyder (1993), indica que la acumulacién de carbohidratos es importante principaimente en
localidades donde la disponibilidad de agua en los periodos de antesis y llenado de granos es
limitante e indica que, rendimiento final estaria determinado en gran parte por lo que logran
reservar en sus tallos.

El padre recurrente cv. Harrington presenté porcentajes de CHO en el tallo mas bajos
que la mayoria de las RCSLs; sin embargo, se detectaron diferencias estadisticamente
significativas solo en Cauguenes-secano, lo cual permite sugerir que en el ambiente con déficit
hidrico las RCSLs son mas eficientes en la acumulacion de carbohidratos.

Al analizar la respuesta de las RCSLs en cada uno de los ambientes, la gran diferencia
presentada en los porcentajes de acumulacion, tiene cierta relacién con el tamario de los tallos
(dato no medido) ya que estos son mas pequefios y delgados bajo un ambiente limitante.
Ehdaie et al. (2006a), indica en estudios realizados en trigo bajo condiciones de estrés y

normales, que el tallo reduce en promedio un 9% su largo y un 23% su peso bajo condicion de
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estrés. Estudios previos muestran que las RCSLs de cebada en Cauquenes-secano presentan
=20% de reduccion en la altura de planta, y en consecuencia un menor largo del tallo, en
relacion a Santa Rosa (Inostroza et al., datos no publicados).

Por otro lado Kerepesi et al. (2002), destaca el hecho que aquellos genotipos que
logran una maxima acumulacién de carbohidratos, especificamente fructanos, durante el
periodo de antesis poseen una mayor adaptacién a sequia. Este tipo de reservas también son
definidas como una capacidad buffer para la producciéon de granos cuando se presentan
condiciones adversas para la fotosintesis durante el llenado de granos (Schnyder, 1993; Alvaro
et al., 2008).

5.2. Carbohidratos a madurez fisiolégica

La diferencia presentada en la concentracién de carbohidratos medida en antesis y
luego en madurez fisiolégica, da cuenta de la capacidad de la planta para traslocar estas
reservas desde el tallo hacia los granos durante el proceso de llenado, lo cual es determinado
principalmente por el genotipo y el ambiente (Blum, 1998). Siendo el genotipo mucho mas
importante en post-antesis que en antesis (Ehdaie et al., 2006b).

En Cauquenes-secano se encontré una correlacion positiva entre la acumulacion de
CHO en antesis y en madurez fisioldgica (r=0,57; p<0,05) indicando la significancia que posee
la acumulacioén que logran las plantas en este ambiente. Por otro lado, la media obtenida por las
25 RCSL incluido el cv. Harrington en la localidad de Cauquenes-secano fue de 12,59% y para
Santa Rosa 2,39%. Reynolds et al. (2006), analizaron la concentracion de carbohidratos en
tallos maduros de diferentes lineas de trigo obteniendo valores de 1,6 a 4,1%, datos que son
similares a los obtenidos en este estudio en la localidad de Santa Rosa. En este ambiente, la
RCSL-5 clasificada como “tolerante” al estrés, presentd el porcentaje mas bajo a madurez
(0,84%), en tanto que en Cauquenes-secano el porcentaje mas bajo fue de 9,61%, alcanzado
por las RCSL-90 y RCSL-78 ambas clasificadas como “linea de alto rendimiento en condiciones
de estrés”.

La localidad de Santa Rosa presenta la mayor diferencia entre lo acumulado en antesis
y madurez fisiologica; sin embargo, esto no indica necesariamente que las plantas en
condiciones normales sean mas eficientes en la traslocacion de reservas. Ehdaie et al. (2006b),
basado en trabajos realizados en trigo, sefialan que existen dos componentes relacionados con
la contribucién de carbohidratos solubles al llenado de granos a saber: la capacidad de las
plantas de acumular asimilados en el tallo y luego la eficiencia con que son movilizados y
traslocados al grano, indicando en este mismo estudio que la eficiencia de movilizacion

aumenta bajo sequia. Bingham et al. (2007), realizan un estudio con cebada en diferentes arios
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y sitios de Gran Bretafia, en el cual evaluaron la contribucién potencial de carbohidratos
solubles totales al llenado de grano, observando diferencias significativas, en las medias
obtenidas por los genotipos, en un rango de 11 a 45%.

La contribuciéon de los carbohidratos desde el tallo hacia el llenado de granos, se
presenta principalmente en la Ultima etapa de este periodo como una forma de suplir la
disminucién de la tasa fotosintética que realiza la planta, ya que bajo condiciones de sequia la
tasa de asimilados disminuye significativamente, no asi en condiciones de riego donde esta
produccion contintia durante todo el periodo de llenado de grano (Bingham ef al., 2007). El rol
de la hoja bandera es determinante, ya que es ella la responsable de gran parte de los
asimilados que van al grano, en tanto bajo condiciones de estrés esta no cumple su funcién
(Verma et al., 2004).

El analisis de la respuesta del testigo, cv. Harrington, mostré en la localidad de Santa
Rosa, diferencias significativas entre este genotipo y algunas RCSLs, la mayoria clasificadas
como “susceptibles". Igualmente este grupo fue el que obtuvo los mayores valores en
acumulacion de carbohidratos en ambos estados y ambientes, indicando que si bien fueron mas
eficientes en la acumulacion de reservas antes de antesis, luego la posterior entrega al llenado
de granos fue minima. En tanto las RCSLs correspondientes al grupo de “tolerantes”, fueron las
que mostraron una mayor diferencia entre las mediciones, lo que sugiere una mayor eficiencia

en la movilizacién.

5.3. Rendimiento y sus componentes

La eficacia de las plantas en los diversos procesos que realizan y que les permiten
sobrevivir en condiciones adversas se mide a través del rendimiento final. Los ambientes
considerados en este estudio presentaron claras diferencias en la variable rendimiento cuyas
medias en la zona de Cauquenes-secano y Santa Rosa fueron de 225,56 y 624,91 gm?,
respectivamente.

El periodo de llenado de granos es determinante en el rendimiento (Shakhatreh ef al.,
2001); si las plantas son expuestas a estrés hidrico durante esta etapa, la interaccion
genotipo/ambiente adquiere gran significancia (Sinebo, 2005). En tanto que la disminucién del
rendimiento bajo condiciones de estrés hidrico obedece a una serie de factores que disminuyen
el potencial de acumulacion de materia seca y limitan con ello el rendimiento potencial
(Vazifedoust et al., 2008)

Por otra parte el indice de cosecha, factor que esta directamente relacionado con el
rendimiento, presenté una correlacion significativa en Cauquenes-secano r=0,41 y Santa Rosa

r=0,67 (p<0,05). Richards ef al. (2002), indican que en condiciones de sequia el indice de
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cosecha depende en gran medida de la disponibilidad de agua durante el llenado de grano y de
otros factores como la particién de carbohidratos en pre-antesis (estructurales y solubles); En
lugares con baja disponibilidad de agua, el indice de cosecha depende del uso de este recurso
por las plantas en el periodo de post- antesis.

Al comparar la agrupacion de RCSLs segln su respuesta a estrés hidrico con el cv. HA
en la variable rendimiento, en Santa Rosa fue donde se presentaron las mayores diferencias
estadisticas, lo que concuerda por lo descrito por Inostroza et al. (2007), coincidiendo en las
RCSLs n° 103-116-124-140 clasificadas como “no tolerante” (sensibles). En este mismo estudio
se observaron diferencias entre las temporadas 2004-2005 y 2006-2007 en la misma variable
rendimiento, 1o que coincide con lo reportado por Bingham et al. (2007), en el sentido que no
solo la localidad y genotipo son importantes sino también la temporada (afio). En tanto en la
localidad de Cauquenes-secano ningun grupo superé al cv. Harrington, coincidiendo en parte
por lo descrito por Inostroza et al. (2007), donde las RCSLs no obtuvieron valores de

rendimiento superiores al cv. Harrington.

5.4. Carbohidratos y rendimiento

Varios autores han realizado una estimacion del aporte que significan las reservas de
carbohidratos en el tallo de cereales y su posterior movilizacién al llenado de granos. Entre
ellos, Richards et al. (2002), realizaron ensayos con cereales en ambientes con déficit de agua.
Luego, para establecer la relacion entre movilizacion de reservas desde tallo y hojas hacia el
grano durante el periodo de llenado, pesaron el tallo en las etapas de antesis y madurez
fisioldgica, lo cual le permitié obtener correlaciones de hasta ’= 0,65 (p< 0,01). En tanto en el
presente estudio no se obtuvo una correlacién significativa entre movilizacion de carbohidratos,
presentada como CHO-madurez, y rendimiento en los ambientes contrastantes; Cauquenes-
secano y Santa Rosa.

Por otro lado Richards et al. (2002), estimaron que los carbohidratos son traslocados en
forma de sucrosa y que pueden llegar a representar hasta un 50% del rendimiento final.

La RCSL-5 destacd en Santa Rosa por presentar el porcentaje de acumulacion de
carbohidratos mas alto en etapa de espigadura (6,99%), sin embargo, esto no se reflejé en el
rendimiento final donde alcanzé 549,97 g m?, ubicandose bajo la media de las RCSLs (621,95
gm'z); dicha linea se encuentra dentro del grupo de las “tolerantes” como “muy tolerante” a
condiciéon de estrés. En Cauquenes-secano, esta misma linea tuvo 14,51% en espigadura y
12,98% en madurez, alcanzando un rendimiento de 251,25 gm'2 (ubicandose sobre la media de
las RCSLs (223,67 gm®). Esta situacién permitiria sugerir que tanto el genotipo como el

ambiente cumplen un rol determinante en todas las variables analizadas.
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La RCSL-90 se destacé en Cauquenes-secano con 14,55% de CHO en espigadura y
por presentar un alto nivel de traslocacién (9,61% en madurez). Esta linea esta clasificada como
de "alto rendimiento en condiciones de estrés”, alcanzando un rendimiento de 209,5 gm'z,
También en Santa Rosa, esta linea presento un alto nivel de traslocacion con 4,1% de CHO en
espigaduray 1,7% en madurez; el rendimiento fue de 652,07 gm'z, bajo las condiciones de

esta temporada esta linea no obtuvo mayor respuesta a la condicion de estrés.
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6. CONCLUSIONES

La concentracion de carbohidratos en el tallo representada por las plantas sometidas
a estrés hidrico, fue significativamente mayor que la encontrada en plantas desarrolladas bajo
condiciones de alta disponibilidad hidrica. Por ello el genotipo como el ambiente influyen en el
comportamiento de cada individuo; sin embargo, no fue posible definir bajo cual ambiente la
traslocacion de estas reservas fue mas eficiente.

Tanto el cv. Harrington como las lineas RCSLs expresan su maximo potencial
productivo en la localidad de Santa Rosa, por lo anterior, es en esta localidad donde se
observaron las mayores diferencias significativas en rendimiento. Por otro lado, en el ambiente
con déficit hidrico, Cauquenes-secano, se favorecié la expresion de  caracteristicas
relacionadas con tolerancia a estrés hidrico, aunque los rendimientos obtenidos son muy
inferiores a los observados en Santa Rosa.

Las reservas de carbohidratos acumuladas por las plantas en el periodo previo a la
antesis son determinantes durante la etapa de llenado de granos, lo cual se refleja en el
rendimiento final. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta investigacién corresponden a
una temporada, lo cual no permite establecer una relacion directa entre dicha traslocacion y
rendimiento; para ello seria recomendable repetir estas evaluaciones al menos una temporada
mas.

La interaccién genotipo x ambiente no tuvo una influencia significativa sobre la
expresiéon de las variables consideradas en este estudio, sin embargo tanto genotipo como
ambiente de manera independiente, son altamente determinantes en la expresion de las
caracteristicas relacionadas con tolerancia que permiten a estas lineas expresar al maximo su
potencial productivo.

Los componentes del rendimiento, destaca numero de granos por espiga, que fue
mayor en Cauquenes-secano, indicando que plantas sometidas a estrés necesitan asegurar la

supervivencia de la especie.
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Anexo 1

8. ANEXOS

Clasificacion de las 25 lineas RCSL segun respuesta a estrés hidrico, por Inostroza et al. (2007)

N° LINEA RCSLs CLASIFICACION

1 Harrington Padre cultivado

2 5-RCSL Muy tolerante

3 130-RCSL Tolerante

4 8-RCSL Tolerante

5 95-RCSL Tolerante

6 102-RCSL Tolerante

7 45-RCSL Tolerante

8 41-RCSL Tolerante

9 42-RCSL Tolerante
10 140-RCSL No tolerante
11 116-RCSL No tolerante
12 103-RCSL No tolerante
13 124-RCSL No tolerante
14 89-RCSL No tolerante
15 117 RCSL Linea de alto rendimiento en condicion de estrés
16 82 RCSL Linea de alto rendimiento en condicion de estrés
17 4 RCSL Linea de alto rendimiento en condicion de estrés
18 90 RCSL Linea de alto rendimiento en condicion de estrés
19 115 RCSL Linea de alto rendimiento en condicién de estrés
20 81 RCSL Linea de alto rendimiento en condicién de estrés
21 78 RCSL Linea de alto rendimiento en condicidon de estrés
22 76 RCSL Linea de alto rendimiento en condicion de estrés
23 53 RCSL Linea de alto rendimiento en condicion de estrés
24 2 RCSL Linea de alto rendimiento en condicién de estrés
25 10 RCSL Linea de alto rendimiento en condicion de estrés
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Anexo 2

POTOCOLO PARA DETERMINAR CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS SEGUN
METODO ANTRONA.

1. Congelar eppendorf en nitrogeno liquido indicando el nimero de muestra en tapa y
pared. ‘

2. Pesar y tarar. Volver a ponerlo en nitrégeno y agregar los mg de muestra (entre 100-
150 mg de material vegetal macerado). Pesar el eppendorf con la muestra (anotando el
peso exacto en el cuaderno de laboratorio). Luego agregar 1 mi de etanol 80% + 10
mM Hepes-KOH PH=7,5 lentamente, homogenizar con vortex y poner en hielo. De este
modo se podran ir procesando todas las muestras y se colocaran todas

simultaneamente en el bloque térmico.

3. Incubar en bloque térmico 80°C/20 min. Importante: sobre los tubos poner algo pesado
porque pueden abrirse.

4. Una vez incubados, centrifugar 10 min/1300 rpm. Retirar el sobrenadante y acumulario

en un falcon de 15 ml. Importante: evitar arrastrar residuos.

5. Afadir 1 ml de etanol 80% + 10 mM Hepes-KOH PH=7,5 a cada uno de los
eppendorfs, homogenizar en vortex e incubar nuevamente 80°C/20 min y centrifugar
10min/1300 rpm.

6. Retirar sobrenadante, agregarlo al falcon de 15 ml. Importante: evitar arrastrar residuos

7. Agregar a los eppendorf 1 ml de etanol 50% + 10 mM Hepes-KOH PH=7,5,
homogenizar en vértex e incubar 80°C/20 min en bloque térmico. Centrifugar
10min/1300 rpm, retirar sobrenadante y transferirlo al falcon 15 ml con los anteriores

extractos. Importante: evitar arrastrar residuos

8. Finalmente, afadir a cada uno de los eppendorfs 1 ml de agua tamponada con Hepes,
en concreto la solucion denominada 10 mM Hepes-KOH pH=7,5, homogenizar en
vortex e incubar 20 min/80°C. Tras centrifugar durante 10 minutos recuperar el
sobrenadante en falcon de 15 ml. Importante: la Gltima extraccion se hace con agua
para arrastrar los carbohidratos de elevado peso molecular que hayan quedado
retenidos en el material vegetal, en el caso concreto de la cebada, particularmente

fructanos.
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9. Al final del proceso de extraccion etandlica tendremos del orden de 4 ml de extracto

etandlico en el que se podran valorar los carbohidratos solubles.

Los extractos etandlicos para determinacion de carbohidratos se podran almacenar a -20°C,
previa homogenizacion con el vortex tras las extracciones sucesivas a partir del material vegetal

y transferencia a eppendorfs que permitirdn una mejor ordenacion de muestras durante el

almacenaje a -20 °C.
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Anexo 3

PROTOCOLO DE CURVA DE CALIBRACION Y RECTA DE CALIBRADO CON GLUCOSA

Glucosa 100mM:

Preparacion del estandar de Glucosa para la recta de calibrado con la antrona:
Dilucion glucosa 100 mM:

5ml [100 mM] de HEPES Volumen total = 50ml

32,5 ml etanol Etanol 65%, 10mM HEPES [100 mM]
Agua destilada

Se preparara una solucion Stock de glucosa de concentracion 100 mM 180,16 mg en 10 ml
(peso molecular de la glucosa 180,16, la glucosa empleada ha sido la D-(+) glucosa, sigma ultra
99,5% identificada con el nombre de A. Moya, cédigo: G7528-250g).

Como los extractos etandlicos procedentes de los tallos de cebada han sido extraidos dos
veces con etanol al 80%, 1 vez con etanol al 50% vy la ultima extraccion se ha realizado con 10
mM hepes, significa que la concentracién final de etanol en los extractos es del 65 %. Por este
motivo para que el estandar de glucosa se encuentre en las mismas condiciones que las
muestras, la glucosa en vez de disolverse en agua se disolvera en etanol al 65% (el modo de
preparar el etanol al 65% se detalla arriba y el resto de los etanoles bien al 80 o al 50% se
prepararan de modo similar aunque las cantidades de etanol y agua variaréan en cada uno de
ellos).

Glucosa 10mM: 100p! (glucosa 100mM)+900 pl etanol 65%

Glucosa 5mM: 250 pl etano! + 250 pl glucosa 10 mM
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1. Se numeraran los eppendorfs con las concentraciones deseadas en tapa y pared y se
afiadiran las siguientes cantidades de glucosa (pipeteadas con pipeta P20) y de etanol
al 65% (pipeteado con una P100). De este modo el volumen final sera 100 pl y luego la

antrona se afadira en una cantidad 10 veces superior.

CONCENTRACION GLUCOSA ETANOL 65%
0 100pl

0,25 5l (5mM) 95l

0,5 10 pl (5mM) 90yl

0,75 15 I (5mM) 85l

1 10 pl (10mM) 90l

15 15 pl (10mM) 85l

2 20 Wl (10mM) 80yl

2. Una vez dispuestas las cantidades de etanol y glucosa adecuadas en los eppendorfs se

agregara 1ml (1000 pl) de antrona a cada uno de ellos.
3. Incubar 80°C/20 min en bloque térmico
4. Poner 15 min en hielo

5. Atemperar el extracto durante 10 min a T® ambiente

6. Medir las absorbancias en espectrofotémetro a 620 nm, empleando cubetas de vidrio,
tanto en la referencia como en la celda de medida de muestra. En la celda de referencia, se
colocara el blanco con el que se mediran las muestras. En este caso sera 1 ml de etanol
65%. A continuacién se realizara un autocero del aparato. Los estandares se mediran de
menor a mayor concentracion en la celda numero 2 del espectrofotometro, anotandose la
absorbancia obtenida para realizar la recta de calibracién. Tener precaucién de manipular la
antrona con cuidado para no quemarse ni dafiar el equipo de trabajo. Colocar gran cantidad

de papeles para recoger los restos de antrona entre medidas por capilaridad.
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Anexo 4

PROTOCOLO DE PREPARACION DEL REACTIVO ANTRONA

Mezclar 750 mg de antrona, 430 ml de acido sulftrico concentrado y 100 ml de agua.

Se pesa la antrona y se mide en probeta la cantidad de sulfurico necesaria bajo la vitrina
extractora, midiéndose también la cantidad de agua segun receta. A continuacion se
prepara la mezcla sulfirico-agua en un vaso precipitado vertiendo paulatinamente el acido
sobre el agua, al tratarse de una reacciéon muy exotérmica se realizard en un bafio de hielo
sobre agitador magnético. En la preparacién del reactivo es necesario tener precaucion de
que la mezcla sulfurico/agua esté bien fria pues de lo contrario al afiadir la antrona puede
ocurrir un cambio del color amarillo. Para ello es aconsejable poner un bafio de hielo sobre
un agitador magnético en cuyo interior se colocara el erlenmeyer con el H,SO, y H,0. Se
mantendra en agitacion y se renova el hielo tantas veces como sean necesarias hasta
asegurar que la mezcla esté bien fria (mantener varias horas en hielo). Sera entonces
cuando se afadira la antrona, agitdndose hasta su completa disolucion. La cantidad del
reactivo se observara por su color amarillo transparente. Es necesario considerar que el
reactivo envejece con el tiempo, no siendo aconsejable utilizarlo después de dos semanas
desde su preparacion (el mejor método de almacenamiento seré cubrir el erlenmeyer con

un parafilm, colocarlo en una caja y mantenerlo en un armario alejado de la luz).
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Anexo 5

PROTOCOLO DE PREPARACION DE EXTRACTOS ETANOLICOS PROCEDENTES DE
TALLOS DE CEBADA, PARA LA VALORACION DE LA CONCENTRACION DE
CARBOHIDRATOS SOLUBLES POR EL METODO DE LA ANTRONA.

1. De cada muestra tenemos 4 ml de extracto etanolico almacenado a -20 °C hasta el
momento de la valoracion de los carbohidratos. Este extracto tras su homogenizacion
ha sido fraccionado en eppendorfs.

2. Se tomara un eppendorf por muestra y se colocara en hielo. Al sacarse de -20 °C se
puede apreciar que el extracto muestra un aspecto turbio con pigmentos y materiales
floculados en su interior. Debera de homogeneizarse la muestra con el vortex y tras la
homogenizacién, se centrifugara durante 2 minutos a maxima velocidad. El extracto
perfectamente clarificado se empleara en la valoraciéon de carbohidratos.

3. Hemos hecho pruebas con la antrona en los extractos de cebada y debido a la intensa
coloraciéon verde obtenida con la antrona, hemos tenido que realizar diluciones de las
muestras. Habiéndose comprobado que la dilucién de 30 veces nos genera una

coloracién perfectamente ajustada a la coloracién obtenida en la recta de calibracion.

4. Para diluir las muestras 30 veces el modo de proceder sera el siguiente: Tomar 40 pl
del extracto etanolico original y afiadirlo a un eppendorf con 1160 p! de etanol al 65%
(adicionar dos veces 580 ul de etanol al 65%), de este modo la cantidad final de

extracto sera 1200 pl.

5. Del extracto diluido y homogenizado con el vortex se tomara una alicuota de 100 pl
para la valoracién de los carbohidratos con la antrona.

6. Alos 100 pl de extracto diluido se afiadira 1 ml de antrona.
7. Seincubara la muestra a 80 °C durante 20 minutos.
8. Dejar enfriar en hielo durante 15 minutos.

9. Atemperar la muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente para proceder con
posterioridad a medir la absorbancia a 620 nm frente al blanco de etanol al 65 % del
mismo modo al descrito en la curva de calibracion.

Anotar la absorbancia obtenida para cada una de las muestras. Los datos de absorbancia
obtenidos nos permitiran obtener la concentracion de carbohidratos segun la recta de calibrado.
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Anexo 6

Medias de 24 RCSLs para CHO-espigadura, CHO-madurez, rendimiento, indice de
cosecha, niimero de granos por espiga y peso de los 1000 granos, indicando con (*) los que
obtuvieron diferencias significativas con el padre recurrente Harrington (HA). Se incluye media

de las 24 RCSLs por ambiente a) Cauquenes-secano, b) Santa Rosa.

a)

%CHO %CHO  Rendimiento N° Peso

RCSLs Espigadura Madurez (g/m?) IC granos/espiga 1000 granos (g)

HA 9,88 11,68 270,75 0,32 28,95 4417
Media 12,96 12,63 223,67 0,31 26,15 45,38
10 12,46 11,33 210,50 0,31 25,53 46,16
102 11,82 10,11 241,75 0,29 26,85 42,48
103 13,41 12,09 200,00 0,36 29,83 41,04
115 12,79 14,20 246,75 0,29 26,63 42,63
116 13,04 15,93 256,50 0,31 28,13 43,96
117 12,16 10,74 195,75 0,28 28,98 43,91
124 17,18* 16,25* 215,75 0,31 23,18 45,00
130 13,562 11,56 209,50 0,30 24 .80** 43,51
140 13,28 14,14 263,50 0,31 29,33* 47,88
2 12,37 12,39 211,75* 0,33 29,43 46,18
4 13,67 13,81 194,75 0,30 30,35 42,88
M 11,17 10,61 220,00 0,37 23,90 47,78
42 15,58* 15,42 207,50* 0,25 26,90 4469
45 12,19 12,72 166,75 0,26 23,50 43,01
5 14,51* 12,99 251,25 0,33 26,53 45,36
53 11,93 12,53 190,75 0,33 27,78 42,59
76 13,04 11,35 239,50 0,37 19,75 ‘ 47,81
78 10,16 9,62 320,75 0,32 23,13* 48,41
8 13,18 12,78 256,25 0,31 24,55 64,57
81 10,43 12,10 260,50 0,43 27,20 41,94
82 13,42 12,67 24275 0,33 22,40 48,69
89 11,47 13,78 121,75 0,24 24,83 40,33
90 14,56* 9,62 209,50 0,37 26,48 43,49
95 13,85 12,94 234,50 0,35 27,85 44,96
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b)
HA
Media

10
102
103
115
116
117
124
130
140
2

4
41
42
45
5
53
76
78
8
81
82
89
90
95

4,43
5,11

6.97*
475
4,50
5,34
4,72
541

557
5,27
5,61

4,84
5,36
6,03
6,22
3,99
7,00
4,67
6,86
2,93
4,46
4,93
4,07
5,68
4,12

2,93

3,64
2,34

2.14
2.21

1,78

3,86
2,40
1,52

4,33
2,03
2,66

1,97
2,96
1,00*
3,13
1,48
1,98
5,05
0,84
1,50
2,57
0,94~
3,06
3,68
1,76
1,26*

695,83
621,95

568.75*
667.70
680,20
664,58
725,00

602,08**

543,75***
663,53

607,30

542,70*
669,80

592,73**

540,65
690,63

549,98**

561,45
689,58
705,20
631,23*
652,08
626,05

401,05
652,08
698,95

0,54 25,45
0,50 23,66
0.52 20.00**
0.48 24.35
0,53 23,75
0,55 23,00
0,54 24,43
0,43* 26,33
0,49 24,13
0,53 24,80
0,48 23,00
0,47 23,13
0,49 25,33
0,48 21,05
0,51 24,65
0,56 23,70
0,45* 23,85
0,54 24,65
0,53 18,23
0,52 22,98
0,46 25,60
0,52 24,88
0,58 23,70
0,40** 23,60
0,54 24,00
0,55 24,85

53.65
54,30

69.00**
54.60
54,28
52,98
52,63
53,38
54,58
53,30
64,65"
54,25
52,63
52,40
51,93
48,83
53,50
51,90
59,53
54,03
50,85
52,73
53,75
50,70
52,68
54,40

***p<.0001; ** p<.009-.0001; * p<.05 Diferencias estadisticamente significativas con el padre recurrente Harrington (HA)
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