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A: velocidad de asimilacion fotosintética del CO,
Aa: aminoacidos

ABA: 4cido abscisico

ADP: adenosina difosfato

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNasa: desoxirribonucleasa

ADNCc: ADN complementario
ADP-glucosa: adenosina difosfato glucosa
AGPasa: ADP-glucosa pirofosforilasa
ARN: acido ribonucleico

ARNasa: ribonucleasa

ARNm: ARN mensajero

ATP: adenosina trifosfato

BSA: seroalbumina bovina

C: carbono

Chl: clorofila

CDPK: proteina quinasa dependiente de calcio
C;: concentracién de CO, en los espacios
intercelulares

cv: cultivar

CWINV2: invertasa de pared celular

Cys: cisteina

d.d.s.: dias después de la siembra

DDT: dicloro difenil tricloroetano

DEPC: dietileno Pirocarbonato

DHAP: dihidroxiacetona fosfato

dNTP: desoxirribonucledtidos trifosfato
dATP: desoxiadenosina trifosfato

dGTP: desoxiguanosina trifosfato

dCTP: desoxicitidina trifosfato

dTTP: desoxitimidina trifosfato

E: velocidad de transpiracion

EDTA: acido etilendiamino tetraacético
FAD: flavin adenin dinucleétido

FEH: fructano exohidrolasa

1-FEH: fructano 1-exohidrolasa

6-FEH: fructano 6-exohidrolasa

1-FFT: fructano:fructano 1-fructosiltransferasa
6G-FFT: fructano:fructano 6G-fructosiltransferasa
F-2,6-bisP: fructosa-2,6-bisfosfato
F-2,6-bisPasa: fructosa-2,6-bisfosfatasa
F-1,6-bisPasa: fructosa-1,6-bisfosfatasa
F-1,6-bisP: fructosa-1,6-bisfosfato

F6P: fructosa-6-fosfato

F6P2K: fructosa-6-fosfato-2-quinasa

G1P: glucosa-1-fosfato

G6P: glucosa-6-fosfato

G6PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
gm: conductancia del mesdfilo

GOGAT: glutamato sintasa

GS: glutamina sintasa

g,: conductancia de los estomas

HK: hexoquinasa

Hepes: acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin
etanosulfénico

HPAEC: cromatografia de intercambio anidnico de
alta presion

IC: indice de cosecha

IRGA: analizador de gases en el infrarrojo

Abreviaturas

ISS: indice de sensibilidad a la sequia

Isd: diferencia minima significativa

MES: 4cido 2-etanosulfénico

MOPS: acido 3-propanosulfénico

m.s.n.m.: metros sobre el nivel del mar

N: nitrégeno

NADH: nicotinamida adenina dinucledtido
NAD(P): nicotinamida adenina dinucledtido
(fosfato)

NAD(P)H: nicotinamida adenina dinucleétido
(fosfato) reducido

Nasa: nitrogenasa

NiR: nitrito reductasa

NNEDA: N-naftiletilendiamina

NR: nitrato reductasa

2-0G: 2-oxoglutarato

PAD: detector amperométrico de pulsos
pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
3PGA: 3-fosfoglicerato

6Pgluconato: gluconato-6-fosfato

PGI: fosfoglucosa isomerasa

Pi: fosfato inorganico

PKy,: proteina quinasa Tipo llI

PMS: metasulfato de fenazina

PMSF: fluoruro de fenilmetil sulfonilo

PPi: pirofosfato inorganico

PP2A: proteina fosfatasa del tipo 2A

PVPP: polivinil polipirrolidona

gRT-PCR: PCR cuantitativa en tiempo real
RCSL: linea recombinante con sustitucion de
cromosomas

ROS: especies reactivas de oxigeno
Rubisco: ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa-
oxigenasa

RuBP: ribulosa-1,5-bisfosfato

RWC: contenido hidrico relativo

S6P: sacarosa-6-fosfato

SBE: enzimas ramificadoras de almidon
SED: error estandar de la diferencia

6-SFT: sacarosa:fructano 6-fructosiltransferasa
SLA: area foliar especifica

SPP: sacarosa fosfato fosfatasa

SPS: sacarosa fosfato sintasa

SS: almiddn sintasa

1-SST: sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa
SuSy: sacarosa sintasa

TCA: ciclo de los acidos tricarboxilicos

TEA: trietanolamina

TFs: factores de transcripcion

T.: temperatura de fusion

TP: triosas fosfato

Tre6P: trehalosa-6-fosfato

U: unidades de enzima

UDP-glucosa: uridina difosfato glucosa
UTP: uridina trifosfato

WSC: carbohidratos solubles en agua

WAUE: eficiencia en el uso del agua

y: potencial hidrico foliar






“Si quieres construir un barco, no empieces
por buscar madera, cortar tablas o
distribuir el trabajo, sino que primero has
de evocar en los hombres el anhelo de mar

libre y ancho”
Antoine De Saint Exupery
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Introduccion

Entre los distintos factores ambientales que afectan al crecimiento y la productividad de los
cultivos, tales como la intensidad luminosa, la temperatura, la salinidad, la disponibilidad de agua y
nutrientes, el CO, etc., se considera a la sequia como uno de los principales factores limitantes de la
productividad agricola (Boyer, 1982; Ellis et al., 2000; BeneSova et al., 2012). Incluso las regiones
agricolas mas productivas experimentan anualmente periodos breves de sequia y, ocasionalmente,
pueden llegar a soportar anualidades con una sequia severa. Por lo que los cultivos experimentan
con cierta frecuencia periodos de escasez de agua durante su ciclo vital, cuya intensidad depende de
la incidencia y probabilidad de la pluviosidad, de la evaporacidn y de la capacidad de almacenaje de
humedad de los suelos (Wery et al., 1994; Stanca et al., 2003). Las condiciones climdticas extremas y
el hecho de que aproximadamente un cuarto de la superficie terrestre pertenezca a zonas aridas o
semiaridas hacen que la sequia sea uno de los estreses ambientales mas habituales y con mayores
repercusiones en la produccién alimentaria a nivel mundial (Rouphael et al., 2012). Las previsiones
de cambio climatico global auguran un descenso de las precipitaciones en la cuenca Mediterranea
con periodos de sequia aun mas severos y frecuentes (IPCC, 2013). Prondsticos que agravaran adn
mas las limitaciones en la disponibilidad de agua y comprometeran el crecimiento y rendimiento de
los cultivos en las zonas mds vulnerables (Araus et al., 2002). Con la disminucion de los recursos
hidricos en la agricultura y la necesidad de satisfacer la creciente demanda de alimentos como
consecuencia del incremento de la poblacidn a nivel mundial se requeriran cultivos mejor adaptados
a la sequia (Eisenstein, 2013). La cebada es uno de los cereales mds ampliamente cultivados en areas
mediterraneas (Ullrich, 2010), y el crecimiento y la productividad de la cebada es altamente sensible
a una reduccién en la disponibilidad hidrica del suelo. En dreas mediterraneas, la escasez de lluvias y,
por tanto, la sequia tiene lugar frecuentemente durante la etapa de llenado del grano de los cereales
(Dolferus et al., 2013). Esto puede limitar la fotosintesis y la produccién de asimilados fotosintéticos
que son directamente transferidos al grano, por lo que la redistribucién y translocacién de las
reservas almacenadas durante el desarrollo vegetativo y etapas tempranas de la fase reproductiva
pueden llegar a ser la fuente predominante de asimilados al grano (Schnyder, 1993; Zhang et al.,
2006). Los carbohidratos solubles en agua almacenados en el tallo pueden contribuir en mayor
medida a mantener el suministro de asimilados al grano, lo cual influira en el rendimiento de grano
(Gebbing and Schnyder, 1999; Yang and Zhang, 2006). Los programas de mejora genética han
permitido el desarrollo de genotipos con caracteristicas que confieren adaptabilidad a la sequia. Por
ello, el estudio de la variabilidad genotipica en la capacidad de acumulacién y translocacién de
asimilados al grano en condiciones de escasa disponibilidad hidrica puede ser de utilidad para la
seleccidn de genotipos mas eficientes y con un mayor rendimiento en las condiciones descritas.
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1.1.- Metabolismo del carbono.

El crecimiento y la produccidn de las plantas dependen de la asimilacidn fotosintética del carbono
y de la asimilacién de nutrientes inorgdnicos, de los cuales el nitrégeno es cuantitativamente el mas
importante (Cross et al., 2006), y de los programas de desarrollo que influyen en la eficiencia de la
conversion del carbono en biomasa (Sulpice et al., 2010). La fotosintesis es el proceso bioldgico
fundamental para la vida mediante el cual se produce la conversién de la energia solar en energia
quimica (Medrano and Flexas, 2000) que permite la asimilacion del carbono en compuestos
organicos, carbohidratos, los cuales son utilizados a su vez en la sintesis de otros compuestos como
los acidos orgéanicos, aminoacidos vy lipidos (Geigenberger et al., 2005), los componentes basicos para
la acumulacion de biomasa.

1.1.1.- Asimilacion fotosintética del carbono.

La fotosintesis en plantas comprende dos fases, una primera, la captacién de la energia solar para
generar energia quimica en forma de ATP y poder reductor (NADPH) por medio del transporte
electrénico y la fotofosforilacion. Y una segunda, la utilizacién de estos productos altamente
energéticos para reducir los elementos constitutivos de la materia organica (C, H, O, N, S...) tomados
de fuentes inorgéanicas (agua, CO, atmosférico, nitratos, sulfatos etc.) e incorporarlos a la materia
organica a través de diferentes rutas biosintéticas dentro y fuera del cloroplasto (Lawlor, 1993). La
asimilacion fotosintética del CO, requiere la operaciéon conjunta del ciclo de Calvin-Benson vy la
sintesis de productos finales (Stitt et al., 2010). El ciclo de Calvin-Benson en plantas C; tiene lugar en
el estroma del cloroplasto y comprende tres fases que engloban trece reacciones catalizadas por
once enzimas. El ciclo se inicia con la carboxilaciéon de la molécula aceptora del CO,, la ribulosa-1,5-
bisfosfato (RuBP), por el enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa-oxigenasa (Rubisco) para dar
lugar a dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3PGA) (Fig. 1.1). En una siguiente etapa, reductiva, la
inmensa mayoria del poder reductor y el ATP generados en las reacciones luminosas de la
fotosintesis se utilizan en la reduccidon del 3PGA a triosas fosfato (TP). En una fase final, conocida
como regenerativa, por isomerizaciones, condensaciones y reordenaciones, las TP se emplean para
producir la molécula aceptora del CO,, la RuBP, proceso que requiere también consumo de energia
en forma de ATP (Farquhar et al., 2001; Heldt, 2005). Las TP generadas en el ciclo pueden ser
utilizadas en la sintesis de productos finales como la sacarosa y el almidén a través de rutas
gluconeogénicas fisicamente separadas que tienen lugar en el citosol y el cloroplasto,
respectivamente (Stitt et al., 2010). Ciertos aminoacidos y lipidos son sintetizados también en el
cloroplasto a partir del carbono fijado en la fotosintesis (Geigenberger et al., 2005; Stitt et al., 2010).
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Figura 1.1. El producto de la fijacion fotosintética del CO, son las triosas fosfato, parte de las cuales pueden ser
transportadas al citosol a través del translocador de triosas fosfato para ser transformadas en sacarosa, o bien pueden ser
convertidas en almidén en el cloroplasto. La sacarosa puede distribuirse al resto de la planta o servir de sustrato para la
biosintesis de fructanos en la vacuola. (Adaptado de Heldt, 2005).

En la mayoria de las plantas, los productos primarios de la asimilacién fotosintética del carbono
en las hojas son la sacarosa y el almidén (Zeeman et al., 2007), y la velocidad de sintesis de sacarosa
en el citosol estd coordinada con la velocidad de fijacion de CO, y la sintesis de almidén en el
cloroplasto (Lunn, 2007). Estas rutas estan unidas por el translocador de triosas fosfato en la
membrana del cloroplasto (Fig. 1.1), ya que parte de las triosas fosfato generadas en el ciclo de
Calvin-Benson pueden ser exportadas al citosol en intercambio estequiométrico con fosfato
inorganico (Pi) a través de dicho translocador y servir como fuente de carbono para la sintesis de
sacarosa, o bien pueden ser utilizadas en el cloroplasto para la sintesis de almidén (Heldt, 2005). La
sacarosa es uno de los principales productos de la fotosintesis y el carbohidrato mds cominmente
transportado en plantas vasculares (Aoki et al., 2012). Como tal, proporciona la mayoria de la energia
y el carbono necesario para el crecimiento de drganos no fotosintéticos y para el mantenimiento de
la biosintesis de almiddn, fructanos y reservas de lipidos en semillas, tubérculos, tallos y frutos
(MacRae and Lunn, 2012). La sacarosa es una forma de almacenaje de carbono que a menudo se
acumula en plantas expuestas al frio o la sequia (Pérez et al., 2001; Xue et al., 2008b; Méndez et al.,
2011), actuando como soluto compatible para proteger la integridad celular (Xue et al., 2008b). Y
actua también como molécula senalizadora, modulando la expresidon de genes involucrados en el
metabolismo y desarrollo (Koch, 2004; Osuna et al., 2007). El almidén, por su parte, es el principal
carbohidrato de almacenaje en plantas superiores, se deposita en granulos en los cloroplastos de los
tejidos fotosintéticos y representa un almacenaje transitorio de carbono, que se moviliza durante la
noche para mantener la respiracion, la exportacidn de sacarosa y el crecimiento en la oscuridad
(Scofield et al., 2009). En este contexto, el almidén se ha identificado como el principal integrador en
la regulacién del crecimiento de las plantas frente a cambios en la disponibilidad de carbono (Sulpice
et al., 2009). Ademds, se almacena en amiloplastos en el endospermo, tubérculos y raices, en los que
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desempefia un papel importante en la nutricion de los embriones en germinaciéon y en el
sostenimiento de la propagacion vegetativa.

1.1.1.1.- Sintesis de almidon.

El almidén es un polimero insoluble de glucosa formado por amilosa, un glucano
predominantemente lineal con enlaces a(1-4), y por amilopectina, generalmente el mas abundante
de los dos polimeros, en el que entre los enlaces a(1-4) se intercalan enlaces a(1-6) que generan
ramificaciones en la cadena de glucano (Comparot-Moss and Denyer, 2009). En los cloroplastos y el
endospermo de las semillas, la amilosa y la amilopectina se organizan en granulos de tamafio
variable (Taiz and Zeiger, 2006a). La sintesis de almiddn tiene lugar en los plastidios de plantas
superiores, concretamente, en los cloroplastos en hojas y frutos verdes y en los leucoplastos en
tejidos heterotréficos (Heldt, 2005). El paso inicial en esta ruta biosintética es el catalizado por la
ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), que utiliza la glucosa-1-fosfato (G1P) y el ATP generado
fotoquimicamente para sintetizar la ADP-glucosa y pirofosfato inorganico (PPi) (Fig. 1.1). La ADP-
glucosa generada actiua como el donador inmediato de glucosilos para las diferentes clases de
almiddn sintasas (SS) (Heldt, 2005; Geigenberger, 2011), las cuales permiten la elongacién de las
cadenas de glucano con enlaces a(1-4) de los dos polimeros de almidén insolubles que componen el
granulo, la amilosa y la amilopectina (Geigenberger, 2011). En plantas se conocen cinco tipos
diferentes de SS, la almiddn sintasa unida al granulo que es la responsable de la sintesis de amilosa, y
cuatro SS solubles (SS | a SS IV) involucradas en la sintesis de amilopectina (Geigenberger, 2011). Las
ramificaciones se deben a la accidn de dos tipos de enzimas ramificadoras de almidén (SBE 1y Il), las
cuales difieren en la longitud de la cadena de glucano transferida y en la especificidad de los
sustratos (Bornke and Sonnewald, 2011). La sintesis de almidén requiere también la participacion de
dos tipos de enzimas desramificadoras, las cuales degradan ramificaciones de los glucanos
ramificados y facilitan la cristalizacion dentro del granulo. Estudios genéticos han proporcionado
evidencias de que la accién coordinada de las diferentes isoformas de almiddn sintasas y de las
enzimas ramificadoras y desramificadoras del almidén desempefian un papel importante en la
sintesis de la matriz cristalina del granulo de almidén (Geigenberger, 2011). Y las SS Il y SS IV parecen
ser las responsables de la iniciacién del granulo de almidén (Szydlowski et al., 2009).

En la mayoria de los tejidos, la AGPasa se encuentra exclusivamente en los plastidios. En hojas, la
G1P es sintetizada a partir de un intermediario del ciclo de Calvin-Benson, la fructosa-6-fosfato (F6P),
por la accién concertada de los enzimas fosfoglucosa isomerasa y fosfoglucosa mutasa, mientras que
el ATP es generado por la fotofosforilacion en la membrana tilacoidal. En tejidos no fotosintéticos, la
sacarosa es transformada por una serie de reacciones citosdlicas en glucosa-6-fosfato (G6P), la cual
es importada al amiloplasto en intercambio con fosfato inorgénico a través del translocador G6P/Pi
(Kammerer et al., 1998) donde es convertida en G1P por la fosfoglucosa mutasa plastidial. El segundo
sustrato de la AGPasa, el ATP, procede de la respiracién mitocondrial y es importado al interior de los
plastidios a través de un transportador de membrana ATP/ADP (Tjaden et al., 1998). Sin embargo, en
el endospermo de las semillas de cereales, como cebada, trigo, maiz y arroz, la AGPasa esta
principalmente localizada en el citosol, y la mayoria de la ADP-glucosa necesaria para la sintesis de
almidén se produce en el citosol y debe ser importada al interior de los plastidios via un
transportador especifico (Denyer et al., 1996; Tetlow et al., 2003). Estudios con mutantes han
mostrado evidencias de que la ruta biosintética de almiddn en el endospermo de cereales requiere
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dos pasos adicionales, la AGPasa citosdlica y un transportador de ADP-glucosa, los cuales no se
precisan en otros tejidos de los cereales o en otras especies vegetales (Kirchberger et al., 2007).

Se ha propuesto una ruta alternativa a la ruta de sintesis de almiddn clasica en hojas, que indica
que la ADP-glucosa se sintetiza en el citosol no por la AGPasa sino por el enzima sacarosa sintasa
(SuSy), utilizando ADP y sacarosa como sustratos, la cual es posteriormente importada al cloroplasto
para sintetizar almidén (Baroja-Fernandez et al., 2004; Mufioz et al.,, 2005). Esta nueva ruta
biosintética del almidén ha sido objeto de considerable debate (Neuhaus et al., 2005; Lunn, 2007).

La reaccidn catalizada por la AGPasa plastidial se considera el principal paso limitante del proceso
biosintético, por tratarse de un enzima altamente regulado en todas las plantas analizadas (Ballicora
et al.,, 2004). La AGPasa es un heterotetramero compuesto de dos subunidades grandes y dos
pequefias (Okita et al., 1990), las cuales son necesarias para el dptimo funcionamiento del enzima,
aunque la contribucidn de cada una de ellas no es equivalente (Iglesias et al., 1993). Las subunidades
grandes desempefian mas un papel regulador, y las pequefias poseen propiedades cataliticas y
reguladoras (Cross et al., 2004). La investigacion de la regulacion a nivel transcripcional de la AGPasa
ha mostrado que la sacarosa y la glucosa aumentan la expresion de varios de los genes que codifican
la AGPasa en plantas (Miller-Réber et al., 1990; Sokolov et al., 1998; Tiessen et al., 2003), y la
trehalosa incrementa también los niveles de transcritos de uno de los genes que codifica la
subunidad grande de la AGPasa en Arabidopsis (Wingler et al.,, 2000), mientras que el nitrato
(Scheible et al., 1997b) y el fosfato (Nielsen et al., 1998) disminuyen la expresidon del enzima. Este
tipo de control a nivel transcripcional podria permitir que la acumulacion de almidén responda a
alteraciones en el estado nutricional o de carbono de la planta y del ambiente (Geigenberger, 2011).

Se ha observado que las variaciones en los niveles de transcritos de los genes que codifican la
proteina frecuentemente no se correlacionan con cambios en la cantidad de proteina y/o la actividad
del enzima, lo que sugiere mecanismos de regulacién adicionales a nivel post-transcripcional (Gibon
et al., 2004a). Existen evidencias de que la AGPasa de tejidos fotosintéticos y heterotréficos, con la
excepcion del endospermo del trigo y la cebada, es alostéricamente activada por 3PGA e inhibida por
Pi (Tetlow et al., 2004), lo que permite que la velocidad de sintesis de almidén aumente cuando los
intermediarios fosforilados se acumulan y el Pi disminuye en el estroma (Ballicora et al., 2004). Dicha
regulacién alostérica posibilita que se ajuste la velocidad de sintesis de almidén en respuesta a
cambios en el balance entre la fotosintesis y la sintesis de sacarosa en las hojas (Stitt et al., 1987) y
entre la hidrdlisis de sacarosa y la respiracion en los tubérculos (Geigenberger et al., 1998).

La AGPasa estd sujeta a una regulacion redox post-traduccional que involucra la formacién de un
puente entre moléculas de cisteina (Cys82) de las dos subunidades pequefias del enzima. Este tipo de
control del enzima conlleva a que la forma reducida y activa de la AGPasa muestre ambas
subunidades pequefias como un mondmero, y en la forma oxidada e inactiva se encuentren como un
dimero (Tiessen et al., 2012). La reduccion de la AGPasa incrementa la afinidad del enzima por los
sustratos y la sensibilidad por el activador alostérico 3PGA, a la vez que disminuye la sensibilidad a la
inhibicidn por Pi. La iluminacion de hojas o de cloroplastos aislados conduce a una rdpida activacion
redox de la AGPasa, la cual desaparece completamente en la oscuridad (Hendriks et al., 2003).
Estudios con plantas transgénicas han mostrado que la regulacidn redox contribuye a la coordinacion
de la sintesis y degradacion de almidon en respuesta a un ciclo de luz/oscuridad (Stitt et al., 2010). Se
ha indicado también que la regulacién alostérica de la AGPasa en respuesta a cambios en las
concentraciones de 3PGA y Pi en los plastidios podria proporcionar un mecanismo adicional para la
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modulaciéon de la biosintesis de almiddn a transiciones de luz/oscuridad. Ambos tipos de regulacién
de la AGPasa parecen estar interrelacionados y podrian actuar sinérgicamente induciendo la
activacion de la sintesis de almiddn en la luz y su inactivacién en la oscuridad (Stitt et al., 2010;
Geigenberger, 2011).

A lo largo de un ciclo diurno de luz/oscuridad tienen lugar alteraciones en el balance de carbono
de la planta. En hojas de Arabidopsis, se ha observado un aumento de la activacién redox de la
AGPasa durante el dia cuando los carbohidratos foliares se acumulan, efecto que puede llegar a ser
mas pronunciado cuando la utilizacién del carbono para el crecimiento disminuye (Hendriks et al.,
2003; Gibon et al., 2004b). Ademas, en hojas incubadas con sacarosa o glucosa en la oscuridad se ha
encontrado también una activacién redox de la AGPasa y de la sintesis de almiddn, efecto que fue
dependiente de los azlcares e independiente de la luz (Hendriks et al., 2003; Kolbe et al., 2005),
mientras que la iluminacion de las hojas condujo a una activacién adicional. Esto parece indicar que
las activaciones redox de la AGPasa dependientes de los azlcares y de la luz pueden ser aditivas
(Hendriks et al., 2003). Aun cuando se desconoce el mecanismo implicado, se ha propuesto que un
intermediario fosforilado de la biosintesis de trehalosa, la trehalosa-6-fosfato (Tre6P), podria ser la
molécula sefial en la ruta de transduccién que media la activacion redox de la AGPasa dependiente
de sacarosa (Kolbe et al., 2005; Lunn et al., 2006), a la vez que podria también estar involucrada en la
comunicacion entre el citosol y el cloroplasto (Lunn, 2007). Se ha observado que el suministro de
Tre6P a cloroplastos aislados promueve la activacion redox de la AGPasa (Kolbe et al., 2005) y que los
niveles de Tre6P se correlacionan con los de sacarosa (Lunn et al., 2006). De manera que la
acumulacién de sacarosa en la hoja podria acompanarse de un aumento de los niveles de Tre6P en el
citosol, y el incremento de dicho metabolito podria inducir la activacién de la AGPasa en el
cloroplasto, lo que facilitaria el desvio de fotosintatos desde la sacarosa hacia el almidén vy
mantendria la fijacién del CO, (Lunn, 2007).

1.1.1.2.- Sintesis de sacarosa.

La sacarosa es un disacarido formado por glucosa y fructosa. Su sintesis tiene lugar
fundamentalmente en el citosol de las células del mesdfilo de las hojas (Koroleva et al., 1998) a partir
de las triosas fosfato exportadas desde el cloroplasto, las cuales se emplean en la sintesis de
fructosa-1,6-bisfosfato, que una vez hidrolizada por la fructosa-1,6-bisfosfatasa (F-1,6-bisPasa)
produce fructosa-6-fosfato, la molécula aceptora para la reaccion catalizada por la sacarosa fosfato
sintasa (SPS) (Fig. 1.2). La isomerizacion de la F6P por la fosfoglucosa isomerasa genera glucosa-6-
fosfato, que es transformada en glucosa-1-fosfato por la fosfoglucosa mutasa. La G1P permite la
sintesis de UDP-glucosa, en la reaccidon catalizada por la UDP-glucosa pirofosforilasa, que es el
donador de grupos glucosilos en la reaccién catalizada por la sacarosa fosfato sintasa. Dicho enzima
cataliza la penultima reaccidn en la sintesis de sacarosa, la formacion de sacarosa-6-fosfato (S6P) a
partir de UDP-glucosa y F6P, la cual es posteriormente hidrolizada a sacarosa por la sacarosa fosfato
fosfatasa (SPP) (Lunn and Ap Rees, 1990; Lunn and MacRae, 2003). La ruta de sintesis de sacarosa
opera tanto en tejidos fotosintéticos como heterotréficos (Huber and Huber, 1996).

La coordinacién de la sintesis de sacarosa en el citosol con la fijacidn fotosintética del CO, y la
sintesis de almiddn en el cloroplasto involucra cambios en las concentraciones de varios metabolitos
en el estroma y el citosol, como las triosas fosfato, hexosas fosfato y fosfato inorganico, los cuales
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modulan las actividades de los enzimas claves en el control de esta ruta biosintética, la F-1,6-bisPasa
y la SPS, y regulan el flujo de fotoasimilados en sacarosa (Stitt et al., 1987). La F-1,6-bisPasa es
fuertemente inhibida por el metabolito fructosa-2,6-bisfosfato (F-2,6-bisP), mientras que la SPS es
alostéricamente activada por la G6P e inhibida por Pi (Huber and Huber, 1996). La F-2,6-bisP es
sintetizada y degradada por un enzima bifuncional que tiene ambas actividades, la fructosa-6-
fosfato-2-quinasa (F6P2K) y la fructosa-2,6-bisfosfatasa (F-2,6-bisPasa), respectivamente, y esta
sujeto a una compleja regulacién alostérica mediada por metabolitos (Villadsen and Nielsen, 2001).
La actividad F6P2K es estimulada por F6P y Pi e inhibida por 3PGA y dihidroxiacetona fosfato,
mientras que la actividad F-2,6-bisPasa es inhibida por F6P y Pi. Esta regulaciéon permite que los
niveles de F-2,6-bisP respondan sensiblemente a la disponibilidad de fotosintatos y a la acumulacidn
de sacarosa (Nielsen et al., 2004).

Activadapor
Fosfato

FGP

Inhibida por
DHAP
3-fosfoglicerato

ESTROMA CITOSOL

ADP ATP

7 *\—’ TP «—— " F-1,6-bisP

P [ < F-2,6-bisP | | RaE

F-1,6-hisPasa
et

e

GIP «—= G6P T F6P :
: p -
uTpP | | Inhibida por
‘%x Fosfato
PP FEP
UDP-glucosa ’ ;
| . > 7| [«
S6P
P
Sacarosa

Figura 1.2. Conversion de las triosas fosfato en sacarosa en el citosol. Se muestran los dos enzimas claves en la regulacion
de esta ruta biosintética, la fructosa-1,6-bisfosfatasa citosdlica y la sacarosa fosfato sintasa. La fructosa-1,6-bisfosfatasa es
inhibida por la fructosa-2,6-bisfosfato cuyos niveles dependen de los enzimas responsables de su sintesis y degradacion. Se
representa la regulacidon por efectores alostéricos de dichos enzimas, (-) inhibicidn y (+) activacion. (Adaptado de Heldt,
2005).

Finalmente, la sacarosa fosfato sintasa es una de las pocas proteinas conocidas que es regulada
por fosforilacién reversible, ademds de ser regulada por efectores alostéricos y recambio de proteina
(Winter and Huber, 2000). En varias especies vegetales, se ha mostrado que durante las transiciones
oscuridad/luz la SPS se activa por desfosforilacién catalizada por una proteina fosfatasa del tipo 2A
(Reimholz et al., 1994; Geigenberger et al., 1997) y la inactivacion en la oscuridad tiene lugar por
fosforilacién mediada por una proteina quinasa del tipo Il (PK;) (Toroser and Huber, 1997) de las
que se han descrito al menos dos tipos implicadas en la fosforilacion de la SPS. Una SnRK1
relacionada con las proteinas quinasas de sacarosa no fermentantes de levadura (SNF1) que parecen
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modular las SPS de dicotileddneas, y una proteina quinasa dependiente de calcio (CDPK) que podrian
fosforilar las SPS de monocotiledéneas (Huang and Huber, 2001). La SPS es alostéricamente activada
por G6P e inhibida por Pi como se ha indicado anteriormente. Y dichos metabolitos no sélo acttan
como efectores alostéricos del propio enzima, sino también como efectores de los enzimas de
interconversion de la SPS. El Pi inhibe la PP2A y la G6P inhibe la PK;, (Weiner et al., 1993). Por ello,
cualquier cambio metabdlico tendra implicacién en la regulacién de la velocidad de sintesis de
sacarosa con la asimilacion fotosintética (Lunn, 2007).

1.1.1.3.- Sintesis de fructanos.

Junto a la sacarosa y el almiddn existe un tercer carbohidrato de reserva en plantas, los fructanos,
y entre las especies acumuladoras de estos carbohidratos destacan los cereales de gran cultivo, como
el trigo y la cebada (Pollock and Cairns, 1991). Los fructanos son polimeros lineales o ramificados de
fructosa derivados de la sacarosa (Lasseur et al., 2006). Constan de una molécula de sacarosa con
fructosas adicionales unidas en las posiciones B(2-1) y/o B(2-6) (Gadegaard et al., 2008). Los
fructanos se sintetizan a partir de sacarosa en la vacuola por un grupo de fructosiltransferasas que
pertenecen a una familia de 32 enzimas glucdsido hidrolasas de plantas (Van den Ende et al., 2011).
La incorporacion de una molécula de fructosa a uno de los tres grupos alcoholes primarios de la
sacarosa da lugar a uno de los tres trisacdridos bdsicos, 1-kestosa, 6-kestosa o 6G-kestosa
(neokestosa) (Fig. 1.3), los cuales son los precursores de todos los fructanos de mayor grado de
polimerizacién. Las uniones entre el C2 de una fructosa y el grupo alcohdlico primario del C1 o C6 de
otra dan lugar a las uniones B(2-1) (inulina) o B(2-6) (levano), respectivamente (Chalmers et al.,
2005).

Al igual que el almiddn, los fructanos sirven como polisacdridos de almacenaje en plantas. Se
almacenan predominantemente en la vacuola y pueden encontrarse tanto en el grano como en
drganos vegetativos - tallo, hojas y raices - dependiendo del estado de desarrollo de la planta y las
condiciones ambientales, tales como la intensidad luminosa, la temperatura y la disponibilidad
hidrica y nutricional (Morcuende et al., 2004; Yang et al., 2004; Morcuende et al., 2005; Verspreet et
al., 2013). Junto a su papel como reserva de carbohidratos, los fructanos confieren tolerancia al frio y
a la sequia (Pilon-Smits et al., 1995; De Roover et al., 2000; Kawakami et al., 2008), contribuyen al
mantenimiento del potencial osmatico, participan en la estabilizacion de las membranas (Hincha et
al., 2000) y desempefian un papel importante durante el llenado del grano (Joudi et al., 2012;
Verspreet et al., 2013). Recientemente, se ha sugerido que podrian contrarrestar el estrés oxidativo
(Peshev et al., 2013).
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Figura 1.3. Estructura molecular de los tres trisacaridos precursores de los fructanos de plantas. Todas las estructuras
resultan de la adicion de un residuo de fructosa a la sacarosa (consta de una molécula de glucosa y otra de fructosa, se
resalta en negrita en la imagen). Se indican las uniones B(2-1) y B(2-6). (Adaptado de Chalmers et al., 2005).

Los fructanos poseen diferentes estructuras y difieren unos de otros por la longitud de la cadena
(grado de polimerizacién, que puede oscilar entre tres y cientos de unidades de fructosas), las
ramificaciones, el tipo de uniones entre fructosas adyacentes y la posicién del residuo de glucosa
(Lasseur et al., 2011). En plantas se han identificado cinco tipos de fructanos segln su estructura:

a) inulina lineal: derivados de la 1-kestosa con uniones (2-1). Este tipo de fructanos
se encuentra frecuentemente en plantas del género Asterales.

b) inulina neoseries: derivados de la neokestosa con uniones B(2-1).

c) levano: derivados de la 6-kestosa con uniones B(2-6). Se encuentran presentes en
el género Poaceae.

d) levano neoseries: derivados de la neokestosa con uniones 3(2-6).

e) levano mixto: derivados de la 1-kestosa y 6-kestosa con uniones B(2-1) y B(2-6).
Se conocen mas comuUnmente como fructanos del “tipo gramineas” y se
componen de unidades de fructosa con uniones (2-6) y ramificaciones B(2-1).

En plantas superiores se han descrito cuatro tipos de fructosiltransferasas que catalizan la sintesis
de los diferentes tipos de fructanos: la sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST) permite la
transferencia de una fructosa de una molécula de sacarosa a otra para generar 1-kestosa y glucosa
(Kawakami and Yoshida, 2005). La sacarosa:fructano 6-fructosiltransferasa (6-SFT) transfiere la
fructosa de una sacarosa donadora a la 1-kestosa para formar la 1,6-kestotetraosa y facilita también
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la elongacién de las moléculas de fructanos por transferencia de fructosilos desde la sacarosa a
fructanos con uniones B(2-6) (Duchateau et al., 1995; Rao et al., 2011). La fructano:fructano 1-
fructosiltransferasa (1-FFT) cataliza la unién de la fructosa de un fructano a otro o a la sacarosa,
generando uniones B(2-1) (Kawakami and Yoshida, 2005). La fructano:fructano 6G-
fructosiltransferasa (6G-FFT) transfiere la fructosa de una molécula de fructano al residuo glucosilo
de otro fructano o sacarosa y facilita la posterior elongacion de la cadena con uniones B(2-1) o B(2-6),
lo que permite la formacidon de fructanos del tipo inulina neoseries o levano neoseries,
respectivamente (Chalmers et al., 2005).

Las plantas dicotiledéneas acumulan predominantemente fructanos de la serie inulina (Van Laere
and Van den Ende, 2002) y las monocotiledéneas producen mezclas de tipos de fructanos (Chalmers
et al., 2005). En trigo y cebada predominan los fructanos estructuralmente mas complejos del tipo
levano mixto o gramineas (Bancal et al., 1992). A pesar de la amplia variabilidad de fuctanos
descritos en plantas no se ha encontrado hasta el momento ninguna especie vegetal que contenga
los cuatro genes que codifican las cuatro fructosiltransferasas involucradas en la sintesis de fructanos
Yy que posean a su vez los cinco tipos de fructanos que se han aislado en plantas. En trigo se han
clonado y caracterizado el maximo nimero de fructosiltransferasas - la 1-SST, 1-FFT y 6-SFT -
(Kawakami and Yoshida, 2005), las cuales parecen estar involucradas en la biosintesis de fructanos
del tipo gramineas (Yoshida et al., 2007). La 6G-FFT no se ha mostrado que exista en trigo y se sabe
que la cebada carece de dicho enzima (Lasseur et al., 2011). En otras especies vegetales, como es el
caso de la cebolla, se ha mostrado que las enzimas 1-SST y 6G-FFT parecen ser suficientes para la
sintesis de los tipos de fructanos naturalmente presentes en esta planta (Ritsema and Smeekens,
2003; Weyens et al., 2004). En cebada, se ha propuesto un modelo que comprende la 1-SST y la 6-SFT
para la biosintesis de fructanos del tipo gramineas (Duchateau et al., 1995; Wiemken et al., 1995). En
el que la 6-SFT cataliza la formacién de bifurcosa (1,6-kestotetraosa), empleando sacarosa como
donador fructosilo y 1-kestosa (producida por la 1-SST) como aceptor fructosilo. La 6-SFT también
cataliza la elongacién de las moléculas de fructanos transfiriendo fructosilos desde la sacarosa a
fructanos con uniones [(2-6) (Duchateau et al., 1995). El estudio del patron de expresidn génica y la
actividad de los enzimas 1-SST y 6-SFT en hojas de cebada separadas de la planta ha mostrado que la
1-SST desempena un papel crucial como enzima que controla el flujo del carbono hacia la biosintesis
de fructanos (Nagaraj et al., 2004). Si bien, en condiciones ambientales cambiantes, la 6-SFT puede
llegar a desempefiar un papel importante como enzima regulador clave de la biosintesis de
fructanos. La expresién de los genes que codifican la 1-SST y 6-SFT en trigo parece ser modulada por
un factor de transcripcion R2R3-MYB, el cual estd estrechamente co-regulado con dichas
fructosiltransferasas (Xue et al, 2011). Y las proteinas quinasas y las fosfatasas parecen estar
involucradas en la induccidn de las fructosiltransferasas (Martinez-Noél et al., 2009).

La acumulacién de fructanos en plantas de trigo y cebada es influenciada por factores
ambientales y genéticos (Ehdaie et al., 2006b; Ruuska et al., 2006; Mclntyre et al., 2011). Se ha
mostrado que tanto la iluminacidon como la sacarosa incrementan la sintesis de fructanos (Nagaraj et
al., 2001; Morcuende et al., 2004), ya que la sacarosa es no solo el sustrato para la sintesis de
fructanos sino que induce también la expresion génica (Miiller et al., 2000; Ruuska et al., 2008; Xue
et al., 2011) y la actividad (Mdiller et al., 2000; Joudi et al., 2012) de las fructosiltransferasas cuando
se suministra exégenamente. La trehalosa, un disacarido homélogo a la sacarosa, induce la actividad
y, en menor extension, el nivel de expresidn de la 6-SFT (Miiller et al., 2000). Y las hexosas
susceptibles de ser fosforiladas por la hexoquinasa no incrementan la acumulacion de fructanos, lo
gue sugiere que la regulacién de la biosintesis de fructanos por carbohidratos es independiente de la

12



Introduccion

hexoquinasa y parece depender de la sensibilizacidon por sacarosa (Miiller et al., 2000). A diferencia
de los carbohidratos, que inducen la acumulacién de fructanos, otros nutrientes, como el nitrato y el
fosfato, disminuyen el contenido de dichos azucares (Morcuende et al., 2004; 2005). El nitrato es una
sefial negativa para la expresion de al menos una de las fructosiltransferasas, la 6-SFT, e
independiente de la sefializaciéon por carbohidratos (Morcuende et al., 2004). Y el fosfato disminuye
la actividad sacarosa fosfato sintasa y reduce los niveles de sacarosa, el sustrato para la biosintesis de
fructanos (Morcuende et al., 2005). Ademas, ciertos estreses ambientales, como la sequia (Xue et al.,
2008b), las temperaturas bajas (Pérez et al., 2001), la reduccion del tamafio del colector (Martinez-
Carrasco et al., 1993), la deficiencia en nitrégeno (Wang et al., 2000) y el CO, elevado (Pérez et al.,
2005; Aranjuelo et al., 2011) conducen a una mayor acumulacion de fructanos.

La acumulacién y removilizacion de fructanos en plantas involucra la accién concertada de las
fructosiltransferasas y las fructano exohidrolasas, las cuales estan estrecha y coordinadamente
reguladas, junto a las invertasas (Joudi et al., 2012). La degradacién de fructanos es catalizada por las
fructano exohidrolasas (FEH) que liberan unidades de fructosa terminales. Se han aislado diferentes
isoformas de FEH, que incluyen la fructano 1-exohidrolasas (1-FEH) y la fructano 6-exohidrolasas (6-
FEH), que hidrolizan los fructanos con uniones B(2-1) y B(2-6), respectivamente (Van den Ende et al.,
2004). Las fructano exohidrolasas se regulan a nivel transcripcional, de manera que los niveles de
transcritos de las fructano exohidrolasas se relacionan con variaciones en el contenido de fructanos
(Xue et al., 2008b). Un aumento de actividad 1-FEH se ha encontrado durante la removilizacién de
fructanos desde el tallo al grano en crecimiento (Van den Ende et al., 2003). Las invertasas acidas
también pueden degradar oligofructanos, si bien hidrolizan preferentemente sacarosa. Dependiendo
de su localizacion celular se distinguen dos tipos: las invertasas de pared celular que se encuentran
en el apoplasto y las vacuolares (Lammens et al., 2009). Las isoformas de invertasas de paredes
celulares son mas activas en semillas en desarrollo y pueden estar involucradas en la particion de
sacarosa (Eschrich, 1989) y en la osmoregulacién (Meyer and Boyer, 1981). Mientras que las
invertasas acidas solubles o vacuolares regulan los niveles de hexosas/sacarosa en las vacuolas
(Winter and Huber, 2000). Se ha observado que algunas invertasas de pared celular no muestran
actividad invertasa, y estudios con plantas de tabaco defectivas en invertasas de pared celular
sugieren que dichas invertasas podrian desempefiar una funcién reguladora de la actividad de las
invertasas de pared celular activas (Le Roy et al., 2013).
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1.1.2.- Metabolismo del nitrégeno.

1.1.2.1.- Asimilacidn del nitrégeno.

Los requisitos basicos para el crecimiento y la produccién de biomasa de las plantas son la luz, el
agua, el CO, y los elementos minerales. Entre los nutrientes minerales, el nitrégeno (N) es el
macronutriente mas importante y crucial para el desarrollo de las plantas (Marschner, 1995). Es
esencial para la sintesis de aminodacidos, los constituyentes principales de las proteinas, acidos
nucleicos, clorofilas y otros metabolitos y componentes celulares (Campbell, 1999; Stitt et al., 2002).
Las plantas demandan mayores cantidades de nitrogeno que de ningun otro elemento mineral. Ese
mayor requerimiento se refleja en la gran cantidad de N invertido en proteinas fotosintéticas,
particularmente en Rubisco, y en proteinas cosechadoras de la luz (Zhu et al., 2008), lo que facilita el
uso dependiente de la luz del CO,, el agua y el nitrdgeno inorganico en la produccidon de
carbohidratos, 4cidos organicos y aminodcidos, los componentes basicos necesarios para la
acumulacién de biomasa (Nunes-Nesi et al., 2010). La cantidad y la fuente de nitrogeno afecta a la
absorcién, asimilacion y distribucion del N entre los diferentes érganos (Campbell, 1999) y a la
regulaciéon de muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas, tales como la arquitectura
de la raiz, la razon tallo/raiz, la senescencia foliar, la floracion etc. (Scheible et al., 2004; Vidal and
Gutiérrez, 2008). Por ello, el nitrégeno es un factor determinante de la capacidad fotosintética y la
productividad de los cultivos (Nunes-Nesi et al., 2010).

En plantas, el nitrato y el amonio son absorbidos por las raices y su asimilacion puede tener lugar
en las raices o en la parte aérea de la planta dependiendo de la especie vegetal, de la concentracién
exdgena de nitrogeno y de la temperatura e intensidad luminosa (Smirnoff and Stewart, 1985). La
asimilacidon del nitrégeno inorganico en compuestos organicos nitrogenados es energéticamente
costosa, ya que requiere equivalentes de reduccidn, ATP y esqueletos carbonados, especialmente
cuando el nitrato es la principal fuente de N. Cuando el N inorgdnico es asimilado en las raices, la
energia y los esqueletos carbonados provienen de la respiracion de la sacarosa, la cual es importada
desde las hojas. Alternativamente, el nitrato y el amonio pueden ser asimilados en las hojas después
de ser transportados desde las raices a través del xilema. La velocidad de asimilacion de N en hojas es
mucho mayor en la luz que en la oscuridad (Scheible et al., 1997a; Matt et al., 2001), resaltando la
importancia del metabolismo fotosintético en la provisién de poder reductor, ATP y carbohidratos en
este proceso bioldgico vital. Ello muestra la estrecha coordinacion existente entre la asimilacidn de
nitrégeno vy la fotosintesis, y su integracion con la respiracion y la fotorrespiracion. Y evidencia que
las plantas poseen mecanismos de regulacion complejos, que coordinan la asimilacidn de nitrégeno
con el metabolismo del carbono, la disponibilidad de nutrientes y otros factores ambientales, y la
demanda para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Nunes-Nesi et al., 2010). La particién del
carbono asimilado entre la sintesis de acidos organicos, almidén y sacarosa es notablemente
modificada por la disponibilidad de N, lo que sugiere que tienen lugar mecanismos de regulacién en
respuesta al nitrdgeno tanto a nivel transcripcional como post-traduccional (Scheible et al., 1997c;
Stitt et al., 2002; Foyer et al., 2007). La interaccion del metabolismo del C y del N involucra cambios
en la expresién génica y en la actividad de enzimas claves del complejo entramado metabdlico
mediada por sefiales derivadas del nitrato, el amonio y metabolitos que contienen nitrégeno, como
la glutamina, el glutamato y el aspartato, ademas de sefiales del metabolismo del carbono (Coruzzi
and Zhou, 2001; Scheible et al., 2004; Osuna et al., 2007, Miller et al., 2008). Estas sefales
metabdlicas interaccionan con hormonas, como las citoquininas, que responden a la disponibilidad
de nitrégeno y regulan el metabolismo y el desarrollo (Coruzzi and Zhou, 2001; Argueso et al., 2009).
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Los niveles de NADH desempefian también un papel crucial en la asimilacién de amonio y nitrato
(Dutilleul et al., 2005).
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Figura 1.4. Esquema de la asimilacion del nitrégeno inorganico (N) en compuestos organicos nitrogenados en plantas
superiores. Se resaltan en color verde las principales enzimas implicadas: NR: nitrato reductasa, NiR: nitrito reductasa,
Nasa: nitrogenasa, GS: glutamina sintetasa, GOGAT: glutamato sintasa. La asimilacién final del amonio a través de la ruta
GS/GOGAT facilita la formacion de glutamina y glutamato, los precursores de todos los compuestos nitrogenados en
plantas. (Adaptado de Andrews et al., 2013).

La principal fuente de nitrdgeno en plantas superiores es el nitrato, que actia no sélo como
nutriente sino como molécula sefial (Stitt et al., 2002; Vidal and Gutiérrez, 2008). En hojas, la nitrato
reductasa (NR) cataliza el primer paso del metabolismo primario del nitrégeno, la reduccion del
nitrato a nitrito en el citosol usando equivalentes de reduccion proporcionados por el NADH. El
producto de la reaccidn, el nitrito es transportado y reducido a amonio en los plastidios por la nitrito
reductasa, el cual es posteriormente incorporado en aminoacidos (Campbell, 1999). La asimilacion
del amonio a través de la ruta GS/GOGAT catalizada por la accién combinada de la glutamina
sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT) facilita la formacién de glutamina y glutamato (Forde
and Lea, 2007; Andrews et al., 2013) (Fig. 1.4). Dichos aminoacidos sirven como compuestos
transportadores y donadores de nitrégeno en la biosintesis de la mayoria de los aminodacidos (Lam et
al., 1995; Stitt et al.,, 2002) y de otros compuestos nitrogenados como los acidos nucleicos y las
clorofilas (Von Wettstein et al., 1995; Bieker and Zentgraf, 2013).

La reaccion catalizada por la nitrato reductasa se considera el paso limitante en la asimilacién del
nitrato (Campbell, 1999; Stitt et al., 2002). La NR es una proteina homodimérica que alberga tres
cofactores, cada uno de los cuales se unen a dominios separados y generan una cadena de
transferencia de electrones (Lambeck et al., 2010). La estructura compleja de la NR consta de un
dominio que contiene molibdeno en el N-terminal, un dominio del citocromo tipo b de unién del Fe-
hemo y un dominio con el flavin adenin dinucleétido (FAD) en el C-terminal, conectados entre si por
regiones de anclaje o bisagras (Campbell, 1999; Fischer et al., 2005) (Fig. 1.5). La NR es un enzima
altamente regulado tanto a nivel transcripcional como post-traduccional por sefiales ambientales y
endogenas (Vidal and Gutiérrez, 2008). El nitrato induce la expresion de los genes NIA que codifican
la NR (Cheng et al., 1992; Scheible et al., 1997c) y aumenta la actividad del enzima (Campbell, 1999).
Estudios de expresion génica global con microarrays han mostrado que la induccién de la expresion
génica de la NR por nitrato es muy radpida (Wang et al., 2003; Scheible et al., 2004). La luz aumenta la
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velocidad de asimilacion de nitrato y la oscuridad la disminuye (Kaiser and Huber, 2001). La
regulacion diurna de la NR es el resultado de cambios en la transcripcion y el nivel de proteina, y del
estado de fosforilacion del enzima (Scheible et al., 1997a; Kaiser and Huber, 2001). La NR esta sujeta
a una fuerte regulacion post-traduccional que involucra la fosforilacion/desfosforilacion del enzima
(Kaiser et al., 2002), aunque también la oxidacion/reduccidn y la histeresis estan involucradas (Kaiser
and Huber, 1997; Reda and Ktobus, 2008). La oscuridad induce la fosforilacién de la proteina y la
unién posterior de una proteina inhibidora del tipo 14-3-3 en presencia de Mg"?, formando un
complejo inactivo que resulta en un descenso de actividad. La luz, por su parte, facilita la activacién
del enzima por desfosforilacién y liberacion de la proteina 14-3-3 (Kaiser and Huber, 2001; Lillo et al.,
2004). El suministro de azucares, como la glucosa y la sacarosa, en la oscuridad puede reemplazar a
la luz en la induccidn de la expresién génica de la NR (Cheng et al., 1992; Vincentz et al., 1993),
promueve la desfosforilacién de la proteina y facilita el mantenimiento de la actividad del enzima
(Kaiser et al., 2002). Ademas, la expresién de la NR puede ser totalmente inhibida cuando los
carbohidratos disminuyen por debajo de un nivel umbral critico (Klein et al., 2000). La asimilacidn de
nitréogeno interacciona también con el metabolismo de los acidos organicos, ya que el 2-oxoglutarato
(2-0G) se requiere como precursor y aceptor primario de amonio para la sintesis de aminoacidos en
la ruta de la glutamato sintasa (Hodges, 2002). Y se han mostrado evidencias de que el suministro de
2-0G a discos foliares de hojas de tabaco aumenta los niveles de transcritos y la actividad de la NR
(Ferrario-Méry et al., 2001; Miiller et al., 2001). Lo que sugiere que el 2-OG puede actuar como una
molécula sefal, regulando la asimilacién del nitrégeno, en consonancia con la estrecha interrelacion
existente entre el metabolismo del Cy N en plantas (Stitt et al., 2002).

Citocromo C : :
Nitrato Azul de bomofenol Viologeno de metilo NADH

Y T [

5534

Gooec N rerc B FAD I NADH-bg.

29 323 483 544 620 650 768 788 917
| NR-MoH (1-625) ]

| NR-HF (512-917)
| NR-H (468-650) |

Figura 1.5. Dominios de la estructura de la NR y fragmentos de la NR. En la parte central, se muestran los dominios y
cofactores de la NR, los numeros indican el primer y el dltimo residuo de un domino. La dimerizacién de los dominios y la
unién del NADH (NADH-bg.). El residuo serina regulador aparece como (S534). En la parte superior, se muestran los
donadores electrénicos y aceptores en color gris. En la parte inferior, se representan los fragmentos de la NR y sus
respectivas longitudes (NR-MoH, fragmento Mo-hemo; NR-HF, fragmento hemo-FAD; NR-H, fragmento hemo). (Adaptado
de Lambeck et al., 2012).

El metabolismo del nitrégeno puede ser regulado negativamente por compuestos nitrogenados
que son generados en la asimilacidén posterior del nitrégeno (Gutiérrez et al., 2008). La glutamina y el
glutamato regulan la expresion génica de las plantas (Vidal and Gutiérrez, 2008). La glutamina ejerce
un control negativo en la absorcidn de nitrato y en la expresidn de genes que codifican proteinas
transportadoras de nitrato (Vidmar et al., 2000), disminuye la expresion de la NR (Vincentz et al.,
1993) y facilita la fosforilacion y el descenso de actividad del enzima (Morcuende et al., 1998). El
estado de activacion de la NR describe los efectos post-traduccion y refleja la cantidad de enzima que
se encuentra en forma activa no fosforilada (Huber et al., 1992). Morcuende et al. (1998) mostraron
que los carbohidratos modulan la regulacién post-traduccional de la NR, actian sinérgicamente junto
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con nitrato y antagonizan el efecto de la glutamina, y aumentan la actividad y el estado de activacién
de la nitrato reductasa.

Kerq= 638422 51
Kerp = 583+ 32 51

Kers=310% 25 571 NADH

=35 g1
Kgr; =358 NADH

Figura 1.6. Modelo de inhibicién de la NR por proteinas 14-3-3. Los dominios de la NR se representan segun su tamafio y la
Ser-534 fosforilada (P). EI mecanismo propuesto para la inhibicion de la NR involucra un cambio conformacional en la
estructura de la proteina. En la parte superior, la NR presenta una conformacion cerrada con poca distancia entre el hemo y
el molibdeno que favorece la transferencia electrénica efectiva y la reducciéon del NO;3. En la parte intermedia, la NR
presenta una conformacién abierta con mayor separacion entre el hemo y el molibdeno que permite la unién de la proteina
14-3-3. En la parte inferior, la proteina 14-3-3 se une a la NR fosforilada y la conformacién abierta se estabiliza, lo que
dificulta la transferencia electrénica desde el hemo al molibdeno y disminuye la actividad de la NR. (Adaptado de Lambeck
etal., 2012).

La regulacidn post-traduccional de la nitrato reductasa involucra la fosforilacién de un sitio de
fosforilacién conservado, la serina 534 en Arabidopsis, localizado en la regién de anclaje entre los
dominios que contienen el cofactor de molibdeno y hemo, junto a la unién posterior de una proteina
inhibidora 14-3-3, que inactiva el enzima. EI mecanismo molecular implicado en la inactivacidn de la
NR en plantas ha sido objeto de intensa investigacion en los ultimos afios. Lambeck et al. (2010) han
mostrado que el ciclo catalitico completo de la NR involucra cuatro etapas: 1) la reduccién inicial de 2
electrones del cofactor FAD por el NADH, 2) la transferencia secuencial de un Unico electron desde el
FAD al grupo hemo, 3) dos transferencias de un Unico electron desde el hemo al cofactor de
molibdeno, lo que permite la reduccion del molibdeno desde el estado Mo a Mo", y finalmente, 4)
la reduccién de nitrato a nitrito. EIl mecanismo propuesto para la inhibicion de la NR sugiere que la
unién de la proteina 14-3-3 induce un cambio conformacional en la estructura de la proteina que
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incrementa la distancia entre los dos sitios activos redox y limita la transferencia electrénica desde el
hemo al cofactor de molibdeno (Lambeck et al., 2012) (Fig. 1.6). La fosforilacién parece ser mediada
por proteinas quinasas, de las que se han descrito dos que pertenecen a las quinasas dependientes
de calcio (CDPK), y una quinasa relacionada con la sacarosa no fermentante (SNF1). Mientras que la
activacion del enzima tiene lugar por desfosforilacion mediada por proteinas fosfatasas del tipo 2A
(Kaiser et al., 2002).

1.2.- Respuestas de la planta al ambiente: sequia.

El déficit hidrico afecta a la mayoria de los procesos fisioldgicos vitales de la planta, como la
fotosintesis, la respiracidn, las relaciones hidricas y el metabolismo antioxidante y hormonal
(Bhargava and Sawant, 2013). Dependiendo de la intensidad y duracidn del déficit hidrico (Araus et
al., 2002), de la especie vegetal y el genotipo (Rampino et al., 2006), del estadio de desarrollo de la
planta (Zhu et al., 2005) y del modo de imposicidn de la limitacién en la disponibilidad hidrica, las
plantas perciben y responden a alteraciones en el estado hidrico induciendo una serie de cambios
fisiolégicos, morfoldgicos, celulares (Chaves et al., 2009; Livingston et al., 2009) y moleculares, que
incluyen la regulacién transcripcional de un gran nimero de genes (Bray, 2004; Xue et al., 2008a).
Respuestas que permiten el mantenimiento de la integridad funcional de las células y de la planta
entera y facilitan la adaptacién a la sequia (Seceniji et al., 2010).

1.2.1.- Fotosintesis y déficit hidrico.

Como proceso clave del metabolismo primario, la fijacion fotosintética del CO, desempeia un
papel importante en la respuesta de las plantas a una reduccién en la disponibilidad hidrica del suelo
(Flexas et al., 2004; Lawlor and Tezara, 2009). El déficit hidrico limita la fotosintesis como
consecuencia de un cierre de los estomas y/o alteraciones metabdlicas, cuyo impacto relativo parece
depender de la intensidad y duracién del estrés y de la especie vegetal (Bhargava and Sawant, 2013).

En plantas superiores se ha observado un descenso de fotosintesis cuando el contenido hidrico
relativo (RWC) y el potencial hidrico foliar ({)) disminuyen (Lawlor and Cornic, 2002). La limitacion de
la fotosintesis inducida por el déficit hidrico normalmente no se atribuye a una restricciéon de las
reacciones fotoquimicas, pues el aparato fotosintético es bastante resistente a la desecacién (Cornic,
1994). Mas bien se relaciona con una escasa disponibilidad del CO, en el cloroplasto como
consecuencia de un descenso progresivo de la conductancia de los estomas (g) al disminuir el
contenido hidrico de las hojas y el cierre consiguiente de los estomas (Chaves, 1991; Cornic, 2000).
Sin embargo, la importancia relativa de la conductancia de los estomas en la restriccion del
suministro de CO, para el metabolismo (limitacion estomatica), y de la alteracién metabdlica que
disminuye la fotosintesis potencial (limitacion-no estomatica), es incierta y objeto de controversia
(Lawlor, 2002). La respuesta de la conductancia de los estomas y de la fotosintesis al { y/o RWC, los
pardmetros mas comunmente usados para analizar el estado hidrico de la planta y la intensidad de la
sequia, parece depender del genotipo (Tardieu and Simonneau, 1998) y de la velocidad de
imposicién de la sequia (Flexas et al., 1999), entre otros factores. Por lo que para discernir la
severidad del déficit hidrico, que conduce a limitaciones metabdlicas de la fotosintesis, se ha
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propuesto como parametro de referencia la estimacion de la concentracién intercelular de CO, (C).
El calculo de la C; por medidas de intercambio gaseoso puede conducir a una sobreestimacién de
dicho parametro por el cierre irregular de los estomas en hojas deshidratadas (Terashima, 1992) o
por cambios en la conductancia de la cuticula al vapor de agua (Boyer et al., 1997). Cuando dichas
limitaciones se superan por concentraciones altas de CO, (Quick et al., 1992), una caracteristica de la
limitacién estomatica es que el incremento de la concentracién de CO, en la atmdsfera aumenta la
concentracién de CO, en los espacios intercelulares y en el estroma del cloroplasto, y recupera la
fotosintesis a la fotosintesis potencial (Lawlor, 1995). Mientras que en el caso de la limitacién no
estomatica, el CO, elevado no permite la recuperacién de la fotosintesis maxima. Ello se ha atribuido
a la inhibicién de procesos metabdlicos claves como la fotofosforilacidn, que comienza a disminuir
con estrés hidrico moderado (Tezara et al., 1999). Cuando la C; fue estimada por el método de la
fluorescencia de la clorofila (Dai et al., 1992), para distinguir entre limitaciones estomaticas y no
estomaticas de la fotosintesis cuando puede haber cierre irregular de los estomas, se ha encontrado
que el déficit hidrico moderado inhibe la fotosintesis como consecuencia del cierre de estomas
(Sanchez-Rodriguez et al., 1999; Cornic, 2000).

Las plantas pierden agua fundamentalmente a través de los estomas de las hojas (Lee and Luan,
2012). La apertura y cierre de los estomas facilita la entrada de CO, para la fotosintesis y la pérdida
de H,0 por transpiracién (Farooq et al., 2009). Una de las respuestas de la planta al déficit hidrico es
el cierre progresivo de los estomas, lo que limita la transpiracién, disminuye la pérdida de vapor de
agua y permite el mantenimiento de la turgencia celular (Chaves, 1991; Chaves and Oliveira, 2004;
Farooq et al., 2009). Varios estudios han mostrado que la regulacidon del grado de apertura de los
estomas parece estar mas estrechamente relacionada con el contenido de humedad del suelo que
con el estado hidrico foliar, lo que sugiere un mecanismo de control via seializacidn quimica, el cual
involucra la transferencia de informacién quimica desde las raices a la parte aérea de la planta via
xilema (Dodd et al., 1996; Wilkinson and Davies, 2010). Control que difiere de la sefalizacién
hidrdulica, en la que la transmision de la reduccion de la disponibilidad hidrica del suelo tiene lugar
via cambios en la presion del xilema (Dodd et al., 1996). El 4cido abscisico (ABA) es la sefial quimica
(Dodd et al., 1996) que controla el estado hidrico y la funcidn de los estomas (Lee and Luan, 2012). El
acido abscisico se sintetiza tanto en las hojas como en las raices de la planta y puede moverse
rapidamente a través de la planta por el xilema y el floema y distribuirse entre los diferentes
compartimentos de los distintos tejidos en funcién del pH (Sauter et al., 2001). Se ha mostrado una
correlacién entre el contenido de ABA en el xilema y la conductancia de los estomas (Socias et al.,
1997). El ABA tiene también un efecto inhibitorio del desarrollo foliar (Van Volkenburgh and Davies,
1983) y desempefia un papel regulador en el mantenimiento del crecimiento de la raiz en suelos
deshidratados (Sharp et al., 1994). En condiciones de sequia, parece ser que el ABA es transportado
desde las raices deshidratadas a las hojas a través del xilema y al alcanzar las células oclusivas de los
estomas modifica su apertura (Sauter et al., 2001). Este cierre de los estomas disminuye la pérdida
de agua y ralentiza la deshidratacién (Chaves and Oliveira, 2004; Wilkinson and Davies, 2010), y
ejerce también un efecto similar, limitando el desarrollo foliar (Van Volkenburgh and Davies, 1983) y
manteniendo el desarrollo radicular (Sharp et al., 1994). Otras hormonas, tales como el etileno, las
auxinas y/o citoquininas tienden a inhibir el cierre de estomas mediado por ABA, mientras que los
brasinoesteroides, los jasmonatos y el acido salicilico muestran una accién sinérgica con ABA
(Wilkinson and Davies, 2010). El acido abscisico también se ha relacionado con la regulacion a nivel
transcripcional de un importante grupo de genes relacionados con la respuesta de las plantas al
estrés (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Y estudios del control transcripcional de genes
fotosintéticos por factores de transcripcidon (TFs) han mostrado que varios TFs pertenecientes a la
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familia MYB estan involucrados en la regulacién del nimero y tamafio de los estomas, y de los
componentes metabdlicos del sistema fotosintético (Saibo et al., 2009), y podrian desempefiar un
papel importante en las limitaciones estomaticas y no estomaticas de la fotosintesis.

La limitacidon de la difusion del CO, desde la atmdsfera a los lugares de la carboxilacién se
considera la principal causa por la que disminuye la fotosintesis con el estrés hidrico suave o
moderado (Cornic, 2000; Chaves and Oliveira, 2004; Flexas et al., 2004; Grassi and Magnani, 2005).
Esta limitacién incluye dos componentes, uno estomatico y otro del meséfilo (Flexas et al., 2004). Y la
magnitud de este ultimo componente no esta exenta de cierta controversia, en la que la mayor
critica deriva de la metodologia empleada para la estimacion de la concentracién de CO, intercelular
o cloroplastica, antes mencionada (Bunce, 2009; Lawlor and Tezara, 2009). La conductancia del
mesofilo (g.) comprende componentes fisicos (solubilidad del CO,, area superficial de las rutas
apoplasticas y simplasticas del CO,) y metabdlicos (acuaporinas y anhidrasa carbdnica). Ambos son
dependientes de las especies vegetales, y presumiblemente son el resultado de las diferencias en la
contribucidon relativa de los componentes bioquimicos y anatdmicos y de las condiciones
experimentales. Se ha mostrado que el déficit hidrico del suelo puede reducir la g, (Flexas et al.,
2008), aunque generalmente la g, es menos sensible a la limitacién hidrica que la g, (Bunce, 2009).
Con una mayor reduccion de la g, cuando la sequia aumenta, puede tener lugar una limitacion de la
actividad fotoquimica. Y se han encontrado descensos de la actividad Rubisco (Flexas and Medrano,
2002; Lawlor and Cornic, 2002); sin embargo, los efectos difieren entre estudios, desde fuertes
reducciones de la actividad por unidad de area foliar (Maroco et al., 2002) o por mg de proteina
(Parry et al., 2002), a la ausencia de efectos (Pankovi¢ et al., 1999; Sanchez-Rodriguez et al., 1999;
Pelloux et al., 2001), variabilidad que podria relacionarse con el grado de intensidad de la sequia. Con
un estrés hidrico severo, se han observado descensos de la actividad (Tezara et al., 2002) y la
cantidad de proteina Rubisco (Parry et al., 2002; Flexas et al., 2006). Y se ha sugerido que el factor
clave en la disminucién de dicha actividad enzimatica podria ser el descenso de Rubisco activasa
(Lawlor and Tezara, 2009). En un estudio con 11 especies vegetales Mediterraneas, se ha mostrado
gue la baja concentracién de CO, cloroplastica en déficit hidrico podria inducir la desactivacion de la
Rubisco, y el umbral para desencadenar dicho efecto parece depender de las caracteristicas foliares
(Galmés et al., 2011).

La fotoinhibicidn puede ocurrir eventualmente en condiciones muy severas de sequia y un cierre
de los estomas casi completo (Flexas and Medrano, 2002). En plantas sujetas a déficit hidrico, al
disminuir la concentracién de CO, en los cloroplastos, la energia luminosa que no es utilizada en la
reduccidn fotosintética del CO, debera de ser disipada. La elevada energia de excitacién puede ser
disipada por extincion no fotoquimica (ciclo de las xantofilas) o procesos alternativos, como el
metabolismo fotorrespiratorio (Niyogi, 2000). Katona et al. (1992) han sugerido que la
fotorrespiracion protege a las hojas deshidratadas frente a la fotoinhibicion, no sélo aliviando Ila
reduccion excesiva de la cadena de transporte de electrones, sino también evitando el exceso de
energia de excitacion entre los dos fotosistemas. En ausencia de disipacidén, los electrones
acumulados en la cadena de transporte de electrones pueden transferirse al oxigeno (reaccion de
Mehler) y generar especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS pueden inactivar el centro de
reaccion del fotosistema Il y causar fotoinhibicion, y por su elevado potencial reactivo, pueden
también reaccionar y dafiar componentes celulares (proteinas, ADN vy lipidos), y generar estrés
oxidativo. La destoxificacion de especies reactivas requiere enzimas antioxidantes como la
superodxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa y glutation reductasa (Bhargava and Sawant,
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2013), y antioxidantes no enzimaticos como el ascorbato, a-tocoferol y carotenoides (Larson, 1988),
para mitigar el dafio celular.

1.2.2.- Efectos del déficit hidrico en las plantas.

Entre las respuestas mas inmediatas de las plantas a una limitacién en la disponibilidad hidrica del
suelo se encuentran el cierre de los estomas, la inhibicién del desarrollo de la parte aérea de la
planta y la reduccidn de la expansion foliar (Tardieu et al., 2000). Mientras que se mantiene el
crecimiento de la raiz primaria y se inhibe el desarrollo de las raices laterales, lo que facilita la
absorcién de agua desde las capas mas profundas del suelo (Xiong et al., 2006). La inhibicidn del
crecimiento al disminuir el estado hidrico de la planta se debe a la pérdida de turgencia celular por
falta de agua para el crecimiento de las células (Taiz and Zeiger, 2006b). El descenso de la apertura
estomatica se acompaiia de un ajuste en el area foliar a nivel de planta entera, que tiene lugar bien
por inhibicion del desarrollo de nuevas hojas o por senescencia mds temprana de las hojas mas
viejas. El ajuste del area foliar a nivel de planta entera reduce las dimensiones del follaje y, junto al
cierre de los estomas, disminuye el area de transpiraciéon, preservando a la planta de la pérdida de
agua. La limitacién del desarrollo foliar reduce también la interceptacién de la radiacién solar a lo
largo del periodo de crecimiento, lo que disminuye la produccién de biomasa (Pereira and Chaves,
1993). El déficit hidrico puede también afectar a la disponibilidad y absorcidn de nutrientes en la raiz
y al transporte a la parte aérea de la planta por reduccién del flujo de transpiracion (McWilliams,
2003). Estos cambios fisioldgicos que ocurren en respuesta al déficit hidrico tienen lugar en paralelo
con un descenso de fotosintesis y se han correlacionado con la translocacién rapida del acido
abscisico en la corriente de transpiracidon y la acumulacidon de dicha hormona en los tejidos de la
planta (Barnabas et al., 2008). Ademas, la limitacidn del crecimiento y la expansion foliar alteran la
particién del carbono dentro de la planta y facilitan el uso de los metabolitos en el crecimiento
selectivo de la raiz y en la sintesis de compuestos necesarios para el ajuste osmético (Lei et al., 2006;
Xue et al., 2008b; Bhargava and Sawant, 2013).

Aun a pesar del descenso de fotosintesis que generalmente tiene lugar en condiciones de estrés
hidrico, la concentracién de carbohidratos en los diferentes érganos de la planta aumenta, lo que
sugiere un desacoplamiento entre el suministro (fotosintesis) y la demanda de carbono (crecimiento)
qgue conduce a una mejora del estado de carbono de la planta (Chaves et al., 2009; Hummel et al.,
2010; Miiller et al., 2011). Un aumento del contenido de carbohidratos en plantas sometidas a sequia
se ha mostrado en varias especies vegetales, en distintas partes de la planta y para diferentes formas
de carbono (solubles y estructurales) (Miller et al., 2011). Las plantas acumulan carbohidratos
solubles en las hojas (Kim et al., 2000; Teulat et al., 2001; Cramer et al., 2007), en el tallo (Bogeat-
Triboulot et al., 2007; Méndez et al., 2011; Del Pozo et al., 2012), en flores y frutos (Liu et al., 2004;
Mercier et al.,, 2009) y en las raices (De Roover et al., 2000; Jiang and Huang, 2001). Los
carbohidratos a menudo se acumulan como hexosas (glucosa y fructosa) y sacarosa, y en cereales
también como fructanos (Teulat et al., 2001; Méndez et al., 2011). Y se ha encontrado un aumento
del contenido de otros carbohidratos en respuesta al déficit hidrico, entre los que se incluyen la
trehalosa (Farias-Rodriguez et al., 1998) y el manitol (Guicherd et al., 1997), junto a otros solutos
compatibles como los aminoacidos (Morgan, 1992), en particular prolina (Hare and Cress, 1997), los
acidos organicos como el malato y el fumarato (Hummel et al., 2010), y los compuestos de amonio
cuaternario como la glicina betaina (Ashraf and Foolad, 2007). La sintesis de solutos compatibles en
respuesta al déficit hidrico evita la pérdida de agua celular y desempefa un papel importante en el
mantenimiento de la turgencia celular (Blum, 2005), en el sostenimiento de la fotosintesis y el
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crecimiento (Cattivelli et al., 2008), en la proteccion de la integridad de las membranas (Hincha,
2002) y en la prevencion de la desnaturalizacidon de las proteinas (Xue et al., 2008b). En un estudio
realizado con plantas de Arabidopsis, en el que el déficit hidrico se impuso progresivamente, se ha
mostrado que el crecimiento disminuyd mas que la fotosintesis y condujo a una mejora del estado de
carbono de la planta, que facilité el ajuste osmotico, y no tuvo lugar una reprogramacion del
metabolismo central (Hummel et al., 2010). Resultados que contrastan con otros estudios previos en
los que se han mostrado evidencias de que el déficit hidrico indujo una importante reprogramacion
del metabolismo del carbono (Ozturk et al., 2002; Chaves et al., 2009). Dichas diferencias podrian
relacionarse con la severidad y velocidad de imposicidn de la sequia, puesto que en estos ultimos
estudios posiblemente se impuso un choque osmético o una rapida desecacién. Se ha encontrado
también una acumulacién de otros compuestos ricos en carbono como la lignina y la celulosa en
condiciones de escasa disponibilidad hidrica. De hecho, el déficit hidrico acelera la lignificacidn
(Vincent et al., 2005), disminuye los espacios de aire entre las células y aumenta el grosor de las
hojas (Hummel et al., 2010), lo que contribuye a aumentar el area foliar especifica (SLA) (Tardieu et
al., 1999).

En los dltimos afios son muchos los estudios de expresién génica global que han evaluado la
respuesta de las plantas a la sequia tanto en plantas modelo como en cultivos agricolas importantes
(Gong et al., 2010). Y se han identificado un amplio grupo de genes cuya expresién es alterada en
respuesta al estrés hidrico, los cuales se han clasificado en dos grupos segun su funcién. Un primer
grupo que comprende aquellos genes que participan en la regulacidn de la transduccién de la sefial o
genes que responden al estrés, e incluye proteinas sefalizadoras como las calmodulinas,
fitohormonas, proteinas quinasas, fosfatasas y factores de transcripcién. Y un segundo grupo que
engloba aquellos genes que codifican proteinas que muy posiblemente funcionan en la tolerancia a
estreses abioticos. Estas proteinas incluyen a las chaperonas, proteinas de embriogénesis tardia
(LEA), dehidrinas, enzimas claves para la biosintesis de osmolitos, proteinas de canales de agua,
proteinas por choque térmico, genes relacionados con la senescencia, osmoprotectores, protectores
de membrana, transportadores de azlcares y prolina, antioxidantes y proteasas (Bray, 2002;
Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Saibo et al., 2009). Para mas detalles se aconseja la
revision de los siguientes trabajos (Bray, 2004; Rampino et al., 2006; Hadiarto and Tran, 2011; Wang
etal., 2011; Yu et al., 2013).

1.2.3.- Produccion de grano y déficit hidrico.

En cereales de grano pequefio, como el trigo y la cebada, el rendimiento final de grano es
determinado por la produccidon de biomasa total y la proporcién de biomasa asignada al grano (Van
den Boogaard et al., 1996).

El llenado del grano y, por extensidon, la produccion de grano depende de la asimilacidon y
distribucién del carbono y nitrégeno. Los asimilados necesarios para el llenado del grano son
proporcionados por la fotosintesis de la hoja (Evans et al., 1975) y de la espiga (Tambussi et al., 2007;
Maydup et al., 2012), y la redistribucién de reservas almacenadas en tejidos vegetativos durante la
pre- y/o post-antesis que son translocadas a la espiga o a los granos en crecimiento (Schnyder, 1993;
Yang and Zhang, 2006). Las reservas incluyen principalmente proteinas y carbohidratos solubles en
agua (WSC) (Gebbing et al., 1999) y proporcionan el sustrato necesario para mantener el transporte y
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el suministro de asimilados al grano durante el periodo oscuro del ciclo diurno, y en las etapas tardias
del llenado del grano cuando el aparato fotosintético comienza la senescencia y la velocidad de
produccién de fotoasimilados es inferior a las necesidades del grano (Schnyder, 1993). En cereales,
como el trigo y la cebada, las reservas de carbohidratos se almacenan principalmente en el tallo
como carbohidratos solubles en agua y estan compuestos predominantemente de fructanos del tipo
gramineas (Chalmers et al., 2005), que pueden llegar a representar mas de un 80% de los WSC
(Wardlaw and Willenbrink, 1994), seguidos de sacarosa y, en menor cantidad, de glucosa y fructosa
(Virgona and Barlow, 1991). El trigo y la cebada, en contraste con otros cereales, acumulan muy poco
almiddn en los tallos. Los fructanos se almacenan en el tallo y su sintesis, a partir de sacarosa, se
inicia cuando la provision de carbohidratos excede a la demanda de la planta, y los entrenudos
inferiores del tallo suelen contener mayores cantidades de fructanos (Pollock and Cairns, 1991). La
acumulacion de carbohidratos solubles en el tallo esta influenciada por factores ambientales (Blum,
1998; Ehdaie et al., 2006b; Ruuska et al., 2006). En ausencia de estrés, los fructanos se acumulan en
el tallo hasta que alcanzan un contenido maximo a la mitad del llenado del grano, posteriormente
son degradados y parcialmente removilizados al grano para la sintesis de almidén en etapas tardias
del llenado del grano (Wardlaw and Willenbrink, 1994). Sin embargo, en condiciones ambientales
desfavorables, los fructanos pueden ser degradados en estadios tempranos del llenado del grano
para poder compensar eficazmente el descenso de fotosintatos y lograr mantener la velocidad de
llenado del grano (Li et al., 2013). Por consiguiente, los WSC del tallo pueden desempefiar un papel
importante en el rendimiento de grano en condiciones de estrés (Schnyder, 1993) y contribuyen
significativamente al peso final del grano (Gebbing et al., 1999). La correlacion positiva encontrada
entre un elevado contenido de WSC alrededor de la antesis y un mayor tamafio del grano en la
madurez entre genotipos soporta esta vision (Foulkes et al., 2002; Ruuska et al., 2006). Por ello, las
concentraciones elevadas de WSC se consideran una caracteristica potencialmente util para la
mejora del peso del grano y la productividad en ambientes en los que la produccion pueda estar
limitada por la disponibilidad hidrica (Blum, 1998; Ruuska et al., 2006; Foulkes et al., 2007).

En ambientes naturales, la escasez de lluvias y el descenso en la disponibilidad hidrica tienen lugar
frecuentemente durante la etapa de llenado del grano de los cereales. Y una limitacidn en la
disponibilidad hidrica del suelo en las etapas tempranas del desarrollo del grano reduce el potencial
colector del grano y disminuye el numero de células del endospermo y la formacién de amiloplastos,
lo que se traduce en una reduccién del peso del grano como consecuencia de la pérdida de
capacidad del endospermo para acumular almidén (Saini and Westgate, 1999). El llenado del grano
parece estar estrechamente unido al proceso de senescencia a nivel de planta entera (Yang and
Zhang, 2006). Y se ha propuesto que el déficit hidrico durante el llenado del grano induce la
senescencia temprana y acorta el periodo de llenado del grano, a la vez que aumenta la
removilizacién de carbohidratos no estructurales desde los tejidos vegetativos al grano (Plaut et al.,
2004). Un lento llenado del grano se asocia frecuentemente con un retraso en la senescencia de las
plantas a nivel de planta entera (Mi et al., 2002; Gong et al., 2005). El proceso de llenado del grano es
regulado genéticamente (Saini and Westgate, 1999). En el arroz, el llenado del grano es
generalmente mas rapido en los cultivares indica que los japdnica (Zhu et al., 1997), mientras que los
hibridos indica/japdnica muestran una velocidad mas lenta que las variedades hibridas indica/indica
(Peng et al., 2003).

La removilizacién de los WSC del tallo puede llegar a ser la fuente predominante de asimilados al
grano en condiciones de estrés hidrico (Plaut et al., 2004) y la contribucién al rendimiento final de
grano puede oscilar entre un 5-20% en ausencia de estrés hasta un 40-60% con déficit hidrico segun
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el genotipo (Blum, 1998). En cebada y trigo, se ha encontrado una considerable variabilidad
genotipica en el contenido de carbohidratos solubles del tallo (Schnyder, 1993; Ehdaie et al., 2006b;
Ruuska et al., 2006). Las diferencias en la acumulacién de carbohidratos solubles en el tallo entre
genotipos pueden derivar de factores como la capacidad fotosintética, la eficiencia en el uso del
carbono y la particién del carbono entre la deposicion de reservas en el tallo y otros procesos
fisiolégicos. Estos procesos incluyen genes del metabolismo del carbono involucrados en rutas
metabdlicas como el ciclo de Calvin, la gluconeogénesis, la glicdlisis, la sintesis de sacarosa y
fructanos. Los carbohidratos mayoritarios del tallo son los fructanos y la sacarosa (Ruuska et al.,
2006) y la velocidad de sintesis de fructanos depende de los niveles de sacarosa en los tejidos
(Pollock and Cairns, 1991). Ademas, la acumulacién y removilizacion de fructanos en plantas
involucra la accién concertada de varias familias de enzimas, las fructosiltransferasas y las fructano
exohidrolasas, que desempefian un papel importante en la biosintesis y degradacién de fructanos,
respectivamente. Y la sacarosa es no sélo el sustrato para la sintesis de fructanos sino que induce la
expresion génica y la actividad de las fructosiltransferasas (Miiller et al., 2000; Ruuska et al., 2008)
(para mas detalle, ver apartado sintesis de fructanos). En un estudio de analisis global de transcritos
con diferentes lineas de trigo, se ha analizado la asociacion entre la expresion génica y el contenido
de WSC del tallo en la antesis. Y se ha encontrado una fuerte correlacidon positiva entre la
concentracion de WSC y de fructanos del tallo con los niveles de transcritos de los genes que
codifican las fructosiltransferasas, 1-SST y 6-SFT, mientras que los niveles de transcritos de enzimas
involucradas en la hidrdlisis de sacarosa, la sacarosa sintasa y la invertasa 4cida soluble, fueron
inversamente correlacionados con las concentraciones de WSC del tallo (Xue et al., 2008b). La
represion génica de estas enzimas en lineas con un alto contenido de WSC se acompaid de un
descenso en los niveles de transcritos de proteinas relacionadas con el catabolismo de los azlcares
como la fructoquinasa y la piruvato deshidrogenasa, junto a aquellas involucradas en la desviacién de
la UDP-glucosa a la sintesis de carbohidratos de pared celular como la UDP-glucosa-6-
deshidrogenasa, la UDP-glucuronato descarboxilasa y la celulosa sintasa. Estos resultados muestran
que el elevado contenido de carbohidratos solubles del tallo se relacioné con la induccién de la
sintesis de fructanos, la inhibicion de la hidrdlisis de sacarosa, una limitacidn de la sintesis de
polisacdridos de pared celular y un descenso del flujo del carbono al ciclo de los acidos
tricarboxilicos, lo que podria contribuir positivamente a la acumulacidn de WSC. En definitiva, la
particién diferencial del carbono en el tallo es uno de los mecanismos que contribuye a la
variabilidad genotipica en la acumulaciéon de carbohidratos solubles (Xue et al., 2008b). Se ha
mostrado también que los niveles de expresién génica de las fructano exohidrolasas se corresponden
con variaciones en el contenido de fructanos. Ya que la movilizacién de fructanos desde el tallo al
grano se acompafié de un aumento de la actividad 1-FEH (Van den Ende et al., 2003) y de los niveles
de transcritos del enzima (Zhang et al., 2009), con la consiguiente ganancia de peso del grano.
Asimismo, dada la estrecha interrelacion existente ente el metabolismo del carbono y del nitrégeno
en las plantas, Mcintyre et al. (2011) investigaron los mecanismos moleculares que controlan los
niveles de WSC y compuestos nitrogenados en el tallo. Y en lineas con un elevado contenido de
carbohidratos solubles, se ha encontrado una disminucion de la expresion de genes que codifican
proteinas involucradas en la sintesis de algunos aminoacidos como la fenilalanina, metionina, serina
y glicina, y la limitacién de la sintesis de aminoacidos podria favorecer el almacenaje de mds carbono
en dichas lineas. Resultados que sugieren que la asimilacién del nitrégeno hacia los aminodcidos es
un factor importante que modula los niveles de WSC en los tallos (Mcintyre et al., 2011).
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1.3.- Descripcion de la especie de estudio: cebada.

La cebada es una monocotiledénea de caracter anual (Von Bothmer et al., 2003b) que pertenece
a la familia de las Poaceas (gramineas). Se trata de una especie diploide con un genoma haploide de
5.1 Gb con siete cromosomas (Bengtsson, 1992; Von Bothmer and Komatsuda, 2010) y es
considerada como modelo para la genética y la gendmica en la tribu Triticeae (Klaus et al., 2012). El
consorcio internacional para la secuenciacion de la cebada (International Barley Sequencing
Consortium, IBSC, http://barleygenome.org/) ha permitido que su genoma haya sido completamente
secuenciado (Schulte et al., 2009), lo que facilita el uso de esta planta en estudios moleculares y
genomicos.

La cebada se cultiva desde la antigliedad y fue uno de los primeros cultivos en ser domesticados
en el Neolitico (Zohary et al., 2012), aproximadamente 7000 afios A de C (Harlan and Zohary, 1966), y
ha formado parte del desarrollo econémico y cultural del hombre (Von Bothmer et al., 2003a; Ullrich,
2010). Durante siglos, la cebada fue considerada el alimento esencial de la poblacién en muchos
paises del mundo hasta que el cambio en los habitos alimenticios hizo que fuese gradualmente
desplazada por el trigo. En la actualidad, la demanda de la cebada para alimentacién humana ha
disminuido, pero su uso a nivel industrial para la fabricacién de cerveza y como forraje para
alimentacién animal esta ampliamente extendido (Stanca et al., 2003; Slewinski, 2012). Es uno de los
cereales mds ampliamente cultivados en todas las regiones templadas del mundo (Badr et al., 2000).

1.3.1.- Hordeum spontaneum.

El ancestro de la cebada cultivada, Hordeum spontaneum, fue descubierto en Turquia por el
botanico aleman Carl Koch, quien lo describio como una especie diferente a la cultivada (Von
Bothmer et al., 2003b), como un germoplasma exético con limitado valor para los programas de
mejora genética (Von Bothmer and Komatsuda, 2010). Sin embargo, estudios posteriores mostraron
que la forma silvestre es una subespecie (subsp. spontaneum (C. Koch) Thell.) de la especie Hordeum
vulgare L., al igual que la cebada cultivada (subsp. vulgare) (Von Bothmer et al., 2003b). El origen se
encuentra en Asia, en la regién comprendida entre Israel y Jordania (Von Bothmer and Komatsuda,
2010) (Fig. 1.7), desde donde se distribuyd a areas del mediterraneo oriental, al este de Grecia y
Turquia, a la zona Cirenaica de Libia y Egipto, y se extendié también hacia el este de Afganistan,
Turkmenistan y Pakistan occidental (Zohary and Hopf, 2000; Zohary et al., 2012).
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Figura 1.7. Region de origen y zonas de distribucion de la cebada silvestre. (Adaptado de Harlan and Zohary, 1966).

La subsp. spontaneum goza de una amplia adaptabilidad ecoldgica, crece en habitats naturales
aridos o semiaridos, no tolera las temperaturas extremas, ocasionalmente se ha encontrado por
encima de los 1500 metros (Harlan and Zohary, 1966) y, con frecuencia, resulta dificil distinguir entre
el ancestro spontaneum y formas primitivas o variedades locales. Las dos especies taxondmicas
(subsp. spontaneum y subsp. vulgare) son similares, tanto genéticamente, ya que poseen el mismo
numero de cromosomas, lo que facilita su cruzamiento y que puedan encontrarse hibridos de ambas
especies en la naturaleza (Harlan and Zohary, 1966), como en su morfologia, aunque pueden
distinguirse por algunos caracteres, entre ellos que la subsp. spontaneum es siempre de dos carreras
(Von Bothmer and Komatsuda, 2010). Entre las caracteristicas agronémicas que no comparte con la
cebada cultivada destacan las raices seminales, la inflorescencia, la tolerancia a la salinidad y sequia,
el tamafio de la planta y el grano, el contenido de proteinas y la produccién de biomasa y de granos
(Baum et al., 2003) (Fig. 1.8a). La subsp. spontaneum es de floracién abierta (Fig. 1.8b), lo que le
confiere una mayor facilidad para la polinizacién cruzada en comparacién con la especie cultivada,
que tiene polinizacion cerrada (Von Bothmer et al., 2003b). Conserva ciertos rasgos silvestres, entre
los que se incluyen las aristas largas y duras, y la capacidad de dispersion de las semillas por animales
(zoochory) (Fig. 1.8c), rasgo que en la subsp. vulgare ha sido modificado en virtud del proceso de
domesticacion, el raquis en segmentos y los granos son a menudo empequeiiecidos, no inflados
como en la cebada cultivada (Fig. 1.8de). Junto a estos rasgos fenotipicos, la subsp. spontaneum
posee algunos caracteres especificos de adaptacién como la latencia para la germinacién y una
elevada tolerancia a la sequia (Nevo and Shewry, 1992; Von Bothmer et al., 2003b).
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Figura 1.8. Se muestran algunas caracteristicas de H. spontaneum (semilla OSU-11) germinada en cdmaras con atmdsfera
controlada en el IRNASA: a) imagen de una planta sujeta a una estaca para poder mantenerse erecta con algunas de las
espigas protegidas por bolsas para recoger los granos, b) espiga con floracion abierta, c) imagen de las espigas con las
aristas duras y el desprendimiento de las semillas, d) se muestra la espiguilla floral con las dos semillas laterales abortadas y
sélo la central con grano, e) imagen comparativa del tamafio de los granos de H. vulgare cv. Harrington y del ancestro H.
spontaneum (OSU-11).

La combinacién de cruzamientos de la cebada cultivada con H. spontaneum ha mostrado una gran
compatibilidad, incluidos los hibridos obtenidos de cruces artificiales (Von Bothmer et al., 2003b;
Hori et al., 2005; Zohary et al., 2012). Como progenitor donante, el ancestro confiere gran potencial
gendmico para caracteres de adaptacidn a condiciones ambientales extremas, por ser originario de
zonas aridas de Asia Occidental (Grando et al., 2005; Chen et al., 2010; Von Bothmer and Komatsuda,
2010). Se ha mostrado que frecuentemente estos alelos se encuentran presentes en especies
silvestres que no poseen caracteristicas agrondmicas deseables (Sorrells and Wilson, 1997), pero
contribuyen a aumentar la diversidad alélica (Reynolds et al., 2006).

1.3.2.- Cebada cultivada (Hordeum vulgare L.).

La cebada es una especie que se cultiva a nivel mundial, preferentemente en zonas de secano y
climas mediterrdneos, por ser un cultivo con menores requerimientos que otros cereales. Es el cereal
de grano mds ampliamente adaptado, por su buena tolerancia al frio, sequia, salinidad y suelos
alcalinos (Ullrich, 2010; Zohary et al., 2012), y puede encontrarse en areas marginales (Bengtsson,
1992) donde constituye el sustento diario (Ceccarelli and Grando, 1996). Se ha encontrado sobre los
4.400 metros en el Himalaya, en zonas inundadas en el sudeste de Asia y en regiones aridas del
mediterraneo (Graner et al., 2003; Von Bothmer et al., 2003a). Los centros de diversidad de la
especie H. vulgare L. se han definido como areas de interés por el elevado niumero de especies
nativas que albergan, entre ellas América del Sur con quince especies, el Oeste de América del norte
con siete especies, el Mediterrdneo con cuatro especies y Asia central con tres especies (Von
Bothmer et al., 2003b). Esta heterogeneidad ofrece una amplia fuente de diversidad genética para la
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mejora del cultivo, y constituye las bases fundamentales para el estudio de los procesos de
adaptacion y la identificaciéon de genes involucrados en la tolerancia al estrés (Marok et al., 2013), a
través del uso de los recursos fitogenéticos disponibles, ya que se han descrito 31 especies del
género Hordeum (Von Bothmer and Komatsuda, 2010).

1.3.3.- Caracteristicas de la cebada.

Las plantas de cebada cultivada tienen varios tallos cilindricos. Dependiendo del cultivar
presentan de seis a nueve entrenudos y pueden llegar a alcanzar una altura que fluctda entre 0.6 y
1.5 m. Los tallos son poco vigorosos y huecos, lo que provoca que sea una especie muy susceptible al
encamado (Faiguenbaum, 2003). Las hojas estan conformadas por la vaina que se inserta en el nudo
y envuelve al entrenudo situado sobre él y la ldmina separada del tallo (Fig. 1.9). En el punto de unidn
entre la lamina y la vaina se encuentran dos estructuras muy caracteristicas, la ligula, que es una fina
membrana blanquecina de borde irregular que se encuentra en contacto intimo con el tallo y, las
auriculas, que son dos prominencias en forma de hoz que lo envuelven y se cruzan en la parte
opuesta (Molina Cano et al., 1989).

Hordeum
cebada

Figura 1.9. Imagen de la insercidén de la hoja al tallo de cebada, junto a un esquema que muestra como las auriculas
envuelven el tallo y se cruzan de forma opuesta.

Al final de cada tallo se desarrolla una inflorescencia en forma de espiga donde se forman los
granos o semillas. La espiga presenta un eje principal o raquis y esta formada por espiguillas, las
cuales se disponen de a tres en forma alterna a ambos lados del raquis. Esta caracteristica permite
distinguir las especies Hordeum de las otras Triticeae. La espiga de cebada se distingue en dos tipos
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morfoldgicos de dos y de seis carreras. En cebadas de dos carreras (Hordeum distichum L.)
Unicamente resultan fértiles las espiguillas centrales y abortan las laterales, mientras que en las
cebadas de seis carreras (Hordeum hexastichum L.) las tres espiguillas son fértiles (Zohary et al.,
2012) (Fig. 1.10), las glumas son cetaceas o aplanadas en la parte adaxial de la espiguilla (Von
Bothmer et al., 2003a; Von Bothmer and Komatsuda, 2010). El tipo de carrera (dos o seis) es
basicamente controlado por una mutacion recesiva del gen V (Zohary et al., 2012). El gen vrs1, en la
cebada de seis carreras esta activo y en la de dos carreras es recesivo. El gen int-c (intermedium
spike-c) controla el desarrollo de los granos laterales y regula el tamafio de las espiguillas laterales. El
doble recesivo de vrsl vy int-c, con frecuencia conduce a un escaso desarrollo de las espiguillas
laterales en espigas de seis carreras (Von Bothmer et al.,, 2003b). Las cebadas también pueden
diferenciarse segun la duracién de su ciclo en variedades de invierno, primavera o facultativas, y
segln las semillas estén o no protegidas, las variedades de cebada se clasifican en cebada con la
semilla protegida y la semilla desnuda (Ullrich, 2010).

Figura 1.10. Imagen que muestra la cebada cultivada de seis y de dos carreras.

1.4.- Origen del material vegetal usado en este estudio.

El rendimiento de los cultivos es particularmente vulnerable a las alteraciones ambientales. La
disminucién de los recursos hidricos destinados a la agricultura y la necesidad de incrementar la
produccién de cereales como consecuencia del crecimiento de la poblacidn mundial requerira
cultivos mejor adaptados a la sequia. Una solucién sostenible y econdmicamente viable para
incrementar la estabilidad y productividad de los cultivos frente a las condiciones ambientales
adversas es la mejora genética (Nevo and Chen, 2010) por introgresion de genes agronémicamente
importantes y QTL (quantitative trait loci) del genotipo silvestre (Xie and Nevo, 2008).

La mejora genética convencional de la cebada contempla el cruzamiento de dos progenitores con
las caracteristicas agrondmicas deseables, y la posterior seleccién de los mejores recombinantes
dentro de la progenie (Thomas, 2002). Para ello los mejoradores utilizan colecciones de
germoplasma como fuente de diversidad genética, aunque en muchos programas de mejora el nivel
de diversidad es limitado (Matus and Hayes, 2002).

Estudios de diversidad genética en cebada silvestre (Hordeum vulgare L. subsp. spontaneum) y de
los efectos del proceso de domesticacidon, muestran que la cebada cultivada representa solo una
parte del rango de variacién mostrado por su ancestro silvestre. Los estudios moleculares indican
que la cebada cultivada contiene, como promedio, un 40% de los alelos encontrados en la cebada
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silvestre (Ellis et al., 2000). Ademas, la cebada cultivada y su ancestro silvestre difieren en algunas
caracteristicas de importancia agrondmica, tales como la morfologia de las raices seminales, tamafio
del grano, contenido de proteina, precocidad, altura de la planta y tolerancia a la sequia etc. (Baum
et al., 2003). Por lo tanto, el progenitor silvestre de cebada cultivada puede contribuir con alelos de
utilidad para muchas caracteristicas que se han perdido durante el proceso de domesticacion (Ellis et
al., 2000).

En la busqueda de variabilidad genética en cebada, Matus et al. (2003) desarrollaron una
poblaciéon de lineas recombinantes con sustitucion de cromosomas (Recombinant Chromosome
Substitution Lines, RCSLs) usando una accesion del ancestro silvestre Hordeum vulgare subsp.
spontaneum (accesion Caesarea 26-24, originario de Israel) como progenitor donador y Hordeum
vulgare subsp. vulgare cv. Harrington (origen norteamericano, de aptitud maltera) como progenitor
recurrente. La poblacién se desarrollé haciendo uso de la estrategia avanzada de retro-cruzamientos
establecida por Tanksley and Nelson (1996), de manera que las lineas RCSL son el resultado de dos
retro-cruzamientos con el progenitor recurrente y seis generaciones de autofecundacion (Fig. 1.11).
Para la obtencién de la generacién F,, el progenitor recurrente se usé como femenino y el donador
como masculino. Para las generaciones BC, y BC,, el progenitor recurrente se utilizé como masculino.
Las 140 lineas RCSL desarrolladas representan una rica fuente de diversidad genética para estudios
fisiolégicos y genéticos. Ademas, la accesién Caesarea 26-24 se recogié en un ambiente arido y salino
en Israel, lo que sugiere que la introgresién de segmentos del genoma de esta accesién del ancestro
silvestre sobre el cultivar Harrington podria proporcionar a alguna de las lineas RCSL alelos utiles que
confieran adaptabilidad o tolerancia al estrés abidtico, en particular a la sequia.
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Figura 1.11. Desarrollo y descendencia de las Lineas Recombinantes con Sustitucién de Cromosomas (RCSLs) producto de
la introgresién de H. vulgare subsp. spontaneum (Caesarea 26-24) en H. vulgare subsp. vulgare cv. Harrington. Las
generaciones se muestran en la izquierda de la figura y el tamafio de la poblacidon a la derecha. (Adaptado de Matus et al.,
2003).
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Para la caracterizacion molecular, las 140 RCSLs de la Fg y los progenitores donador y recurrente
se cultivaron en el invernadero para la extraccién de ADN y la recoleccién de semillas. Mientras que
para las evaluaciones fenotipicas, las 140 lineas de la BC,F; de RCSL y los progenitores se cultivaron
en el campo (Matus et al., 2003).

El estudio de las RCSLs ha mostrado que el porcentaje del genoma de H. vulgare subsp.
spontaneum introgresado varid entre un 0% y un 36.7%, con un valor medio de 12.6%.
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Figura 1.12. Grafica de los genotipos RCSL 138 (a) y RCSL 16 (b), respectivamente. Pueden apreciarse el 3.2% y el 30% de
segmentos de H. vulgare subsp. spontaneum (Caesarea 26-24) (segmento blanco) introgresados en H. vulgare subsp.
vulgare cv. Harrington (segmento negro) por retrocruzamientos en cada una de las lineas RCSL. (Adaptado de Matus et al.,
2003).

La variabilidad en la introgresién puede apreciarse entre las lineas RCSL 138 y 16 (Fig. 1.12).
Mientras que la linea RCSL 138 contiene solo un 3.2% de H. vulgare subsp. spontaneum en su
genoma, y se corresponde con un uUnico segmento introgresado localizado en el brazo largo del
cromosoma 5 (1H) (Fig. 1.12a), la linea RCSL 16 muestra un 30% de introgresién, y los segmentos
introgresados se encuentran distribuidos entre los 7 cromosomas (Fig. 1.12b).
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En una evaluacién preliminar de las RCSLs se observd que la introgresion del genoma del ancestro
en muchos casos produjo pérdidas del fenotipo deseado en el progenitor cultivado. Sin embargo, en
algunos casos el genoma del ancestro fue una fuente de alelos favorables para algunos caracteres de
importancia agrondmica y de calidad maltera (Matus et al., 2003).

En un estudio posterior, Inostroza et al. (2007) evaluaron el rendimiento de grano y la tolerancia a
la sequia de las lineas RCSL bajo condiciones de clima mediterrdaneo en dos localidades chilenas, que
difieren en términos de disponibilidad hidrica, durante tres temporadas de crecimiento: 2004-2005,
2005-2006 y 2006-2007. Las localidades fueron Santa Rosa (36°32° lat. Sur; 71°55" long. Oeste; 220
m.s.n.m) con una precipitacion media anual de 1010 mm, que se corresponde con un ambiente
Optimo sin restriccion hidrica, y Cauquenes (35°58" lat. Sur; 72°17 'long. Oeste; 177 m.s.n.m) con una
precipitacion media anual de 509 mm, que en las condiciones del experimento se considerd la
localidad con escasez en la disponibilidad hidrica. Por tratarse de ambientes mediterraneos, el cultivo
permanece bajo estrés hidrico durante el periodo de llenado del grano. En la primera temporada se
estudiaron 80 de las 140 RCSLs y en las siguientes se evalué una seleccién de 13 RCSLs. Durante la
primera temporada, el rendimiento de grano varié como promedio de las 80 RCSLs entre 4.4y 8 T ha’
! en las localidades con vy sin restricciones hidricas, respectivamente, reflejando las diferencias en la
disponibilidad de agua. Con los datos del rendimiento de grano obtenidos en los ambientes de
amplia y escasa disponibilidad hidrica se obtuvo el indice de sensibilidad a la sequia (ISS). El ISS vario
ampliamente entre genotipos, desde 0.24 hasta 1.53, y se correlaciond negativa y significativamente
con el rendimiento de grano en el ambiente con déficit hidrico, lo que permitié seleccionar un grupo
de genotipos tolerantes (ISS < 1) y otro de sensibles (ISS > 1) a la sequia. Los genotipos tolerantes a la
sequia mostraron en el ambiente con escasa disponibilidad hidrica un rendimiento de grano
promedio de 18, 12 y 7% superior al de los no tolerantes, en las temporadas 2004-2005, 2005-2006 y
2006-2007, respectivamente (Inostroza et al., 2007).

Con posterioridad, Inostroza et al. (2009) evaluaron el rendimiento de grano y la altura de la
planta de las 80 lineas RCSL en seis ambientes diferentes que difieren en la humedad del suelo. De
los datos de rendimiento obtenidos en los diferentes ambientes, se calculd la adaptabilidad
(pendiente de la regresion entre el rendimiento de una RCSL individual, y la media del rendimiento
de todas las RCSLs a través de los ambientes) (Finlay-Wilkinson slope) y estabilidad del rendimiento.
En todos los ambientes, se encontraron diferencias en el rendimiento de grano entre las lineas RCSL,
Y una gran variacién en la adaptabilidad del rendimiento, indicando una respuesta diferencial de las
RCSLs a los factores ambientales entre los ambientes estudiados. El analisis de componentes
principales permitié identificar genotipos con mejor comportamiento agrondémico que el progenitor
recurrente cv. Harrington. Las regiones introgresadas se asociaron con variaciones fenotipicas en la
altura y el rendimiento de grano y con QTL para caracteristicas relacionadas con el estado hidrico y la
tolerancia a la sequia. Las regiones que correspondian con localizaciones de QTL descritas para otras
combinaciones de germoplasma de cebada podrian representar variantes alélicas noveles respecto a
los loci descritos previamente (Inostroza et al., 2009).

Este estudio mostré que las lineas RCSL son utiles para la identificacion de alelos favorables en
germoplasma exdtico, y también para la identificacion de regiones del genoma del progenitor
recurrente que deberian de mantenerse en otros intentos de desarrollo de germoplasma. En la linea
RCSL 89, que mostrd un menor rendimiento agrondmico, la introgresién de H. spontaneum en el
cromosoma 3Hy 7H (Fig. 1.13) se asocid con reducciones en el rendimiento e incremento de la altura
de la planta (Inostroza et al., 2009).
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Figura 1.13. Grafica del genotipo RCSL 89, que muestra los fragmentos de H. vulgare subsp. spontaneum (color azul)
introgresados en H. vulgare subsp. vulgare cv. Harrington (color rojo). Los nimeros de los cromosomas segun la nueva
nomenclatura de cebada son: 1 (7H), 2 (2H), 3 (3H), 4 (4H), 5 (1H), 6 (6H) y 7 (5H). (Adaptado de Inostroza et al., 2009).

Los estudios desarrollados por los investigadores chilenos sugieren que la introgresion de
segmentos del cromosoma del progenitor silvestre puede mejorar el rendimiento en cultivares élite
(Matus et al., 2003; Inostroza et al., 2007; 2009).

En los programas de mejora genética de cereales en ambientes mediterraneos, caracterizados por
una escasa disponibilidad hidrica, la seleccién se ha basado fundamentalmente en la evaluacién del
rendimiento per se. Sin embargo, el rendimiento es un caracter de baja heredabilidad y alta
dependencia del ambiente (interacciéon genotipo x ambiente) (Richards et al., 2002). Por lo que el
estudio exhaustivo de la respuesta de los cultivos a nivel bioquimico y molecular, podria ayudar a
identificar caracteristicas claves que limitan el rendimiento. Dicha aproximacion podria
complementar los programas de mejora genética convencional y podria ayudar a incrementar la
estabilidad y productividad de los cultivos en ambientes con escasa disponibilidad hidrica (Richards
et al., 2002).

En base a ello, en el marco de un proyecto de cooperacidn CSIC-CONICYT, el grupo de
investigacion participante en este trabajo colabord con los investigadores chilenos en la evaluacién
de la variabilidad en la respuesta a la sequia terminal en experimentos de campo en dos ambientes
chilenos (Cauquenes y Santa Rosa, ver detalles mas arriba) con 25 de las 140 RCSLs. Se evalud la
conductancia de los estomas, la biomasa, el rendimiento en la produccién de grano y el contenido de
carbohidratos solubles en el tallo, ya que un elevado contenido de estos carbohidratos ha sido
sugerido como criterio de seleccion en programas de mejora de cereales. El estudio mostrd
variabilidad genotipica en el contenido de carbohidratos solubles del tallo en funciéon de la
disponibilidad hidrica del suelo con incidencia en el rendimiento de grano (Méndez et al., 2011; Del
Pozo et al., 2012).
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Estos resultados preliminares instan a investigar mas en profundidad, en un grupo de lineas RCSLs
con diferente capacidad de acumulacién y removilizacidon de carbohidratos con respecto al cultivar
parental Harrington, la variabilidad genotipica en la respuesta a la sequia. El estudio, en ambientes
controlados, se centré en la sequia de larga duracién, a diferencia de la sequia terminal evaluada en
las experimentaciones en campo (frecuente en ambientes mediterraneos). Ademds se evalud el
papel de los carbohidratos solubles del tallo, en particular los fructanos, en el llenado del grano en
condiciones de escasa disponibilidad hidrica y, por tanto, en el rendimiento de grano.
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Objetivos

El objetivo general de ese trabajo de Tesis Doctoral fue evaluar la respuesta al déficit hidrico en
lineas recombinantes con sustitucion de cromosomas de cebada y profundizar en el papel
desempenado por los carbohidratos en este proceso y sus implicaciones en la productividad y el
rendimiento de los cultivos.

Se establecié como hipétesis de trabajo que los efectos de una limitacion en la disponibilidad de
agua dependerdn de la intensidad y duracién de la sequia, de la densidad del cultivo y la potencial
competencia por los recursos hidricos y nutricionales, y de la variacién entre genotipos en el
contenido de carbohidratos solubles en el tallo. Este ultimo es uno de los factores genéticos que
influyen en el peso del grano y la productividad y puede ser mas relevante en ambientes con escasez
de agua.

Con esta finalidad la investigacion se enfocara a:

e Caracterizar la variabilidad genotipica de los efectos de la sequia prolongada de diferente
intensidad en la asimilacion fotosintética del carbono.

e Valorar la influencia del ambiente en la acumulacién de carbohidratos y compuestos
nitrogenados en las hojas y el tallo durante el desarrollo vegetativo y reproductivo del cultivo
en los diferentes genotipos.

e Conocer las relaciones, primero, del contenido y grado de polimerizaciéon de los fructanos
con el nivel de expresion de genes para enzimas de la biosintesis y degradacion de estos
carbohidratos. Y segundo, del contenido de proteinas con la actividad de la nitrato reductasa
y la expresiéon del gen que codifica dicha proteina.

e Relacionar la contribucion de reservas en el tallo con el rendimiento final: repercusiones en
el contenido de Cy N en el grano.
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Materiales & Métodos

3.1.- Material vegetal.

El material vegetal utilizado en los experimentos realizados en este trabajo de investigacion fue la
cebada. Se emplearon tres lineas recombinantes con sustitucion de cromosomas, lineas RCSL 8, 76 y
89, las cuales mostraron diferente capacidad de acumulacidn de carbohidratos solubles en el tallo y
distintos indices de sensibilidad a la sequia en experimentos de campo realizados en dos localidades
chilenas que diferian en términos de disponibilidad hidrica (Inostroza et al., 2007; Méndez et al.,
2011; Del Pozo et al., 2012), junto al cultivar parental Harrington (para mas detalles ver apartado,
origen del material vegetal usado en este estudio del capitulo de introduccién). En base al
rendimiento de grano en condiciones de campo, las lineas RCSL 8 y 76 se clasificaron como tolerantes
y la linea RCSL 89 como no tolerante (Inostroza et al., 2007).

3.2.- Condiciones de cultivo.
3.2.1.- Lugar de cultivo.

Los experimentos se realizaron en una camara de crecimiento con ambiente controlado (fitotrdn,
INKOA sistemas S.L) de dimensiones 3.58 m largo x 2.35 m alto x 3.4 m ancho. La cdmara cuenta con
flujo de aire para homogeneizar el ambiente y tiene en su interior dos mesas (2.5 x 1.4 m) sobre una
de las cuales se colocaron las macetas (Fig. 3.1cd). Cada mesa posee un panel de luminarias
compuesto de lamparas fluorescentes que es regulable en altura y permite ajustar la intensidad
luminosa deseada. En nuestros experimentos, la densidad de flujo fotdnico se ajusté manualmente a
400 pmol-m™s™ y los restantes pardmetros ambientales - humedad, temperatura y fotoperiodo - se
ajustaron a través de un ordenador que controla automdaticamente el funcionamiento de la camara.
El fotoperiodo establecido en la cdmara fue de 16 h, con una temperatura de 20 2C durante las horas
de luzy de 15 °C durante la oscuridad y una humedad relativa del 60%.

La programacion de los parametros ambientales de la cdmara se realizé con el programa Osaka
Communicator, siguiendo las instrucciones indicadas en el “manual de programacién de una camara
fitotrén de cultivo de plantas con control de temperatura, humedad, iluminacidn, fotoperiodo y
abonado carbdénico atmosférico” (IRNASA-CSIC, febrero de 2007). Los pardmetros, una vez que se
programan, pueden visualizarse en el panel de control de la cdmara (Fig. 3.1a). El programa permite
no sélo el control del funcionamiento de la cdmara, ya que se establece un umbral de variabilidad al
alza y a la baja del parametro ajustado que en caso de ser superado activa la alarma en el sistema,
sino que permite también el registro continuado de todos los pardmetros. Los datos registrados
pueden descargarse con la asiduidad que el manipulador estime oportuna y pueden transferirse a un
fichero excel, lo que facilita la manipulacién y visualizacion de los datos graficamente y permite
vislumbrar la posible variabilidad de alguno de los pardmetros, en caso de que existiese.
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Figura 3.1. Imdagenes de la cdmara de crecimiento con ambiente controlado (fitotrén, INKOA sistemas S.L): (a-b) panel de
control exterior e interior de la cdmara, (c-d) mesa sobre la que se colocan las macetas con plantas en diferentes etapas del
desarrollo.

3.2.2.- Descripcion de las macetas y el sustrato.

Para el cultivo de la cebada se emplearon macetas de plastico marrones (vaso asso) de 25 cm de
didametro y 5.8 litros de capacidad para minimizar la limitacién del crecimiento de la raiz (Fig. 3.2). El
sustrato utilizado fue la perlita. La perlita es una roca volcanica del grupo de las violitas, se trata de
un material inerte y ligero, que carece de sustancias orgdnicas. La perlita destaca por su gran
capacidad de retencion de humedad y elevada porosidad, lo que le confiere unas caracteristicas
fisicas adecuadas para la actividad radicular, ya que proporciona una apropiada aireacién para el
crecimiento de las raices. La capacidad de intercambio catidnico de la perlita es muy baja, alrededor
de 3 meq/100 g, este factor hace que deba de realizarse un adecuado aporte de nutrientes, ya que
apenas quedardan retenidos en el sustrato. La ventaja del cultivo en perlita es la facilidad que ofrece
para mantener un perfil casi constante de humedad con respecto a otro tipo de soportes empleados
para el cultivo de plantas (www.infoagro.com/).

A cada una de las macetas se afiadié una cantidad exacta de perlita, en concreto 510 g (Fig. 3.2). A
continuacién, se estimd la capacidad de campo afiadiendo agua lentamente a las macetas para
facilitar que el soporte se humedeciera completamente hasta saturacién y drenaje completo, lo que
aseguraba que quedase sdélo agua ligada en las particulas de la perlita y en los espacios libres, y
después se determind el peso de las macetas con una balanza Soehnle Professional compacta. La
capacidad de campo se calculé como la cantidad maxima de agua que fue capaz de retener la maceta
una vez que drend completamente. Sanchez-Rodriguez (1998) comprobd que la capacidad de
retencidon de agua maxima de la perlita fue aproximadamente 4 ml-g™ y al aplicar sobre la perlita una
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presidon de 0.013 MPa, que elimina el agua no ligada, se perdié un 25% del agua retenida, lo que
permitio establecer que las plantas en control tuvieran una cantidad de agua aproximada del 75% y
las plantas en déficit tuvieran un 25% del agua mdaxima retenida por la perlita en su trabajo
experimental. Las apreciaciones sugeridas por Sanchez-Rodriguez (1998) se tuvieron en
consideracion para la adopcion del régimen de riego, en los tratamientos de control y déficit hidrico,
en los experimentos que se han realizado en este trabajo de investigacién. Este régimen de
hidratacion se mantuvo para las plantas control, y para las plantas en déficit, el aporte de agua varié
en cada uno de los dos experimentos realizados respecto al establecido por Sanchez-Rodriguez
(1998). En el primer experimento, las plantas en déficit hidrico tuvieron un 35% del agua maxima
retenida por la perlita y se prepararon 24 macetas (3 macetas x 2 tratamientos de disponibilidad
hidrica - control y sequia - x cuatro genotipos de cebada). En el segundo, las plantas en déficit
tuvieron un 50% del agua maxima retenida por la perlita y se dispuso de 48 macetas (6 macetas x 2
tratamientos de disponibilidad hidrica - control y sequia - x cuatro genotipos de cebada) (ver
apartado 3.3).
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Figura 3.2. Macetas (vaso asso) dispuestas en una de las mesas de la cdmara de crecimiento (fitotrén, INKOA sistemas S.L).

Durante el desarrollo de los experimentos, tanto en las plantas control como en aquellas en
sequia, el agua perdida por evapotranspiracién era calculada diariamente mediante el pesado de las
macetas, y se reponia a diario con solucién nutritiva, alternando con agua, para mantener constante
el nivel deseado de disponibilidad hidrica.

3.2.3.- Siembra en macetas.

La siembra se realizd colocando 15 semillas por maceta distribuidas de forma radial sobre la
perlita hidratada a una profundidad aproximada de 1.5 cm (Fig. 3.3). Las semillas, una vez que se
depositaron en la perlita, se cubrieron con el sustrato. Posteriormente, los lugares en los que se
colocaron las semillas se regaron con lentitud para mantener la hidratacidn, por si hubiese existido
evaporacién durante la manipulacién, para lo que se emplearon unos 100 ml de agua. Tras la
germinacion de las semillas y posterior desarrollo, cuando las plantulas disponian de dos hojas
completamente desarrolladas, se procedid al aclarado de las macetas. Para ello, se seleccionaron
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ocho plantulas por maceta de tamafio similar en el primer experimento y nueve en el segundo, y las
plantulas restantes se eliminaron cuidadosamente de la maceta (ver apartado 3.3). Las macetas se
colocaron distribuidas al azar en una de las mesas de la cdmara de crecimiento. No obstante, durante
el control de riego diario, las macetas se redistribuian nuevamente para compensar posibles
diferencias locales en la mesa, principalmente derivadas de la heterogeneidad de la luz (efecto
borde).

Figura 3.3. Siembra de las 15 semillas distribuidas en forma radial en la maceta que contiene perlita hidratada.

3.2.4.- Composicidn de la solucidn nutritiva.

Las plantas fueron regadas periédicamente con soluciéon nutritiva cuya composicion, tanto de
macronutrientes como micronutrientes, fue una combinacién adaptada de las soluciones nutritivas
propuestas por Israel et al. (1990) - macronutrientes - y Hewitt (1966) - micronutrientes - (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Composicién de la solucidn nutritiva: macronutrientes y micronutrientes expresados en concentracién (mM)
final en la disolucidn.

Macronutrientes Concentracion Micronutrientes Concentracion
KNO3 6 mM MnS0O,.5H,0 0.005 mM
Ca(NOs), 4 mM CuS0,.5H,0 0.001 mM
K,HPO,/KH,PO, pH 5.6 1mM ZnS0,.7H,0 0.001 mM
MgSO, 2mM H3BO; 0.05 mM
CaCl, 0.5 mM NaCl 0.1 mM
Na,Mo00,.2H,0 0.0005 mM
NaFe-EDTA, 0,0EDDA 0.040 mM

El pH de la solucién nutritiva se ajustd a 5.6 con HCl 3N. En la tabla se indican dos sales de hierro
diferentes, ya que en el primer experimento se utilizé el NaFe-EDTA (Sigma, E6760), y en el segundo
dicha sal fue sustituida por el quelato EDDHA con enlace orto-orto (ABAXO ferro), debido a que
incrementa la biodisponibilidad del hierro a pH mas basico.

Puesto que comprobamos que el pH de la perlita tiende a ser muy basico, en el segundo
experimento, la perlita de las macetas se equilibré previamente con solucién nutritiva de pH 5.6 que
contenia el quelato EDDHA con enlace orto-orto como fuente de hierro (ver apartado 3.3). Para el
equilibrado de las 48 macetas necesarias, se prepararon 125 litros de solucién nutritiva, y se
afiadieron dos litros de solucidn nutritiva a cada una de ellas, se dejo drenar el exceso de solucion,
afladiéndose a continuacidn otros 500 ml de solucidon. Pudo comprobarse que el pH de la soluciéon
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drenada oscilé entre 5.92-5.95, a diferencia de aquellas hidratadas con agua en las que el pH varié
de 7.5-7.7.

3.3.- Diseio y descripcion de los experimentos.

Se realizaron dos experimentos para conocer el comportamiento de cuatro genotipos de cebada
bajo estrés hidrico de larga duracién (Fig. 3.4). Puesto que la variabilidad en la concentracion de los
carbohidratos solubles en el tallo entre genotipos es uno de los factores genéticos que influyen en el
peso del grano en ambientes con escasez de agua, y los fructanos constituyen la principal forma de
almacenaje de carbohidratos solubles en el tallo, la finalidad de la experimentacidn realizada durante
dos anualidades consecutivas fue:

a) Experimento 1: investigar los efectos de la sequia moderada de larga duracién en la particion
del Cy N en las hojas y el ultimo entrenudo del tallo, principalmente en el contenido y grado de
polimerizacidn de los fructanos, y sus repercusiones en el contenido de C y N en el grano, en
genotipos de cebada con diferente capacidad de acumulacién y removilizacién de carbohidratos.

b) Experimento 2: estudiar los efectos de la sequia de menor intensidad y duracion en la
variabilidad entre genotipos en el contenido de carbohidratos y proteinas en hojas y entrenudos del
tallo y su relacién con la actividad de los enzimas y/o el nivel de expresion de genes de su sintesis y/o
degradacion.

Figura 3.4. Los experimentos se realizaron durante el ciclo completo de desarrollo de la cebada, se muestran imagenes de:
1) siembra, 2) emergencia, 3) estado de plantula (aclarado de macetas), 4) ahijamiento (etiquetado del tallo principal), 5)
elongacidn de los tallos, 6) etapa de antesis, 7) llenado del grano, 8) madurez y 9) cosecha de grano.
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3.3.1.- Experimento 1.

El dia 10 de marzo de 2011 se sembraron semillas de tres lineas recombinantes con sustitucion de
cromosomas (RCSLs) de cebada, lineas 8, 76 y 89, y del cultivar Harrington en 24 macetas con perlita
hidratada con agua a capacidad de campo. Para cada uno de los genotipos estudiados se prepararon
seis macetas con 15 semillas cada una, las cuales fueron distribuidas al azar en una de las mesas de la
camara de crecimiento, manteniéndose en condiciones de 20/15 °C de temperatura dia/noche,
intensidad luminosa de 400 umol-m™-s™ y humedad relativa del aire de un 60%, con un fotoperiodo
de 16 horas. El dia 14 de marzo (4 dias después de la siembra - d.d.s. -) pudo comprobarse que mas
del 50% de las semillas habian germinado, etapa que se completd un par de dias después,
iniciandose el riego de las macetas con solucién nutritiva (ver apartado 3.2.4). El dia 30 de marzo, 20
d.d.s., se procedid al aclarado de las macetas, dejando 8 plantas por maceta de tamafio similar. El dia
4 de abril, 25 d.d.s., cuando las plantas tenian cuatro hojas y mostraban algun tallo hijo se impuso a
la mitad de las macetas, tres para cada uno de los genotipos de cebada, el tratamiento de sequia y se
dejaron las otras tres macetas como controles. Para llegar al 35% del agua maxima retenida por la
perlita en el tratamiento de sequia, las plantas se dejaron sin riego y se controld la pérdida de peso
diaria de las macetas (ver apartado 3.2.2). La disponibilidad hidrica deseada se alcanzé el dia 13 de
abril, 34 d.d.s., a los nueve dias después de la imposicion de la sequia. A partir de esa fecha, tanto en
las plantas control como aquellas en sequia, el agua perdida por evapotranspiracion era calculada
diariamente mediante el pesado de las macetas y se reponia a diario para mantener constante el
nivel deseado de disponibilidad hidrica. Ademas, para atenuar el efecto de la heterogeneidad de Ia
luz en la mesa de la cdmara climatica se cambid la posicidon de las macetas en la mesa diariamente
durante los controles de peso. El dia 13 de abril, 34 d.d.s., se etiquetd el tallo principal de cada una
de las plantas con un distintivo coloreado, con la finalidad de facilitar su rapida identificacion durante
la realizacion de las medidas de intercambio gaseoso y la recogida de muestras. El dia 28 de abril, 49
d.d.s., durante el desarrollo vegetativo de las plantas de cebada se recogieron muestras foliares,
correspondiente a la hoja mas joven completamente extendida del tallo principal de la planta, la
sexta hoja, para cada repeticion, régimen hidrico y genotipo, por congelacidn inmediata en nitrégeno
liqguido en las mismas condiciones de crecimiento de las plantas.

El dia 21 de mayo, 71 d.d.s., se realizaron medidas de la asimilacién fotosintética del carbono en
la penultima hoja del tallo principal de una planta para cada una de las tres repeticiones de los
tratamientos de control hidrico y sequia de los cuatro genotipos de cebada. Las medidas fueron
realizadas con un IRGA entre las 2 y las 6 horas después del comienzo del fotoperiodo, coincidiendo
con el momento de méaxima fotosintesis. Ademds, se recogieron muestras foliares, correspondientes
a las hojas bandera y penultima del tallo principal agrupadas conjuntamente, y del Ultimo entrenudo
del tallo con nitrégeno liquido para los analisis de metabolitos (ver apartado 3.4.1). Estas medidas se
realizaron inicialmente en las plantas de cebada de la linea 89, tanto en el tratamiento control como
en sequia, ya que mostraron una pauta de desarrollo ligeramente mds precoz que los restantes
genotipos. Y para asegurar la misma ontogenia foliar en los genotipos estudiados, las medidas de
intercambio gaseoso se realizaron escalonadamente. En las plantas de control hidrico, las medidas en
el cultivar Harrington y las lineas 8 y 76 se demoraron un par de dias respecto a las realizadas en la
linea 89. En las plantas de déficit hidrico, las medidas de fotosintesis y la recogida de muestras se
realizaron un dia después con respecto a las de control hidrico en dichos genotipos. Ambos
muestreos coincidieron con los dias 73 y 74 d.d.s., respectivamente. Las plantas utilizadas en las
medidas de fotosintesis se marcaron con un distintivo coloreado diferente al empleado para la
identificacion del tallo principal de las plantas, lo que facilitd que las medidas de fotosintesis se
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realizasen siempre en las mismas plantas en las etapas posteriores del desarrollo. Al finalizar la toma
de muestras de hojas y del ultimo entrenudo del tallo, el resto de la planta fue retirado de cada una
de las macetas. En esas mismas fechas, se realizé una recoleccidn adicional del tallo principal de la
planta, para cada nivel hidrico estudiado, genotipo y repeticion, para la estimacidn de su crecimiento
y la determinacién del contenido hidrico foliar de las hojas bandera y penultima (ver apartados 3.4.2,
3.5). A tal fin, el tallo principal de la planta se fracciond en espiga, hoja bandera y penultima hoja,
resto de hojas, ultimo entrenudo del tallo y resto del tallo, determinandose en cada una de las partes
el peso fresco y seco y la superficie verde (ver apartado 3.4.2).

Entre los dias 6-9 y 21-23 de junio, 87-90 y 102-104 d.d.s., respectivamente, se realizaron
nuevamente medidas de fotosintesis y se recogieron muestras foliares y del ultimo entrenudo del
tallo con nitrégeno liquido, siguiendo la misma pauta indicada con anterioridad, para cada uno de los
genotipos y tratamientos estudiados, exceptuando la cantidad de muestra recogida. Con el avance
del desarrollo de las plantas, las hojas mostraron algunas partes secas o moteadas, y para tener
cantidad de muestra suficiente y representativa se optd por tomar muestras foliares y del ultimo
entrenudo del tallo principal de dos plantas independientes por repeticién. Por ello, la muestra foliar
constaba de dos hojas banderas y dos penultimas hojas desprovistas de las partes secas y/o
moteadas agrupadas conjuntamente para cada una de las tres repeticiones. Y las muestras de tallo
agrupaban los ultimos entrenudos de los tallos principales de las dos plantas seleccionadas. El
material vegetal fue congelado en nitrégeno liquido y transferido a sobres de aluminio
convenientemente etiquetados, los cuales se almacenaron a -80 2C hasta su extraccién y posterior
analisis de metabolitos.

Al término de la experimentacidn descrita quedaba una planta por maceta o repeticidn para cada
uno de los genotipos y tratamientos de control hidrico y sequia, que se correspondian con aquellas
en la que se habian realizado las medidas de fotosintesis a lo largo del desarrollo del cultivo. Dichas
plantas se dejaron hasta la madurez, y el dia 27 de julio, 138 d.d.s., se realizé la cosecha final, lo que
permitié evaluar la produccion del cultivo. En la madurez, se contabilizaron el nimero de tallos hijos
y de espigas por planta, y se separd el tallo principal del resto de la planta. El tallo principal fue
fraccionado en espiga, hojas bandera y penultima, resto de hojas, ultimo entrenudo del tallo y resto
del tallo, y en la otra fraccidn de la planta se separaron las espigas del resto de la planta. De todas las
partes en las que fue dividida la planta se obtuvo el peso después del secado a 60 2C durante 48
horas para eliminar los posibles restos de humedad. El peso conjunto de todas ellas permitié obtener
la biomasa total. Y se determind también el nimero de granos y el peso de los granos tanto de la
espiga principal como del resto de las espigas de la planta (ver apartado 3.6).

La recogida de muestras para los andlisis de metabolitos, segln la escala Zadoks et al. (1974), se
correspondio con las siguientes fases del desarrollo de las plantas de cebada (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Fases del desarrollo de las plantas en las que se realizaron la recogida de muestras para anélisis de metabolitos.

d.d.s. Zadoks Descripcién
49 16 6 Hojas extendidas (estadio vegetativo)
71+2 70 Inicio del desarrollo del grano
88+2 77 Grano lechoso tardio
103 +1 83 Grano pastoso temprano

d.d.s. dias después de la siembra.

El trabajo descrito nos permitid investigar las combinaciones factoriales de dos niveles de
disponibilidad hidrica - control y sequia (35% del agua maxima retenida por la perlita) - con cuatro
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genotipos y tres repeticiones en los estadios de desarrollo vegetativo, inicio del desarrollo del grano,
grano lechoso tardio y grano pastoso temprano, junto a la cosecha final en la madurez.

3.3.2.- Experimento 2.

En este experimento, a diferencia del anterior, varid la duracidn e intensidad del estrés hidrico
impuesto a las plantas. La sequia, aun siendo de larga duracién, se impuso algo mas tarde por lo que
las plantas estaban ligeramente mas avanzadas en el desarrollo. Y la severidad de la sequia se
atenud, en comparacién con el primer experimento, ya que las plantas en déficit hidrico tuvieron un
50% del agua maxima retenida por la perlita, siguiendo las indicaciones de Sanchez-Rodriguez (1998).
El sustrato que se utilizd fue la perlita equilibrada con solucién nutritiva de pH 5.6 de la misma
composicion que la empleada con anterioridad, exceptuando la fuente de hierro, el NaFe-EDTA fue
sustituido por el quelato EDDHA con enlace orto-orto, debido a que incrementa la biodisponibilidad
del hierro a pH mas basico (ver apartado 3.2.4). Ademas, se duplicé el nimero de macetas
disponibles para cada uno de los genotipos y nivel de disponibilidad hidrica estudiados, lo que nos
permitid incrementar no sélo el nimero de réplicas para cada uno de los factores experimentales
estudiados en los diferentes muestreos, que en este caso fueron cuatro, sino también la cantidad de
material foliar y del tallo de cada una de las réplicas, como se detalla mas adelante.

Este experimento se inicié el dia 19 de julio de 2012 con la siembra de semillas de las lineas
recombinantes con sustitucion de cromosomas 8, 76 y 89, y del cultivar Harrington en 48 macetas
con perlita equilibrada e hidratada con solucién nutritiva a capacidad de campo. Para cada uno de los
genotipos estudiados se prepararon 12 macetas con 15 semillas cada una, las cuales se distribuyeron
al azar en una de las mesas de la camara de crecimiento, que se mantuvo en las mismas condiciones
de iluminacion, temperatura y humedad descritas en la experimentacidon anterior, con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad (ver apartado 3.2.1). El dia 23 de julio, 4 d.d.s., se
comprobd el inicio de la germinacion de las semillas y se completd unos cuatro dias después, el dia
27 de julio. El aclarado de las macetas se realizo el dia 3 de agosto, 15 d.d.s., y consistio en retirar de
cada una de las macetas aquellas plantulas mds retrasadas en su desarrollo o que por proximidad
pudieran limitar el desarrollo de alguna otra planta, dejandose un total de 9 plantas por maceta de
tamafio similar. Entre los dias 10 y 13 de agosto, 22-25 d.d.s., se procedié al marcaje del tallo
principal de las plantas con un distintivo coloreado para facilitar su identificacion posterior, en esas
fechas las plantas mostraban cuatro hojas y algun tallo hijo. El dia 23 de agosto, 35 d.d.s., cuando las
plantas tenian cinco hojas completamente extendidas se impuso a la mitad de las macetas, seis para
cada uno de los genotipos de cebada estudiados, el tratamiento de sequia y se dejaron las otras seis
como controles. Para llegar al 50% del agua maxima retenida por la perlita en el tratamiento de
sequia se dejaron sin riego las plantas y se controlé la pérdida de peso diaria de las macetas. La
disponibilidad hidrica deseada se logré cuatro dias después, el dia 27 de agosto, 39 d.d.s., y a partir
de esta fecha, tanto en plantas control como en sequia, el agua perdida por evapotranspiracion fue
calculada diariamente, reponiéndose a continuacién para mantener constante el nivel deseado de
disponibilidad hidrica.

Entre los dias 26-27 de septiembre, 69-70 d.d.s., se hicieron las primeras medidas de la
asimilacidn fotosintética del carbono en la penultima hoja del tallo principal de cinco plantas para
cada uno de los genotipos y tratamientos de disponibilidad hidrica, entre las 2 y 6 horas después del
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comienzo del fotoperiodo en la cdmara climatica. El dia 26 de septiembre se realizaron las medidas
de fotosintesis de las lineas 89 y 76, tanto de los tratamientos de control hidrico como de sequia, y se
recogieron muestras foliares y del tallo, cuatro repeticiones para cada una de las partes separadas de
la planta, de la linea 89 en ambos niveles de disponibilidad hidrica, debido a que mostré un
desarrollo mds acelerado. Cada una de las cuatro repeticiones de las muestras foliares constaban de
seis hojas, 3 hojas banderas y 3 penultimas hojas, cortadas a la altura de la ligula del tallo principal de
tres plantas distintas seleccionadas cada una de ellas de macetas diferentes de las seis que
integraban cada uno de los niveles de disponibilidad hidrica estudiados para cada uno de los
genotipos de cebada. Las muestras del tallo se correspondieron con el ultimo y pendltimo
entrenudos del tallo principal agrupados separadamente. Cada una de las cuatro repeticiones de las
muestras del dltimo entrenudo englobaba los tres ultimos entrenudos del tallo principal de cada una
de las tres plantas independientes de las que previamente se habian separado las hojas. Del mismo
modo, cada una de las cuatro muestras del penultimo entrenudo constaba de los tres penultimos
entrenudos de los tallos principales de los que se habian tomado las muestras anteriores. El dia 27 de
septiembre se midié la fotosintesis en la linea 8 y en el cultivar Harrington en los dos regimenes
hidricos estudiados y se recogieron también muestras foliares y del ultimo y penultimo entrenudos
del tallo, en cantidad y representatividad igual a la descrita previamente para la linea 89, de la linea
76 y el cv. Harrington. La toma de muestras con nitrégeno liquido de los dos tratamientos de la linea
8 se realizd el dia 28 de septiembre, coincidiendo con la recogida de muestra adicional para estimar
el crecimiento y el contenido hidrico relativo (ver apartados 3.4.2, 3.5), por ser el genotipo que
mostré un desarrollo ligeramente mds lento de entre todos los genotipos estudiados. Para
crecimiento se cortaron cuatro tallos principales de cuatro plantas de macetas independientes para
cada tratamiento y genotipo. El tallo principal fue fraccionado en espiga, hoja bandera y penultima
hoja, resto de hojas, ultimo y pendultimo entrenudos del tallo y resto del tallo, y en cada una de las
partes se determind el peso fresco y seco y la superficie verde, al igual que en el anterior
experimento (ver apartado 3.4.2). Conviene mencionar que en paralelo a las medidas de fotosintesis
y a la recogida de muestras con nitrégeno liquido en los restantes genotipos se tomaron también
muestras para medidas de crecimiento, con el mismo numero de réplicas y fraccionamiento de las
plantas antes descrito.

En fases mas avanzadas del desarrollo del grano, se realizaron dos nuevas rondas de medidas de
intercambio gaseoso con el IRGA entre los dias 3-4 y 17-18 de octubre, 76-77 y 90-91 d.d.s.,
respectivamente, siguiendo la misma pauta establecida en las medidas iniciales. El primer dia se
realizaron las medidas de los tratamientos de control y déficit hidrico de las lineas 89 y 76,
coincidiendo con los dias 3 y 17 de octubre en cada una de las rondas, mientras que el segundo dia,
se hicieron en la linea 8 y el cultivar Harrington, en concreto los dias 4 y 18 de octubre,
respectivamente. Paralelamente, hubo dos nuevas tomas de muestras con nitrégeno liquido en
cantidad igual a la descrita en la primera toma, tanto de muestras foliares como del ultimo vy
penultimo entrenudos del tallo, junto a la recoleccidn adicional de los tallos principales de las plantas
para medidas de crecimiento. La recogida de muestras también fue escalonada, se mantuvo el
desfase de hasta un dia con respecto a las medidas de fotosintesis, de modo similar al establecido en
la etapa anterior, segln los genotipos con sus respectivos tratamientos. Es decir, el primer dia se
recogieron muestras de la linea 89, el segundo dia las tomas de muestra se realizaron en Harrington
y lalinea 76, y el tercer dia en la linea 8.

Durante los muestreos descritos de las plantas de cebada, los restos de la planta no cosechados
con nitrogeno liquido fueron retirados inmediatamente de la maceta, al igual que en la toma de
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muestras para la estimacidn del crecimiento del tallo principal. Por ello, de las nueve plantas que
inicialmente contenian cada una de las seis macetas disponibles, para cada genotipo y nivel de
disponibilidad hidrica, quedd una Unica planta por maceta, las cuales se mantuvieron hasta la
madurez. Durante algunos dias permanecieron en la camara climatica con el régimen de riego
establecido para los tratamientos control y sequia, pero el dia 26 de octubre, 99 d.d.s., por averia en
la cdmara de crecimiento, las plantas tuvieron que ser trasladadas al invernadero. El cambio de
condiciones ambientales, semicontroladas, influyé en que la madurez del cultivo tardase aun mas
tiempo en alcanzarse que si hubieran continuado en la cdmara de crecimiento. Los dias 26-28 de
diciembre, 160-162 d.d.s., se realizd la cosecha final. De las seis plantas con las que se contaba, para
cada nivel de disponibilidad hidrica y genotipo (ver apartado 3.6), fueron seleccionadas las cuatro
mas similares para la estimacién de la biomasa total de la planta y el rendimiento de grano.

La recogida de muestras para los andlisis de metabolitos, segln la escala Zadoks et al. (1974), se
correspondid con las siguientes fases del desarrollo de las plantas de cebada (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Fases del desarrollo de las plantas en las que se realizaron la recogida de muestras para analisis de metabolitos.

d.d.s. Zadoks Descripcion
701 70 Inicio del desarrollo del grano
80+2 75 Grano lechoso medio

91+3 79 Grano lechoso tardio

d.d.s. dias después de la siembra.

El experimento descrito nos permitid investigar las combinaciones factoriales de dos niveles de
disponibilidad hidrica - control y sequia (50% del agua maxima retenida por la perlita) - con cuatro
genotipos y cuatro repeticiones durante la post-antesis de las plantas de cebada, en las fases de
inicio del desarrollo del grano, grano lechoso medio y grano lechoso tardio, junto a la cosecha final
en la madurez.

3.4.- Recogida de muestras.

En los experimentos realizados se recogieron dos tipos de muestras en funciéon de las
determinaciones a las que fueron destinadas. La recoleccidn se efectud en diferentes momentos
durante la post-antesis de las plantas para cada uno de los genotipos de cebada y nivel de
disponibilidad hidrica estudiado, con una excepcién en el primero de los experimentos realizados,
como se detallard a continuacién, y que se ha mencionado en el apartado de descripcion de los
experimentos:

a) Criogenizacion de material vegetal para estudios bioquimicos y/o moleculares.

b) Toma de muestras para crecimiento.

3.4.1.- Criogenizacion de material vegetal para estudios bioquimicos y/o moleculares.

La recogida de muestras foliares y del tallo se realizd6 en el momento de maxima fotosintesis,
entre las 4-6 horas después del comienzo del periodo luminoso, en las mismas condiciones de
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iluminacion y temperatura de la camara de crecimiento. Teniendo en cuenta el pequefio tamafio de
la hoja bandera de la cebada y que las medidas de fotosintesis se realizaron en la penultima hoja del
tallo principal de la planta, para disponer de una muestra foliar representativa, las hojas bandera y
penultima fueron agrupadas conjuntamente (Fig. 3.5a). Las muestras del tallo se correspondieron
con el ultimo entrenudo del tallo principal de la planta en el primero de los experimentos realizados,
y con el ultimo y pendultimo entrenudos del tallo principal en el segundo experimento (Fig. 3.5b). No
obstante, conviene mencionar que en cada uno de los experimentos realizados varié el tamafio de
las muestras foliares y del tallo recogidas. En el primer experimento, las muestras constaban de las
partes indicadas del tallo principal de una unica planta en la segunda toma de muestras y de dos
plantas en las dos restantes, mientras que en el segundo de los experimentos, las muestras
agrupaban las partes del tallo principal procedentes de tres plantas diferentes (ver apartado 3.3).

a) b)

HB
PH

Auricula

Figura 3.5. Composiciéon de las muestras foliares y del tallo recogidas para criogenizacion: a) muestras foliares
correspondientes a la hoja bandera (HB) y penultima hoja (PH) recogidas conjuntamente, b) muestras de tallo
correspondientes al ultimo entrenudo del tallo (UE, recogido en los dos experimentos) y penultimo entrenudo del tallo (PE,
recogido en el segundo experimento).

Las hojas, bandera y penultima, se cortaron a la altura de la ligula (Fig. 3.5a) y se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido para inmovilizar el metabolismo. Posteriormente, se
transfirieron a sobres de aluminio convenientemente etiquetados para su identificaciéon posterior
con ayuda de una pinza congelada y se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta su almacenaje. El
ultimo entrenudo del tallo se cortd en el punto de unién con la espiga y en el comienzo del nudo (Fig.
3.5b) y se fraccioné en porciones mas pequefas que se congelaron in situ en nitrégeno liquido. El
penultimo entrenudo del tallo se corté en el inicio del siguiente nudo del tallo y se dividié en
fragmentos que se congelaron con la mayor rapidez posible. Ambos entrenudos del tallo se
guardaron separadamente y se manipularon de un modo similar al indicado para las hojas. Las
diferentes partes de la planta se conservaron en cajas debidamente clasificadas en el ultracongelador
a -80 oC hasta que se utilizaron en los diferentes analisis planteados en cada uno de los
experimentos, bien para conocer el contenido de metabolitos del carbono y nitrégeno, alguna
actividad enzimatica y/o para el aislamiento de acido ribonucleico para estudios de expresion génica
como se describird mas adelante.

La excepcion en la recogida de muestras tuvo lugar en el primer experimento, ya que en fases
tempranas del desarrollo de las plantas se recogié la hoja mas joven completamente extendida, la
sexta hoja, para cada repeticién, régimen hidrico y genotipo (ver apartado 3.3.1).
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3.4.2.- Toma de muestras para estudiar el crecimiento del tallo principal de las plantas.

En paralelo a la recogida de muestras indicada anteriormente, con un desfase de uno o dos dias,
se tomaron muestras del tallo principal de otras plantas para estudiar su crecimiento. Con esa
finalidad, se corté el tallo principal de la planta y se fracciond en espiga, hojas bandera y penultima
conjuntamente, resto de hojas, Ultimo entrenudo del tallo y resto del tallo (Fig. 3.6a). En cada una de
las partes del tallo principal se determiné el peso fresco y seco, la superficie verde y el contenido
porcentual de humedad (%H). El fraccionamiento fue similar en ambos experimentos, con la
excepcion de que la fraccion tallo fue subdividida en ultimo y penultimo entrenudos del tallo y resto
del tallo en el segundo experimento (Fig. 3.6b), y de cada una de esas partes, independientemente,
se obtuvieron los parametros mencionados.
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Figura 3.6. En el tallo principal, la fraccidn tallo se dividié en diferentes porciones en cada uno de los experimentos. a) En
el primer experimento, las fracciones fueron: ultimo entrenudo del tallo (UE) y resto del tallo (RT). b) En el segundo
experimento, las fracciones fueron: uUltimo entrenudo del tallo (UE), penultimo entrenudo del tallo (PE) y resto del tallo
(RT). Se muestra también la espiga, |la hoja bandera (HB) y la penultima hoja (PH).

En cada una de las partes separadas del tallo principal, el peso fresco se obtuvo con una balanza
electronica (Precisa, modelo XT 220 A, Dietikon, Suiza). A continuacidn, después de quitar las
porciones foliares secas, si las habia, se midid la superficie proyectada con un planimetro electrénico
(modelo Li-3000 A, LI-COR, Nebraska, USA) que entrega la medida en cm? El peso seco se obtuvo
después de secar las muestras en estufa (Vismara-Bretel) a 60 2C durante 48 horas. La diferencia
entre los pesos fresco y seco proporcioné el contenido porcentual de agua (%H) de cada parte de la
planta ((peso fresco — peso seco) x 100/peso fresco). El area foliar especifica (SLA, Specific Leaf Area)
se calculé dividiendo la superficie verde de las hojas bandera y penultima entre su peso seco (Poorter
and Evans, 1998). El peso especifico del Ultimo y penultimo entrenudos del tallo y resto del tallo
representa la relacién entre el peso seco y su longitud (Borrell et al., 1993).
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3.5.- Determinacion del estado hidrico de las hojas.

Para valorar el estado hidrico de las hojas se ha utilizado el contenido hidrico relativo (RWC,
relative water content) que expresa la cantidad de agua en las hojas en funcién del peso turgente. El
RWC se determind en las hojas bandera y penultima del tallo principal conjuntamente, ya que
constituyen la muestra foliar representativa que se recogié para los andlisis de intermediarios
metabdlicos con nitrégeno liquido en las condiciones de crecimiento en las cdmaras climaticas. El
RWC segun Barrs and Weatherley (1962) se obtiene en base a la siguiente ecuacion:

Pf_Ps
RWC =100 * [—]
Pt_Ps

Donde: Ps: Peso fresco de las hojas inmediatamente después de separarlas del tallo principal de la
planta. Ps: Peso seco de las hojas después de mantenerlas en estufa a 60 2C durante 48 horas. Py
Peso turgente es el peso de las hojas cuando las células tienen hidratacion maxima después de ser
mantenidas a 4 2C en oscuridad durante 24 horas.

Para su determinacion se ha utilizado la metodologia propuesta por Teulat et al. (2003) con
modificacion de la temperatura de secado de las muestras. Las hojas del tallo principal se separaron
del tallo principal e inmediatamente se obtuvo el peso fresco (Ps). A continuacidn, las hojas se
colocaron en el interior de una bolsa Ziploc que contenia agua destilada que cubria sélo la base de las
hojas, cuidadosamente se eliminé el aire contenido en su interior, y se cerré herméticamente. Para
evitar la pérdida de peso por la respiracién o su ganancia por fotosintesis, las hojas se mantuvieron a
4 °C en oscuridad durante un periodo de 24 horas. Una vez transcurrido ese tiempo, las hojas se
sacaron del interior de las bolsas, se secaron cuidadosamente sobre papel para eliminar los restos de
agua adheridos a la superficie y no forzar la salida del agua de los tejidos y se pesaron (P;). Después
de secar a 60 2C durante 48 horas se determiné el peso seco (Ps).

3.6.- Produccion final.

Para conocer la produccion final se recogieron muestras en la madurez del cultivo. Las muestras
se correspondieron con una planta por repeticién para cada genotipo y nivel de disponibilidad hidrica
estudiado segun los experimentos realizados, tres plantas para el primer experimento y cuatro para
el segundo (ver detalles en el apartado 3.3).

En la madurez, se contabilizaron el nimero de tallos hijos y espigas por planta y se separd el tallo
principal del resto de la planta. El tallo principal fue fraccionado en espiga, hojas bandera y
penultima, resto de hojas, ultimo entrenudo del tallo y resto del tallo en el primer experimento. Del
mismo modo, en el segundo experimento, las fracciones del tallo principal fueron similares,
exceptuando la fraccién tallo que se dividié en ultimo y penultimo entrenudos del tallo y resto del
tallo (ver apartado 3.4.2). En el resto de la planta se separaron las espigas. Las partes en las que se
dividid la planta se secaron en estufa a 60 2C durante 48 horas para eliminar la posible humedad que
pudieran contener y se determind su peso seco. La suma del peso de las partes en las que fue
dividida la planta proporciond el peso de la parte aérea de la planta o biomasa total, ya que la raiz no
se recogid por la dificultad de separar las raices de las plantas del entramado generado junto a la
perlita. Las fracciones pequefias del tallo principal se pesaron con una balanza electrénica (Precisa,
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modelo XT 220 A, Dietikon, Suiza) y el resto de la parte aérea de la planta con una balanza granataria
(Mettler P1210).

Se determind el nimero de granos y el peso del grano por espiga y el peso por grano tanto de la
espiga del tallo principal como del resto de las espigas de la planta, y la suma de ambos permitio la
determinacion de los parametros indicados por planta.

3.7.- Medida de la asimilacion fotosintética del carbono.

Para las medidas de fotosintesis se utilizd un analizador de gases en el infrarrojo portatil IRGA
(CIRAS-2, PP Systems, Amesbury, MA, USA) con operacién diferencial y circuito de aire abierto (Fig.
3.7ab) que dispone de una cdmara de asimilacidn en la que se coloca la hoja (Fig. 3.7c). Las medidas
se realizaron en la penultima hoja del tallo principal de las plantas de cebada, ya que la hoja bandera
por su pequefio tamafio, mas aun en alguno de los genotipos estudiados, no sélo no cubria las
dimensiones de la cubeta de la cdmara de asimilacidn sino que también dificultaba la colocacién en
su interior, con el consiguiente riesgo de que la hoja fuese separada del tallo de la planta. Por ello, la
fotosintesis se midié en 1.7 cm” de superficie de la zona central de las pendltimas hojas del tallo
principal. No obstante, cuando en algun genotipo la porcién de hoja no cubrié completamente el
area de la cubeta de la cdmara de asimilacidn se midié exactamente el drea foliar con una regla y se
anotd. Esto, permitié realizar la consiguiente correccion de la superficie en la que se realizé la
medida en la hoja de cdlculo CIRAS-1 Output Spreadsheet siguiendo las indicaciones de Parsons et al.
(1998).

Figura 3.7. Imdgenes del analizador de gases en el infrarrojo portatil (CIRAS-2, PP Systems, Amesbury, MA, USA) empleado
en la presente investigacion para realizar las medidas de la asimilacion fotosintética del carbono. a) Imagen del equipo
durante la realizacidn de las medidas en la cdmara de crecimiento, b) imagen del IRGA, c) cdmara foliar que lleva adaptada
el IRGA, donde se coloca la hoja para tomar las medidas.
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Las medidas de intercambio gaseoso con el IRGA se llevaron a cabo en la cdmara de crecimiento,
entre las 2 y 6 horas después del comienzo del periodo luminoso, coincidiendo con las horas de
maxima fotosintesis. Las medidas se realizaron con dos niveles de CO, en la medida, 390 y 2000
umol-mol™ de CO, con objeto de obtener una estimacién de la fotosintesis en las condiciones de
crecimiento y de la fotosintesis maxima potencial, respectivamente, y poder diferenciar los efectos
estomaticos y no estomdticos de la sequia. Con concentraciones ambientales de CO, en la medida la
fotosintesis estard limitada probablemente por la Rubisco y con concentracién muy elevada de CO,
en la medida la fotosintesis estara limitada por la utilizacion de las triosas fosfato o, mucho mas
frecuentemente, por la regeneracion de la RuBP (Farquhar et al., 1980; Sharkey, 1985). En las
medidas se emplearon, condiciones luminicas saturantes, con una densidad de flujo foténico de 1500
pumol-m™2s™, un flujo de aire de 300 ml-min™, una temperatura de 25 °C (controlada por el sistema
Peltier del propio analizador) y un déficit de presidn de vapor de 1.6 + 0.23 kPa. Con este aparato se
pueden obtener parametros como la velocidad de asimilacién fotosintética del CO, (A), la velocidad
de transpiracion (E), la concentracion de CO, en los espacios intercelulares (C;), la conductancia de los
estomas (g,) - para CO, y H,0 - y la temperatura de la hoja. En paralelo a las medidas de fotosintesis
se procedié a la recogida de muestras con nitrogeno liquido para los estudios bioquimicos y
moleculares planteados en cada uno de los experimentos realizados (ver apartados 3.3y 3.4).

En ambos experimentos se realizaron tres mediciones de la asimilacion fotosintética del carbono
en estadios avanzados del desarrollo de las plantas de cebada. En el primero de los experimentos, las
medidas se realizaron en tres plantas para cada uno de los genotipos y nivel de disponibilidad hidrica
estudiados, la primera el dia 21 + 2 de mayo de 2011 en el estadio correspondiente al inicio del
desarrollo del grano, la segunda de las mediciones se hicieron el dia 6 £ 2 de junio de 2011 en el
estadio de grano lechoso tardio, y la tercera el dia 21 + 2 de junio de 2011 en el estadio de grano
pastoso temprano (Tabla 3.2). En el segundo experimento, las medidas se realizaron en cinco plantas
para cada uno de los genotipos y tratamientos control y déficit hidrico, la primera medida el dia 26 +
1 de septiembre de 2012 en el estadio correspondiente al inicio del desarrollo del grano, la segunda
el dia 3 £ 1 de octubre de 2012 en el estadio de grano lechoso medio, y la tercera el 17 + 1 de
octubre de 2012 en el estadio de grano lechoso tardio (Tabla 3.3).

3.8.- Analisis bioquimicos.

3.8.1.- Maceracidn y preparacion del material vegetal.

Muestras foliares (hoja bandera y penultima conjuntamente) y del tallo (Gltimo y/o pendultimo
entrenudos del tallo segin el experimento) se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido en
las mismas condiciones de crecimiento existentes en la cdmara climéatica (ver apartados 3.3y 3.4), y
se almacenaron en ultracongeladores a -80 2C hasta su uso en los diferentes andlisis bioquimicos y
moleculares asociados al desarrollo de este trabajo de investigacion.
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a)

Figura 3.8. Imagenes del material utilizado para la maceracién y pesada de muestras congeladas: a) mortero con mano y
recipientes criogénicos para el almacenaje de nitrégeno liquido, b) balanza (Precisa, XT 220 A) para la determinacion del
peso del material vegetal congelado transferido a eppendorfs con espatula congelada.

Las muestras guardadas en sobres de aluminio convenientemente etiquetados se transfirieron
desde el congelador de -80 2C a recipientes criogénicos (Isotherm) que contenian nitrégeno liquido.
Con ayuda de un par de pinzas congeladas se deposité el material vegetal en el interior de un
mortero de porcelana, que previamente habia sido congelado con nitrégeno liquido, para su
maceracidon con una mano de mortero también congelada (Fig. 3.8a). La muestra se homogeneizd y
triturd hasta conseguir un fino polvo mas blanquecino que el color verdoso de la muestra inicial
congelada e intacta, indicativo de una apropiada maceraciéon del material. Alicuotas de pesos
diferentes (como se detalla en la descripcidon de cada uno de los analisis realizados en este capitulo)
se transfirieron con espatula congelada a eppendorfs de seguridad (Eppendorf Safe Lock Tubes 1.5
ml) mantenidos en nitrégeno liquido, los cuales habian sido previamente tarados en una balanza de
precision (Precisa, XT 220A) (Fig. 3.8b), y se pesaron a continuacién. Esto permitié determinar
exactamente el peso fresco del material vegetal que se destind a cada uno de los analisis realizados.
Los pesos obtenidos se anotaron, con la finalidad de emplearse posteriormente en la conversion de
los resultados. Las alicuotas se mantuvieron en nitrégeno liquido durante su preparacién, y después
se colocaron y ordenaron en cajas para su conservacion a -80 2C hasta su uso.

3.8.2.- Extraccion de metabolitos.

La extraccién etandlica de los carbohidratos solubles de las muestras foliares y del tallo se realizé
seglun el método descrito por Morcuende et al. (2004). El procedimiento consistidé en seis
extracciones sucesivas, tres con etanol al 80% seguidas de otras tres con agua tamponada a pH 7.5,
lo que facilita la extraccién inicial de los azlicares de menor peso molecular y el arrastre posterior de
aquellos de mayor peso molecular, particularmente los fructanos con un alto grado de
polimerizacion.

A tal fin, alicuotas de unos 50 mg de material foliar congelado y de unos 75 mg de las muestras
del ultimo y/o penultimo entrenudo del tallo se homogeneizaron con 700 ul de etanol al 80%
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tamponado con Hepes-KOH 10 mM pH 7.5 por agitacién con un vortex (Heidolph) y se incubaron en
un bloque térmico (P Selecta) a 60 2C durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
centrifugaron a 13000 rpm en una centrifuga refrigerada (Eppendorf 5415R) a 4 2C durante 10
minutos. Los sobrenadantes se transfirieron a matraces de 5 ml, los cuales se mantuvieron en la
oscuridad para evitar la degradacidn de las clorofilas por la luz durante las sucesivas extracciones y
en refrigeracion a 4 2C. Este mismo proceso se repitid otras dos veces mds y los sobrenadantes de
cada una de ellas se transfirieron al matraz que contenia el extracto inicial. Finalizadas las tres
extracciones etandlicas, el precipitado se homogeneizé nuevamente con 700 ul de Hepes-KOH 10
mM pH 7.5y se incubd a una temperatura superior, 80 2C, durante 30 minutos. Tras la incubacién del
extracto, se centrifugd en las condiciones anteriormente indicadas, se recogio el sobrenadante y se
transfirié al matraz con los extractos etandlicos almacenados en la oscuridad y en frio. El proceso se
repitié dos veces mas y los extractos se unieron a los anteriores, enrasandose a un volumen final de 5
ml con etanol al 40% tamponado con Hepes-KOH 10 mM pH 7.5. Las muestras se homogeneizaron y
se tomaron dos alicuotas en nuevos eppendorfs para las muestras foliares, una de 200 ul y otra de
800 pl. La primera para la valoracion de las clorofilas (por lo que se continué manteniendo en la
oscuridad) y la segunda para su liofilizacion a 60 2C (Liofilizador TELSTAR, Lioalfa-6, con centrifuga
Savant Spead Var® SPD 121P), mientras que el resto del extracto se transfirid a eppendorfs que
fueron almacenados a -20 2C para su uso posterior en la valoracién de aminoacidos. En las muestras
tanto del ultimo como del pentltimo entrenudo del tallo Unicamente se tomd una alicuota de 800
para la liofilizacién del extracto y el resto del extracto se almacend a -20 2C en eppendorfs. Por su
parte, el residuo insoluble resultante de esta extraccidn, independientemente del tipo de material
vegetal utilizado, se almacené también a -20 9C para ser usado en la determinacién de proteinas
solubles y almidén como se describird mas adelante.

En el primer experimento, se realizdé también la extraccién de carbohidratos, segln el protocolo
descrito, en material vegetal cosechado en la madurez tanto de las hojas como del ultimo entrenudo
del tallo y de los granos del tallo principal. La cantidad de material vegetal utilizado fue menor al
tratarse de materia seca, en el caso de los granos se emplearon unos 35 mg, y en el ultimo entrenudo
del tallo y las hojas unos 20 mg de material.

3.8.2.1.- Determinacion de clorofilas.

El método empleado para la valoracién de clorofilas en acetona al 80% fue el propuesto por
Arnon (1949).

Se utilizé una alicuota de 200 pl del extracto etandlico-acuoso homogeneizado de las muestras
foliares, que se habia mantenido en oscuridad y frio durante el proceso de extraccién de los
carbohidratos, a la que se afiadieron 800 pl de acetona al 100%. La mezcla se agitd y se mantuvo a 4
oC en oscuridad durante un periodo de 10 minutos, y se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos.
La absorbancia del extracto se midié en un espectrofotémetro (Hewlett-Packard, 8452A Diode Array)
a las longitudes de onda de 663 y 645 nm, empledndose como blanco acetona al 80%. Las clorofilas
totales se obtuvieron a partir de la siguiente ecuacion:

Clorofila Total (mg/L) = (8.02 * AbSggznm) + (20.2 * AbSg450m)
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El contenido foliar de clorofilas se expresé en miligramos de clorofila por gramo de peso fresco
(mg-g PF). Para la obtencién de los resultados se tuvieron en consideracion las diluciones realizadas
durante el proceso de valoracidon de las clorofilas, el volumen total del extracto etandlico-acuoso y el
peso fresco de muestra foliar empleado en la extraccidn de carbohidratos.

3.8.2.2.- Determinacion de carbohidratos solubles.

Los carbohidratos se midieron espectrofotométricamente por analisis enzimaticos acoplados a la
oxidacion-reduccién de piridin nucleétidos (Stitt et al., 1989).

Se ha optimizado el método enzimatico de valoraciéon de los carbohidratos con un lector de placas
Synergy™ 2 (Multi-Mode Microplate Reader, BioTek) (Fig. 3.9). El nuevo método permite la lectura
simultdnea de hasta 96 muestras en placas de 96 pocillos transparente Microwell F96 PS (Thermo
Scientific Nunc, 2310N) en un volumen final de 200 pl. Este nuevo sistema comporta un importante
ahorro en consumibles, cantidad de extracto y tiempo con respecto al ensayo habitual que se venia
realizando en el laboratorio con el espectrofotometro UV visible (Hewlett-Packard, 8453). Dicho
analisis se realizaba en un volumen final de 1 ml y permitia medir hasta un maximo de 8 muestras
simultdneamente.

a)

Figura 3.9. a) Lector de placas SynergyTM 2 (Multi-Mode Microplate Reader, BioTek) usado para la determinacion de los
carbohidratos solubles en agua y el almidén, b) monitorizacién de la cinética de las reacciones con el software Gens™ Data
Analysis Software (BioTek).

El Synergy™ 2 es un lector multi-detector de microplacas con un elevado nivel de sensibilidad.
Dispone de un software, Gen5™ Data Analysis Software (BioTek), para el control y la recogida de
datos, que permite también la programacion del equipo (Fig. 3.9b). Consta de un sistema de
deteccion en absorbancia UV visible basado en un monocromador con lampara de Xenon Flash SQ
que opera en un rango de longitudes de ondas de 200-999 nm. El equipo permite el control de
temperatura y la agitacion de las placas. Su elevada sensibilidad posibilita la deteccién de bajas
concentraciones de metabolitos de manera fiable en comparaciéon con los espectrofotémetros
convencionales, lo que supone una gran ventaja para la cuantificacién de metabolitos. La posibilidad
de trabajar con microplacas facilita no sélo el ahorro de consumibles y de tiempo, como se ha
mencionado con anterioridad, sino que permite estudiar la reproducibilidad de los datos por
inclusidn de réplicas técnicas, lo que incorpora un valor afiadido a los andlisis convencionales que se
venian desarrollando en el laboratorio.
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Para la validacién del método de andlisis de carbohidratos con el lector de placas se disefié un
protocolo que permite la monitorizacion de la cinética de las reacciones, es decir, la observacion de
los incrementos de absorbancia generados por reduccién del NAD(P) a NAD(P)H a una longitud de
onda en la medida de 340 nm, utilizando como referencia la longitud de onda de 400 nm. El
programa Gen5™ permite seleccionar las longitudes de onda de medida y de referencia que se
indican, proporciona la posibilidad de establecer el orden de colocacidon de muestras en los pocillos
del plato (blancos, estandares y/o muestras) y el tiempo de medida, ofrece la opcion de ajustar la
temperatura de trabajo y de incorporar agitacion del bloque para facilitar la integracion de los
enzimas con la muestra. En el protocolo disefiado se diferenciaron tres fases. Una primera fase que
generaba la lectura de la absorbancia de los componentes de la mezcla sin enzimas. En una segunda
fase, tras la adicion del primero de los enzimas a cada una de las muestras analizadas, se pudo
monitorizar los incrementos de absorbancia asociados a la reaccidon enzimatica que tenia lugar. Para
en una tercera etapa repetir ésa misma operacion después de incorporar el segundo de los enzimas
necesarios para completar el andlisis (ver apartado valoraciéon de glucosa y fructosa). Para la
optimizacion del método se empled un kit especifico de analisis de glucosa comercial (D-Glucose,
Boehringer Mannheim, r-biopharm, 10716521035) con patrones de glucosa, sacarosa vy
kestotetraosa. A tal fin, se prepararon rectas de calibracidon con diferentes cantidades de glucosa,
comprendidas entre 0.015-0.150 mM en el volumen final de reaccién de 200 ul, desde soluciones
estdndares 1 mM y 0.5 mM generadas a partir de la glucosa incluida en el kit comercial de
concentracién 0.5 g/L. Las soluciones de glucosa 1 mM y 0.5 mM se prepararon por dilucidn sucesiva,
y con ellas se pretendia abarcar el rango de concentraciones mencionado para la recta de calibracion
sin tener que incorporar mds de 44 pl de estandar en el analisis (necesario por las particularidades de
la valoracién de algunos de los carbohidratos con el kit de glucosa). Del mismo modo, para el
disacdrido, la sacarosa, se prepararon rectas de calibracion con cantidades de sacarosa comprendidas
entre 7.5—-75 uM a partir de soluciones estandares de sacarosa 0.5 y 0.25 mM (Sigma, S-2395). Y para
el tetrasacarido, la 1,1-kestotetraosa, se prepararon rectas de calibracidn con cantidades de
kestotetraosa 3.75—37.5 uM desde soluciones estandares de concentraciones 0.25 y 0.125 mM (1,1-
Kestotetraose, Megazyme O-KTE). En las rectas de calibrado realizadas con los diferentes patrones, la
medida de absorbancia obtenida fue proporcional a la concentracion de cada uno de los
carbohidratos. Las regresiones lineales fueron semejantes en los tres patrones de carbohidratos,
obteniéndose un coeficiente de 3.2254. Dicho coeficiente se utilizé para la transformacién de los
datos de absorbancia a concentracién en las muestras como se detalla a continuacién.

3.8.2.2.1.- Valoracion de glucosa y fructosa.

Para la valoracién de los carbohidratos solubles, una alicuota de 800 ul del extracto etandlico-
acuoso homogeneizado se llevé a sequedad a 60 2C con un liofilizador (TELSTAR, Lioalfa-6, con
centrifuga Savant Spead Var® SPD 121P), y la muestra concentrada se resuspendid en un volumen
similar de agua, se homogeneizd y centrifugd brevemente a 13000 rpm a 4 oC. En el extracto acuoso
generado se pudo valorar la glucosa, fructosa, sacarosa y fructanos de la muestra. Este paso permitio
eliminar el etanol de la muestra, debido a que podria interferir en la actividad de los enzimas
responsables de la hidrdlisis de la sacarosa y los fructanos.

La determinacion de la glucosa y fructosa libres de la muestra se realizé con el kit especifico de
analisis de glucosa comercial antes indicado. Una alicuota del extracto acuoso, que varié en funcién
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del genotipo, el nivel de disponibilidad hidrica y el estadio de desarrollo de la planta en cada uno de
los experimentos realizados, se colocé en cada uno de los pocillos de la placa por duplicado, junto a
100 pl del tampdn suministrado en el kit comercial compuesto por NADP 3 mM, ATP 10 mM, tampdn
TEA 86 mM pH 7.6 y cantidades adecuadas de una sal divalente Mg,S0,, completdndose con agua
hasta el volumen final de reaccién 200 pl. En dos de los pocillos de la placa se dispuso un blanco, en
el que la cantidad de extracto fue sustituida por agua. Los componentes de la mezcla se
homogeneizaron por una breve centrifugacién en centrifuga de placas refrigerada (Thermo Scientific,
Sorvall ST16R) a 2000 g durante 15 segundos. A continuacién, la placa se colocd en el plato del
Synergy™ 2, se seleccioné el protocolo de medida de carbohidratos y automaticamente comenzd la
lectura de las absorbancias iniciales de las muestras. A los 5 minutos, el equipo liberd la placa y se
afiadieron 5 pl de la mezcla de enzimas HK/G6PDH proporcionada en el kit comercial con ayuda de
una pipeta automatica Eppendorf Research Pro, que permite una rapida dispensacion del enzima en
los pocillos del plato. La mezcla de enzimas contenia 1 U de hexoquinasa (HK, cataliza la fosforilacién
de las hexosas (glucosa y fructosa) en sus correspondientes hexosas fosfato (G6P y F6P) con consumo
de ATP) y 0.5 U de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, cataliza la oxidacion de la G6P a
gluconato-6-fosfato, 6Pgluconato). En esta segunda fase, se realizd la monitorizacion de los
incrementos de absorbancia inherentes a la formacion de NADPH por reduccién del NADP en la
reaccion catalizada por la G6PDH (Fig. 3.10). El seguimiento se realizé6 durante 12 minutos, para
asegurar que se alcanzase la linealidad de la reaccién, y el incremento de absorbancia asociado al
NADPH fue proporcional a la cantidad de glucosa libre de la muestra. En una tercera fase, se
afiadieron 5 pl de fosfoglucosa isomerasa (PGl), los cuales contenian 2.5 U de la enzima (Roche,
10127396001) que cataliza la conversidn de la F6P en su isémero G6P, que a su vez se transforma en
6-Pgluconato por accidn de la G6PDH presente en el medio de reaccién (Fig. 3.10). En este ultimo
paso, los cambios de absorbancia asociados a la reduccién del NADP a NADPH fueron proporcionales
a la cantidad de fructosa libre de la muestra.

Fructosa
ATP _ Me*
&
ADP i
F6P
l\‘lgz' PGl
\
N GEPDH ,
Glucosa —— G6P | ——— 6PGluconato
) NADP™
ATP ADP J
NADPH

Figura 3.10. Secuencia de reacciones que tienen lugar en la valoracién enzimética de la glucosa y fructosa. La hexoquinasa
(HK) cataliza la fosforilacion de la glucosa y la fructosa de la muestra, y su adicién junto con la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) facilita la conversion de la G6P en 6Pgluconato, valorandose asi la glucosa de la muestra. La
incorporacidn posterior de la enzima fosfoglucosa isomerasa (PGl) convierte la F6P en G6P y continta transformandose en
6Pgluconato por la G6PDH, lo que permite valorar la fructosa de la muestra.

Puesto que se incorporaron réplicas técnicas de las muestras, para la comprobaciéon de la
reproducibilidad de datos, los resultados de ambas medidas fueron promediados, tanto de la
absorbancia inicial de la muestra como de la absorbancia final de la reaccién catalizada por la
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HK/G6PDH y aquella mediada por la PGI. La diferencia de absorbancia del final de la reacciéon con la
HK/G6PDH y la absorbancia inicial de la muestra se correspondié con el incremento de absorbancia
de la glucosa libre de la muestra. La diferencia de absorbancia del final de la reaccién con la PGl y el
final de la reaccidn con la HK/G6PDH se asoci6 con el de la fructosa libre de la muestra. En el andlisis
se introdujo un blanco con agua, lo que permitié conocer los cambios de absorbancia asociados a la
simple adiciéon de los enzimas durante el ensayo, éstos incrementos de absorbancia fueron
convenientemente sustraidos a los correspondientes a la glucosa y la fructosa de la muestra.
Finalmente, los datos de absorbancia fueron transformados a concentracién, para lo que se tuvo en
consideracion el resultado de la recta de calibrado antes indicado, la cantidad de extracto en el
analisis, el volumen total de extraccion y la cantidad de material vegetal de partida, lo que permitio
expresar los resultados en micromoles de hexosa por gramo de peso fresco (umol-g PF™).

Conviene mencionar que los enzimas comerciales, por razones de estabilidad, se encuentran en
suspension en sulfato amdnico 3.5 M, solucidn que debe ser eliminada inmediatamente antes de la
realizacion de los ensayos enzimaticos. Con este objeto, una alicuota de los enzimas en suspension se
transfirié a un eppendorf y se centrifugd a 13000 rpm durante al menos dos minutos, descartandose
el sobrenadante, mientras que el precipitado fue resuspendido en el tampdn proporcionado por el
kit comercial de analisis de glucosa.

3.8.2.2.2.- Valoracion de sacarosa.

La determinacion de la sacarosa se realizd por hidrdlisis previa del disacarido en sus
correspondientes monosacdridos, glucosa y fructosa, en la reaccion catalizada por el enzima sacarasa
(Sucrase (Maltase from yeast), Megazyme E-SUCR), que hidroliza de manera rapida y especifica la
sacarosa (McCleary and Blakeney, 1999).

Para la realizacién de los analisis por duplicado, una alicuota del extracto acuoso generado para la
valoracion de carbohidratos (ver apartado 3.8.2.2.1) se colocd en cada uno de los pocillos de la placa
junto a 10 ul de una mezcla de enzima, que contenia 4 pl de tampdn maleato sédico 100 mM pH 6.5
y 6 ul de sacarasa, que se correspondian con 8 U del enzima. A continuacién, se afiadid agua hasta
alcanzar un volumen final de 54 ul (en cantidad variable dependiendo de la cantidad de extracto
usado en el analisis). Paralelamente, en dos de los pocillos de la placa se prepararon blancos, para el
control de la adicidn de los enzimas, que contenian 44 pl de agua y 10 ul de la mezcla de enzima. La
placa se centrifugd en una centrifuga para placas a 2000 g durante 15 segundos, lo que permitio la
homogeneizacidon de los componentes de la mezcla, y se dejé incubar a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Para evitar la evaporacién y concentracion de los componentes de la mezcla
durante la hidrélisis de la sacarosa, la placa se cubrié con papel de aluminio adhesivo (Scotch® Brand
Tape, Core series 591). Al término de la incubacidn, se quité cuidadosamente el papel adhesivo y se
afiadieron 100 pl del tampdn suministrado en el kit comercial de valoracién de glucosa y la cantidad

de agua necesaria para ajustar el volumen de reaccidn final en el andlisis a 200 pl. Finalmente, se
procedid a la lectura de la absorbancia inicial de las muestras y se continud con la valoracion
enzimatica de la glucosa y la fructosa generadas por la hidrdlisis de sacarosa después de la adiciéon
secuencial de la HK/G6PDH y PGl, siguiendo el protocolo descrito para la determinacion de la glucosa

y fructosa libres de la muestra.
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A las concentraciones de glucosa y fructosa obtenidas en éste andlisis se restd las
correspondientes a la glucosa y fructosa libres de la muestra, para conseguir los datos reales de
glucosa y fructosa procedentes de la hidrdlisis de sacarosa. Los resultados del contenido de sacarosa
se refirieron a la glucosa de este modo obtenida y se expresaron en micromoles por gramo de peso
fresco (umol-g PFY).

3.8.2.2.3.- Valoracion de fructanos.

Los fructanos de las muestras se determinaron por hidrdlisis previa en glucosa y fructosa mediada
por fructanasas altamente purificadas (Fructanase Mixture Purified-Liquid, Megazyme E-FRMXLQ) y
posterior valoracién de las hexosas generadas por el método habitual.

Para la realizacién del analisis, una alicuota del extracto acuoso generado para la valoracién de
carbohidratos se colocd en cada uno de los pocillos de la placa por duplicado junto a 4 pl de una
mezcla de enzima, que contenia 2 pl de tampdn acetato sédico 100 mM pH 4.5 y 2 ul de fructanasa,
que se correspondian con 2 U de dicho enzima. Después se afiadio la cantidad de agua necesaria para
alcanzar un volumen final de 54 ul. Paralelamente, en dos de los pocillos de la placa se prepararon
blancos para el control de la adicidon de los enzimas, los cuales contenian 50 pl de agua y 4 ul de la
mezcla de enzima. La placa se centrifugd a 2000 g en una centrifuga para placas durante 15
segundos, para facilitar la homogeneizacién de los componentes de la mezcla, se cubrié con papel de
aluminio adhesivo (Scotch® Brand Tape, Core series 591) y se dejo incubar a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Al término de la incubacién, se afiadieron 100 ul del tampdn suministrado en el
kit comercial de valoracién de glucosa y la cantidad de agua necesaria para ajustar el volumen de
reaccion final en el andlisis a 200 pl. Finalmente, la glucosa y fructosa generadas por hidrdlisis de los
fructanos fueron valoradas enzimaticamente segun el protocolo descrito.

A las concentraciones de glucosa y fructosa obtenidas en éste analisis se restd la glucosa y
fructosa reales de la valoracién de la sacarosa (ya que previamente se habia sustraido la glucosa y
fructosa libres de la muestra). De este modo, se obtuvieron las concentraciones exactas de glucosa y
fructosa generadas por hidrélisis de los fructanos presentes en la muestra. Los datos de
concentracién de fructanos se refirieron a la suma de la glucosa y fructosa asi obtenida y se
expresaron en micromoles de hexosas por gramo de peso fresco (umol-g PF™).

Los carbohidratos solubles totales de las muestras foliares o de los tallos se obtuvieron sumando
los contenidos de la glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los fructanos.

3.8.2.3.- Extraccion de proteinas.

En el residuo insoluble procedente de las extracciones etandlico-acuosas, que fueron
almacenados a -20 2C hasta su uso, se determinaron las proteinas solubles y el almidén segun el
método propuesto por Hendriks et al. (2003).

El precipitado de dicha extraccion se resuspendié con 900 pl de NaOH 100 mM por agitacion
vigorosa con un vortex y se calentd en un bloque térmico a 95 2C durante 30 minutos. Transcurrido el
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tiempo de incubacién, se dejé enfriar a temperatura ambiente durante al menos 5 minutos y, una
vez atemperado, se centrifugd a maxima velocidad durante 5 minutos. Las proteinas se valoraron en
el sobrenadante segun el método de Bradford.

3.8.2.3.1.- Valoracion de proteinas solubles.

El método de Bradford para la valoracidn de proteinas es un método colorimétrico que emplea un
colorante hidrofdbico, cuyas disoluciones acuosas en presencia de acido fosférico tienen un color
pardo, que al encontrarse en el entorno hidrofébico del interior de una proteina origina un color azul
intenso que puede medirse facilmente a 595 nm (Bradford, 1976). Esta basado en el cambio de color
de rojo a azul del azul brillante de Coomasie G-250 cuando se encuentra en presencia de una
proteina.

Las proteinas solubles de las muestras se valoraron en una alicuota de entre 5-30 ul del
sobrenadante obtenido segln el protocolo indicado en el apartado anterior con el reactivo Bradford
comercial (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad 500-0006). La cantidad de extracto
empleado varid segln el material vegetal, el genotipo, el régimen hidrico y/o la fase de desarrollo de
la planta.

Para la determinacién del contenido proteico de las muestras se realizd una curva de calibrado
con seroalbimina bovina (Sigma, A7030) a partir de una solucidn estandar de concentracion 1 mg/ml
diluida en NaOH 100 mM. Tanto para la preparacién de la recta patron como para la valoracion de las
muestras, se colocaron en tubos de vidrio las diferentes cantidades de seroalbimina bovina y/o
alicuotas de las muestras, a las que se anadié 3.240 ml del reactivo Bradford diluido cinco veces.
Siguiendo las indicaciones del fabricante, la mezcla se homogeneizd con un vortex y se dejo
desarrollar el color durante al menos 5 minutos. Las lecturas de absorbancia se midieron a una
longitud de onda de 595 nm con un espectrofotémetro UV Visible (Hewlett-Packard, 8452A Diode
Array) con cubetas desechables UV macro 4.5 ml (PS) (BRAND, 9406110). Las absorbancias segun la
concentracién de albumina se ajustaron a una curva de regresiéon de segundo grado, a partir de la
cual facilmente pudieron referirse los datos de absorbancia de las muestras, expresdandose en
miligramos de proteina por gramo de peso fresco (mg-g PF™).

3.8.2.4.- Extraccion y valoracidn de almidodn.

El almiddn se analizd en el residuo insoluble de la extraccion etanélica-acuosa del material vegetal
segln el método propuesto por Hendriks et al. (2003). Para ello, el precipitado se volvio a
resuspender en la solucién que contiene NaOH 100 mM (ver apartado 3.8.2.3) por agitacién con un
vortex y se acidificé con 180 ul de una mezcla que contenia HCI 0.5 M y CH;COONa 100 mM pH 4.9.
Posteriormente, una alicuota de 120 pl de la suspension generada se transfirid a un nuevo
eppendorf, al que se incorporaron 180 pul de una mezcla para la digestion del almidén que contenia
75 U de amiloglucosidasa (Roche, 1202332) y 100 U de a-amilasa (Roche, 102814) en 25 ml de
NaCH;CO, 76 mM pH 4.9 (Ap Rees et al., 1977). La mezcla se homogeneizd y se incubd a 37 2C en un
bloque térmico (P Selecta) durante la noche (al menos 16 horas). Transcurrido el periodo de
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incubacidn, las muestras se centrifugaron y en el sobrenadante se valord la glucosa generada por
hidrdlisis del almiddn.

Para el analisis de la glucosa se transfirié una alicuota del sobrenadante a una placa de 96 pocillos
por duplicado, y se afiadieron 100 pl del tampdn suministrado en el kit comercial de valoracién de
glucosa y la cantidad de agua necesaria para ajustar el volumen de reaccidn final en el anlisis.
Paralelamente, en dos de los pocillos de la placa, se prepararon blancos, en los que la cantidad de
extracto utilizado en el analisis se sustituyd por agua. Una vez dispensados todos los componentes de
la reaccién en los pocillos de la placa, se homogeneizaron por centrifugacion a 2000 g en una
centrifuga para placas durante 15 segundos. A continuacidn, se procedié a la valoracién de la glucosa
por adicién de los enzimas HK/G6PDH en el lector de placas. De manera que el incremento de
absorbancia asociado a la glucosa fue proporcional a la cantidad de almidén presente en las
muestras.

En la conversién de los resultados de absorbancia a concentracién, para la estimacion del
volumen total de extracciéon del almiddn, se sustrajo a los 900 ul de NaOH 100 mM en los que se
resuspendio el precipitado de la extraccion etandlica-acuosa la cantidad utilizada en la valoracién de
las proteinas de la muestra, se tuvo en consideracion el volumen de extracto utilizado para la
hidrélisis del almidéon en medio acido y el que se empled en la valoracidon de la glucosa, lo que
permitié expresar los resultados en micromoles por gramo de peso fresco (umol-g PF™).

3.8.2.5.- Determinacion de aminoacidos.

Para la determinacion de los aminoacidos totales se utilizd el método de la ninhidrina (Hare,
1977). Se fundamenta en la reaccion de la ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) con los
aminodcidos a temperaturas elevadas, en la que se forman amoniaco y anhidrido carbdnico por
reduccidn de la ninhidrina a hidrindantina. Compuesto que reacciona nuevamente con el amoniaco y
otra molécula de ninhidrina y genera un compuesto de coloracién azul-purpura, denominado
purpura de Ruthermann. Este cromdforo tiene su maxima absorcién a 570 nm. El reactivo de
ninhidrina debe prepararse en fresco, mezclando las siguientes soluciones: 50 mg de Cd (CH3CO,), en
1 ml de acético glacial y 5 ml de agua, junto a la ninhidrina 0.1% (p/v) en acético glacial (50 ml).

La valoracion del contenido de aminodacidos en las muestras foliares y del ultimo entrenudo del
tallo del primer experimento se realizé en una alicuota del extracto etanédlico-acuoso almacenado a -
20 oC (ver apartado 3.8.2). Para ello, uno de los eppendorfs de los extractos etandlico-acuosos
almacenados a -20 2C se puso en hielo unos 5 minutos y se homogeneizé vigorosamente con el
vortex, centrifugdndose con posterioridad a 13000 rpm en una centrifuga refrigerada (Eppendorf
5415R) a 4 oC durante 2 minutos. A continuacion, una alicuota del extracto se transfirié a un
eppendorf de seguridad (Eppendorf Safe Lock Tubes 1.5 ml) junto a 500 pl de reactivo de ninhidrina y
se anadio agua hasta completar un volumen final de 1 ml. La mezcla se homogeneizd por agitacion e
incubd en un bloque térmico a 70 2C durante 10 minutos. Después de dejar enfriar a temperatura
ambiente durante 15 minutos, se procedié a la lectura de absorbancias a una longitud de onda de
570 nm en un espectrofotometro (Hewlett-Packard, 8452A Diode Array), frente a un blanco con
ninhidrina y agua. En paralelo a la medida de las muestras se prepard una recta de calibracién con
diferentes cantidades de glutamina (Sigma, G3126) a partir de una solucidn estandar de glutamina 1
mM, siguiendo el mismo protocolo descrito. La medida de absorbancia obtenida fue proporcional a
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la concentraciéon de dicho aminoacido, lo que permitid la transformacién de los resultados como
pmol-g PF™.

3.8.2.6.- Analisis del grado de polimerizacién de los fructanos.

La deteccidn amperométrica de pulsos combinada con la cromatografia de intercambio anidnico
de alta presiéon proporciona un método sensible y selectivo para la determinaciéon de azucares
simples y carbohidratos mas complejos (Corradini et al., 2012). Los fructanos son polimeros lineales o
ramificados de fructosa con diferente grado de polimerizacién (DP, degree of polimerization)
derivados de la sacarosa. En cereales predominan los fructanos complejos del tipo gramineas que
contienen unidades de fructosa con uniones B(2-6) y ramificaciones B(2-1), la estimacion del grado
de polimerizacién de este tipo de fructanos no esta exenta de dificultad por la carencia de patrones
comerciales disponibles que puedan ser utilizados para la cuantificacion como se detalla mas
adelante.

En nuestro laboratorio no se dispone del equipo de cromatografia de intercambio anidnico de alta
presion (High Performance Anion Exchange Chromatography, HPAEC) (Fig. 3.11), por lo que estos
analisis se realizaron en el laboratorio del Dr. Arnd Heyer (Departamento de Biotecnologia de Plantas
de la Universidad de Stuttgart, Alemania) durante una estancia investigadora de corta duracién
financiada por el programa de ayudas para estancias de investigacion en Instituciones Extranjeras JAE
predoctoral del CSIC.

Figura 3.11. Equipo Dionex DX-500 de cromatografia de intercambio anidnico acoplado con un detector amperométrico
de pulsos (HPAEC-PAD) del departamento de Biotecnologia de Plantas de la Universidad de Stuttgart (Alemania) en el que
se realizaron los andlisis.

Los analisis se realizaron en alicuotas de 1 ml del extracto etandlico-acuoso procedente de las
muestras foliares y del Ultimo entrenudo del tallo del primer experimento, las cuales se llevaron a
sequedad en frio con un concentrador Speed Vac y se resuspendieron nuevamente en 500 pl de agua
ultrapura. Las muestras resuspendidas se agitaron durante 30 minutos en un agitador automatico y
se calentaron en un bloque térmico a 80 2C durante 15 minutos, centrifugdndose con posterioridad a
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maxima velocidad unos 10 minutos. Una alicuota del extracto se utilizé para la separacion de los
carbohidratos a través de una columna CarboPac PA 100 para cromatografia de intercambio anidnico
de alta presion (HPAEC) usando un sistema de cromatografia de gradiente Dionex DX-500 acoplado
con un detector amperométrico de pulsos (PAD) equipado con un electrodo de oro (Zuther et al.,
2011) como se detalla a continuacion.

El protocolo consistid en transferir alicuotas de 55 pl de los extractos a viales que contenian 55 pl
de agua ultrapura, las cuales se homogeneizaron y depositaron en el autosampler del equipo.
Inicialmente se colocaron estandares de concentraciones 5 pM, 50 uM y 100 uM (ver detalles mas
abajo) y a continuacién 24 muestras, intercaldndose nuevamente patrones de las concentraciones
indicadas. El proceso de separacion cromatografica de los azlcares se inicid con la inyeccidn
automatica de un volumen de muestra de 25 ul a través de una columna de intercambio anidnico
fuerte (CarboPac PA 100) que permite la separacién de oligosacdridos y polisacaridos con un alto
grado de polimerizacidn al usar fases méviles alcalinas. La separacion de los azucares se realizd con
un gradiente de acetato sédico con una concentracion constante de hidroxido sddico (Tabla 3.4) a
una velocidad de flujo de 1 ml por minuto durante un periodo de 40 minutos, puesto que se requiere
un ambiente fuertemente bdsico para su deteccion.

Para la cuantificacion de los carbohidratos se emplearon estandares que incluian los fructanos
comerciales disponibles - la 1-kestosa (Megazyme, O-KTR), la 1,1-Kestotetraosa (Megazyme, O-KTE) y
la 1,1,1-Kestopentaosa (Megazyme, O-KPE) - ademas de la glucosa, fructosa, sacarosa y rafinosa en
un rango de concentraciones de 5 uM, 50 uM y 100 uM.

Tabla 3.4. Gradiente de soluciones programado en el HPAEC-PAD para el andlisis del grado de polimerizacién de los
fructanos a una velocidad de flujo de 1 ml/min.

Tiempo (min) % Sol. A 1M NaOH % Sol. B H,0 % Sol. C 1M NaAC
0 15 85 0.0
5 15 85 0.0
25 15 35 50
30 15 0.0 85
35 15 0.0 85
36 15 85 0.0
40 15 85 0.0

El principal factor limitante de esta técnica se relaciona con la carencia de estandares comerciales
de elevado peso molecular, lo que dificulta la identificacidn de los picos de los cromatogramas (Fig.
3.12a). Por ello, la asignacion de picos se basa a menudo en la suposicién de que el tiempo de
retencion de las series homoélogas de carbohidratos aumenta cuando lo hace el grado de
polimerizacién, lo que significa que cada pico separado representa una cadena con una unidad mas
que el pico anterior. Esto, sin lugar a dudas, supone una limitacion en la cuantificaciéon de los
fructanos en sus diferentes grados de polimerizacion. Para solventarlo, se realizaron agrupaciones o
clusters que permitieron la integracidn de las areas de cada uno de los picos que componen esa
agrupacion. Para la cuantificacion se sumaron las dreas de los picos, y cada pico correspondia a
nanoculombios por minuto (Area nC-min) (Fig. 3.12b). Se crearon tres agrupaciones, una primera,
que incluia los fructanos de bajo grado de polimerizacidén y comprendia los picos desde la kestose,
DP4, DP5 vy sus isoformas (Kestose+14+15+18+DP4+20+22+23+DP5+25+26+27). Una segunda, que
aglutinaba a los fructanos de grado de polimerizacion medio (28+DP6+DP7+DP8+DP9+DP10). Y la
tercera agrupacidn integraba a los fructanos de alto grado de polimerizacion
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(DP11+DP12+DP13+DP14+DP15+DP16). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias, ya que el
culombio se define como la cantidad de carga transportada en un segundo por una corriente de un
amperio de intensidad de corriente eléctrica y corresponde a una cantidad de electricidad (carga
eléctrica).
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Figura 3.12. a) Perfil cromatografico obtenido en una de las muestras, columna CarboPac PA 100, b) agrupaciones
realizadas para la determinacién del grado de polimerizacidn (DP) de los fructanos, que permite su clasificacion en un grado
de polimerizacion bajo (DP bajo), medio (DP medio) y alto (DP alto).

3.8.3.- Ensayo in vitro de la actividad nitrato reductasa.

La valoracion de la actividad nitrato reductasa se realizd segin el método propuesto por
MacKintosh (1992) y las adaptaciones introducidas por Scheible et al. (1997b). El método se
fundamenta en la valoracién del nitrito generado por reduccién del nitrato en la reaccién catalizada
por el enzima. Las actividades maxima (enzima desfosforilada) y selectiva (enzima fosforilada) de la
NR se midieron, respectivamente, en ausencia y en presencia de cationes divalentes Mg>* (Scheible
et al., 1997b), con EDTA 5 mM o (CH;CO0),Mg 10 mM en el tampodn de ensayo (Huber and Huber,
1992; Scheible et al., 1997b). El estado de activacién de la nitrato reductasa se expresé como
porcentaje de la actividad en presencia de Mg™ 10 mM dividido por la actividad en presencia de
EDTA 5 mM (Mackintosh et al., 1995).

La determinacion de la actividad NR se realizd en muestras foliares congeladas y almacenadas a -
80 2C del segundo de los experimentos realizados. Una alicuota de unos 120 mg del material vegetal
congelado y pulverizado se transfirid a un eppendorf y se homogeneizé con cuatro volumenes (p/v)
de tampdn de extraccién enfriado en hielo compuesto por Hepes-KOH 100 mM pH 7.5, (CH;CO0),Mg
5 mM, EDTA 1 mM, glicerol 10% (v/v), DTT 5 mM, BSA 1% (p/v), Triton X-100 0.1% (v/v), PMSF 0.5
mM, FAD 20 uM, leupeptina 25 uM, Na,MoO, 5 uM, PVPP 1% (p/v). En el extracto homogeneizado
las actividades maxima y selectiva de la nitrato reductasa se valoraron inmediatamente, mezclando
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un volumen de dicho extracto con cinco volimenes de un tampdn de ensayo precalentado a 30 2C en
un bloque térmico (Eppendorf Thermomixer Compact), constituido por Hepes-KOH 100 mM pH 7.5,
KNO; 5 mM, EDTA 5 mM, leupeptina 15 uM, FAD 10 uM, NADH 0.5 mM, DTT 0.25 mM y Na,MoO, 5
MM para la valoracion de la actividad nitrato reductasa maxima; o bien en el tampdn de ensayo
Hepes-KOH 100 mM pH=7.5, KNO; 5 mM, (CH;COO),Mg 10 mM, leupeptina 15 uM, FAD 10 uM,
NADH 0.5 mM, DTT 0.25 mM y Na,MoO, 5 uM para la valoracién de la actividad nitrato reductasa
selectiva. Ambas reacciones se realizaron en paralelo, con desfases de 30 segundos para computar
exactamente los tiempos, de manera que una vez que el extracto se incorporé al tampdn de ensayo,
se homogeneizd rdpidamente con el vortex y se colocé de nuevo en el bloque térmico para su
incubacién a 30 2C. A diferentes tiempos, con intervalos de 2 minutos cada uno, se recogié una
alicuota de 300 pl de la mezcla de ensayo y se transfiri6 a un nuevo eppendorf con 25 pl de
(CH3C00),Zn 0.6 M para paralizar la reaccion. Este paso permitié la formacién de complejos del Zn*?
con los grupos SH de las cisteinas de las proteinas, generando un cambio en la conformacién de las
proteinas, que facilitd su agregacién y precipitacion final. En paralelo a las valoraciones de actividad
maxima y selectiva, se realizaron controles (en el momento de comenzar la reaccién), en presencia o
ausencia de 10 nmoles de nitrito, incorporandose también acetato de zinc con anterioridad al
extracto.

A cada una de las alicuotas obtenidas a diferentes tiempos, tanto en los analisis de actividad
maxima y selectiva como en los controles de tiempo cero, se afiadieron 75 pl de metosulfato de
fenazina (PMS) 250 uM, se homogeneizé la mezcla e incub6 a temperatura ambiente en oscuridad
durante 15 minutos. De este modo se facilitd la oxidacion del NADH que pudiera quedar en exceso,
lo que a su vez evitaria posibles interferencias en la determinacion de nitrito (Scholl et al., 1974). A
continuacidn, se afiadieron 300 pl de sulfanilamida 1% (p/v) en HCI 3N junto a idéntica cantidad de
N-naftiletilendiamina (NNEDA) 0.02% (p/v) en agua (Beevers and Hageman, 1980) y se agitd la
mezcla, manteniéndose a temperatura ambiente durante 20 minutos para asegurar la interaccion del
diazo-compuesto, generado por reaccion de la sulfanilamida con el nitrito, con una amina aromatica
del NNEDA que origina un compuesto coloreado cuyo maximo de absorcion se presenta a 540 nm
(Fig. 3.13). Finalmente, en el sobrenadante obtenido por centrifugacién de la muestra a 13000 rpm
durante 5 minutos se valoré dicho compuesto espectrofotométricamente (Hewlett-Packard, 8452A
Diode Array) a la longitud de onda antes indicada. En ambos ensayos de actividad NR, el seguimiento
de la reaccién se realizdé durante 6 minutos a intervalos de 2 minutos cada uno, generandose seis
andlisis, que junto a los dos controles de tiempo cero hicieron un total de ocho andlisis por muestra.

La diferencia en absorbancia entre los controles de tiempo cero, con o sin nitrito afiadido, se
establecié como el equivalente a 10 nmoles de nitrito para calcular la actividad nitrato reductasa de
las muestras. Ademas, se tuvo en consideracion el peso fresco de muestra empleado en el ensayo de
actividad enzimatica y el tiempo de reaccion, lo que permitié expresar los resultados finales como
micromoles de nitrito por gramo de peso fresco y por hora (umol NO,-g PF"-h™). Es destacable
mencionar que se realizaron seguimientos de linealidad del ensayo con el tiempo y de
proporcionalidad de la actividad nitrato reductasa con la cantidad de extracto incluida en el analisis.
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Figura 3.13. Compuesto coloreado generado por reaccién del diazo-compuesto, resultante de la reaccion de la
sulfanilamida con el nitrito, con una amina aromatica del NNEDA.

3.8.4.- Determinacion de nitrégeno total.

El nitrégeno total de los granos y del ultimo entrenudo del tallo del primero de los experimentos
realizados se determind por el método Kjeldahl, que es ampliamente utilizado por su elevada
reproducibilidad y precisién (Horneck and Miller, 1998). Este método fue desarrollado por Kjeldahl
(1883) y consiste en calentar la muestra con acido sulfarico (H,SO,), lo que genera la oxidacion del
nitrégeno orgdanico reducido, convirtiéndose en sulfato aménico ((NH4),S0,), que posteriormente se
disocia en medio basico dando el i6n amonio [NH.]’, el cual puede cuantificarse por diversos
métodos (Horneck and Miller, 1998). El método Kjeldahl permite estimar todas las formas del
nitrégeno presentes en la planta, excepto nitratos y nitritos (Horneck and Miller, 1998).

Nitrogeno reducido + H,S0,

l

(NH,),50; + CO, 1 + SO, 1 + H,0 T

Para la determinacidn del nitrégeno total de los granos y del dltimo entrenudo del tallo, éstos se
secaron y pesaron, y después se molieron y homogeneizaron en un molinillo Moulinex (AR100G31).
Justo antes de realizar el andlisis de nitrégeno, las muestras pulverizadas se colocaron nuevamente
en la estufa a 60 2C durante 3 horas, para retirar la humedad, se dejaron atemperar en un desecador
a temperatura ambiente, y después se tomaron alicuotas de unos 100 mg de muestra para los granos
y de unos 50 mg para el Ultimo entrenudo del tallo en tubos de vidrio para ataque Kjeldahl de 200
mm de longitud y 20 mm de didmetro (Afora, 613/20). El protocolo utilizado fue el mismo en los dos
tipos de muestras vegetales analizadas, la Unica diferencia fue que en el caso del ultimo entrenudo
del tallo las cantidades se redujeron a la mitad, ya que el material de partida fue también la mitad del
empleado para la valoracion del nitrégeno en los granos.
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Para la digestion de las muestras se emplearon 4 ml de H,SO4 al 96 % (Panreac, 131058.1611) y
0.3 g de una mezcla con selenio y sulfato de cobre (CuSO,) como catalizadores, junto con sulfato
potasico (K,SO,) para elevar el punto de fusidn del H,SO,, productos que se afiadieron a los tubos de
ataque que contenian las muestras. A continuacidn, se colocaron en un bloque de ataque que
permite el establecimiento de un gradiente de temperatura en unas 3.5 h, con una temperatura de
150 °oC durante la primera hora, 250 oC la segunda y 350 2C la tercera hora para descender
posteriormente hasta 200 2C, momento en el que los tubos se sacaron del bloque y se dejaron a
temperatura ambiente. Después de afadir 20 ml de agua destilada para diluir el acido, se llevaron
hasta 50 ml en matraces aforados y se almacenaron a 4 2C hasta su andlisis.

La cuantificacion del ién [NH,]" se realiz6 espectrofotométricamente por medio de un método
enzimatico especifico (Ammonia Rapid Kit, Megazyme K-AMIAR) basado en la conversion de 2-
oxoglutarato y amonio en acido L-glutamico, catalizada por la enzima glutamato deshidrogenada con
el gasto de un mol de NADPH por cada mol de [NH,]".

[NH,]" + 2-oxoglutarato + NADPH

l

L-glutamico + NADP~ + H,0O

El analisis se realizd con un espectrofotdmetro UV visible (Hewlett-Packard, 8453) tomando una
alicuota de 500 pl. La alicuota tuvo que diluirse hasta tener de 0.2 a 7 ug de [NH,]" en la cubeta, para
que el analisis se comportase de forma lineal segun la Ley de Beer-Lambert (Bergmeyer and Beutler,
1990), y también hubo que elevar ligeramente su pH hasta 3—4, para que la reaccién enzimatica no
fuese muy lenta. Para ello se empled un tampdn de trietanolamina 1M pH 7.2 y una solucion de KOH
5 M, usando volumenes variables de cada solucidn y ajustando el volumen final, debido a la diferente
acidez de las muestras. Antes del ensayo en cubeta se centrifugaron a 12000 g durante 2 minutos.
Con el espectrofotémetro se midié el descenso de la absorbancia del NADPH a 340 nm, ya que la
forma oxidada NADP' no absorbe en esa longitud de onda, que tiene un coeficiente de extincién

1

molar de 6.22 mM™ cm™. Este descenso serd equivalente a los moles de [NH,]", ya que la

estequiometria entre oxidacién de NADPH y aminacidon del 2-oxoglutarato es 1:1.

El contenido de nitrégeno del grano y del ultimo entrenudo del tallo pudo estimarse con este
andlisis, y para la transformacién de los resultados se tuvo en consideracién el peso seco, lo que
permitié expresar los resultados en mg-g PS™. El contenido en proteinas del grano se estimé
empleando el factor de conversion del contenido en nitrégeno total (Nx5.7) como describen Martin
Del Molino et al. (1988) y Beltrano et al. (2006).
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3.9.- Analisis moleculares.

3.9.1.- Aislamiento del acido ribonucleico.

El acido ribonucleico (ARN) se aislé en material vegetal de las hojas y el ultimo entrenudo del tallo
de los cuatro genotipos de cebada para cada uno de los tratamientos de disponibilidad hidrica
estudiados en el segundo de los experimentos realizados y en las fases de desarrollo
correspondientes al inicio del desarrollo del grano y estadio de grano lechoso tardio,
respectivamente. El aislamiento de ARN se realizd segin el método descrito por Morcuende et al.
(1998), fundamentado en aquellos propuestos por Logemann et al. (1987) y Sambrook et al. (1989).

Unos 100 mg de material vegetal pulverizado y congelado se transfirieron a un eppendorf de
seguridad estéril y se homogeneizaron con 450 pl de tampdn guanidina que contenia EDTA 20 mM,
MES 20 mM y guanidina 6 M pH 7 al que justo antes de su uso se habia afiadido B-mercaptoetanol a
una concentracion final en la solucion de 50 mM. Tras la homogenizacidon inicial, se afiadié un
volumen similar de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (Sigma, P3803) en proporcion (25:24:1). La
mezcla se agitd vigorosamente y se mantuvo en hielo hasta su centrifugacién a 4 2C en una
centrifuga refrigerada para eppendorfs (Eppendorf 5415R) a 13000 rpm durante 15 minutos y, tras la
separacion de fases (Fig. 3.14), el sobrenadante se recogid y transfirié a un nuevo eppendorf estéril.
A continuacién, se precipitaron los acidos nucleicos a temperatura ambiente durante unos 15
minutos por adicién de 1/20, del volumen de guanidina empleado, de CH;COOH 1 My 0.7 volumenes
de etanol absoluto. Las muestras se centrifugaron nuevamente en las condiciones descritas y el
sobrenadante se descartd, mientras que el precipitado se resuspendio en 450 ul de CH;COONa 3 M
pH 5.5 con ayuda de un vortex. Se retiré nuevamente la solucidn por centrifugacion a 4 oC durante
15 minutos y los acidos nucleicos precipitados se lavaron con 450 pl de etanol al 70% (v/v),
descartandose el sobrenadante. Los restos de etanol se eliminaron por evaporacién y el ARN
precipitado se resuspendid en 50 ul de agua DEPC (Dietileno Pirocarbonato) estéril que contenia
inhibidor de ribonucleasas (ARNasas) en proporcion 0.5% (v/v) (Promega, N2111). Para asegurar una
completa disolucién del ARN, las muestras se calentaron durante 5 minutos en un bloque térmico a
50 oC.

Figura 3.14. a) Muestras antes de la separacién de fases, b) separacién de fases durante la homogenizacién de muestras
con tampdn guanidina y fenol/cloroformo/isoamilalcohol.
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Para evitar la degradacién del ARN con las ARNasas del propio manipulador durante el trabajo se
extremaron las precauciones para mantener las condiciones de esterilidad, limpiando el area de
trabajo e instrumentos de laboratorio con RNase away (Molecular Bioproducts, 7002) y todo el
material utilizado, tanto eppendorfs como puntas de pipeta y soluciones se autoclavaron a 120 °Cy
1,06 Kg-cm™ de presion durante 20 minutos (Autester 437-G, JP Selecta). El tampdn guanidina no se
esterilizé en autoclave pero se sometid a una filtracion estéril, haciendo pasar la solucién a través de
una jeringa estéril acoplada a un filtro de acetato de celulosa de 30 mm con un tamafo de poro 0.2
(Fischerbrand, 17462752) y recogiendo la solucidn filtrada en un frasco de vidrio estéril.

3.9.2.- Cantidad y calidad del acido ribonucleico.

La cuantificacidon del ARN aislado se realizé en un espectrofotémetro UV visible (Nanodrop ND-
1000) (Fig. 3.15a) con el programa para la valoracidon de la concentracién y calidad de los acidos
nucleicos, y en éste, el de cuantificacion de ARN. La pureza se comprobé por la medida de
absorbancia a 230, 260, 280 y 320 nm (Fig. 3.15b). El aparato permite realizar la medida con un
volumen de 1 ul frente a un blanco con H,0 DEPC y emplea la absorcién a 260 nm para la
cuantificacion del ARN (Logemann et al., 1987). El equipo estima automaticamente la concentracién
del ARN en nanogramos por microlitro (ng-ul™). Se considera que la calidad del ARN obtenido es
buena y apta para continuar con la sintesis de ADNc cuando las razones Ajso/2s0 (1.8—2.0) ¥ Azeo/230
(=2, proximas a 2 y nunca inferiores a 1.8) (Fig. 15b). Después de la cuantificacidon y separacién
electroforética en geles de agarosa, el ARN se almacené a -20 °C.
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Figura 3.15. Cuantificacion del ARN. a) Espectrofotometro UV visible (Nanodrop ND-1000), b) espectro de absorcion de
una muestra de ARN en el rango de longitudes de onda comprendido entre los 230 y 320 nm.

3.9.3.- Electroforesis en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes.

La comprobacién de la integridad y la ausencia de degradaciéon del ARN aislado se realizé por
separacion electroforética en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes, utilizando
formaldehido como agente desnaturalizante (Sambrook et al., 1989).

Para la electroforesis, 2 ug de ARN por muestra se cargaron en un gel de agarosa al 1.5% (p/v) con
formaldehido al 7% (v/v) en una cubeta horizontal de tamafio pequefio (mini-sub®, Cell GT System
72



Materiales & Métodos

170-4467, Bio-Rad) provista de una bandeja de 7 x 10 cm UV transparente (Fig. 3.16a). Para la
preparacion del gel, 1.2 gramos de agarosa se disolvieron en 60 ml de agua estéril por ebullicion en el
microondas y se dejé enfriar a temperatura ambiente. En el momento previo al vertido sobre la
bandeja de la cubeta de electroforesis con los delimitadores del gel y el peine para la colocacién de
muestras, a la agarosa disuelta en agua se afiadieron 8 ml de tampdén 10xMEN (CH;OONa 50 mM
(Merck, 1.06264), EDTA 10 mM (Sigma, E-5513) y MOPS 0.2 M pH 7 (Sigma, M-1254)) y 12.8 ml de
formaldehido (Sigma, 8775). El gel se dejd solidificar a temperatura ambiente debajo de la campana
extractora de gases durante aproximadamente 45 minutos, a fin de asegurar la consistencia
adecuada.

Durante la fase de polimerizacion del gel, 2 ug de ARN se transfirieron a un eppendorf estéril y se
mezclaron con un tampdén de muestra formado por 1.8 pl de 10xMEN, 7.5 ul de formamida (Sigma,
7503), 2.1 ul de formaldehido 37% (Sigma, 8775) y 0.15 pl de bromuro de etidio (Sigma, E1510) y se
homogeneizd la mezcla. A continuacién, las muestras se desnaturalizaron, por incubacién a 56 2C en
un bloque térmico durante 15 minutos, y se dejaron enfriar en hielo durante al menos 5 minutos.

Figura 3.16. a) Cubeta de electroforesis mini-sub® (Cell GT System 170-4467, Bio-Rad) y b) transiluminador GeneGenius
Imaging System from Syngene.

Una vez solidificado el gel de agarosa se colocé en la cubeta de electroforesis, tras ser retirados
tanto el peine de colocaciéon de muestras como los delimitadores y se cubrid con tampdén 1xMEN.
Después se cargaron las muestras de ARN desnaturalizadas en sus respectivos pocillos y se colocd la
tapa de la cubeta para permitir la separacién del ARN desde el polo negativo al positivo, al aplicar un
voltaje de 70 voltios con una fuente de alimentacién (EC 250-90, EC Apparatus Corporation) durante
aproximadamente 1 hora. Una vez finalizada la electroforesis, se comprobd la uniformidad en el
cargado de las muestras y la definicidn de las bandas bajo la luz UV (por la fluorescencia del bromuro
de etidio al intercalarse en el ARN) con un transiluminador (GeneGenius Imaging System, Syngene,
Reino Unido) (Fig. 3.16b). Este equipo utiliza el software GeneSnap (Syngene, Reino Unido) y permite
obtener fotos de los geles de agarosa (Fig. 3.17). Este paso permitiéo comprobar la integridad del ARN
total extraido.
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Figura 3.17. Muestras de ARN separadas electroforéticamente en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes. Se
muestra ARN aislado de hojas (pocillos 1-7) y del ultimo entrenudo del tallo (pocillos 8-13).

3.9.4.- Digestion con desoxirribonucleasa.

La posible contaminacidon de ADN gendmico de las preparaciones de ARN puede eliminarse por
tratamiento con desoxirribonucleasa (ADNasa). La digestidn se realizé con ADNasa (Turbo DNA-free
Kit™, Ambion AM1907), enzima que posee una eficiencia catalitica muy superior a la ADNasa | y
permite digerir el ADN hasta un limite no detectable por PCR.

La digestidn se realizd en un volumen final de 50 pl siguiendo las instrucciones del fabricante. A
tal fin, se pusieron en un eppendorf estéril 10 ug de ARN, 5 pl de tampdn 10xADNAsa Turbo y 1 ul
ADNasa-Free Turbo junto a la cantidad de agua Nuclease-Free Water necesaria para completar el
volumen indicado. La mezcla se homogenizé suavemente y se incubd en un bloque térmico
(Eppendorf Thermomixer® Comfort) a 37 2C durante una hora. Transcurrido el tiempo de incubacién,
se anadieron 5 pl de reactivo de inactivacion de la ADNasa y se dejé actuar a temperatura ambiente
unos 3 minutos. Una vez centrifugado a 10000 g en centrifuga refrigerada a 4 2C durante 90
segundos, el sobrenadante, libre de contaminacién gendmica, fue transferido a un nuevo eppendorf
estéril. La integridad del ARN digerido se comprobd cargando una alicuota del ARN en un gel de
agarosa al 1.5%. Ademas, se realizaron las comprobaciones oportunas para garantizar la ausencia de
contaminacidon gendmica en las muestras de ARN tratado con ADNasa Turbo por qRT-PCR. Para ello,
se utilizd el par de primers especificos, 5-AGGGAAAACAGCCCTTGGTG-3’ vy ©5'-
TTGCGACAATGGAACCGGAA-3’, que fueron disefiados para amplificar una secuencia intrén del gen
de la actina (AY663391, T. turgidum, que también amplifica especificamente en la cebada) a partir de
ADN gendmico, incorporandose también en el analisis, un control negativo con agua y un control
positivo con ADN gendmico (ver apartado 3.9.7). Al finalizar la gqRT-PCR, los resultados fueron
analizados con el software SDS version 2.4, y la ausencia de amplificacion de las muestras y de las
curvas de disociacién con los primers antes mencionados fue indicativo de que estaban libres de
contaminacidon de ADN gendmico (ver apartado 3.9.8). Del mismo modo, la carencia de amplicones,
tras el cargado de las muestras en geles de agarosa del 3.5% después de la qRT-PCR, fue otro control
positivo que advertia de la ausencia de contaminacion gendmica (ver apartado 3.9.8). Dichas
pruebas, junto a la carencia de amplificacién en el control negativo con agua y la presencia de
amplificacion con el control positivo con ADN gendémico fueron otras evidencias favorables sobre la
fiabilidad del andlisis realizado, a la vez que garantizaba que las muestras de ARN total carecian de
contaminacion de ADN gendmico.
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3.9.5.- Sintesis de ADN complementario.

La sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN libre de contaminaciéon gendmica se
realiz6, siguiendo las instrucciones del fabricante, en un volumen final de 20 pl, con SuperScript” Il
RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen, 18080-044). Este kit comercial contiene el enzima M-MLV
gue se usa para sintetizar la primera cadena ADNc a temperaturas superiores a 55 2C, las cuales
incrementan la especificidad y el rendimiento en la sintesis de ADNc en comparaciéon con otras
transcriptasas reversas, y puede generar ADNc desde 100 pb a >12 kb.

En un eppendorf estéril se mezclaron 11 pul de ARN libre de contaminacién gendmica junto a 1 pul
de Oligo(dT), (Invitrogen, 184418-020) y 1 ul de 10 mM dNTP Mix (10 mM cada dATP, dGTP, dCTP y
dTTP, Bioline, BIO-39028) y se calentaron en un bloque térmico a 65 2C durante 5 minutos. A
continuacién, se dejo enfriar durante al menos 3 minutos en hielo y se afiadieron 4 pl de tampdn
5xFirst-Strand (Invitrogen), 1 ul de DDT 0.1 M (Invitrogen), 1 ul de inhibidor de ARNasas (Promega,
N2111) y 1 pl de la transcriptasa reversa SuperScript” Il (200 U/ul, Invitrogen). Los componentes de
la mezcla se homogeneizaron suavemente y se dejaron en incubacién a temperatura ambiente
durante 5 minutos y, con posterioridad, una hora a 50 2C en un bloque térmico. La reaccion se
inactivd por calentamiento a 70 2C durante 15 minutos. El ADNc sintetizado se usé6 como molde
(templete) para la amplificacion en la gRT-PCR y se conservd a -20 2C hasta su uso.

3.9.6.- Diseiio de primers especificos.

Se ha estudiado el nivel de expresidn de algunos de los genes que codifican proteinas
involucradas en la biosintesis y degradacidn de fructanos y el de la nitrato reductasa por PCR
cuantitativa en tiempo real (qQRT-PCR).
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Figura 3.18. a) Se realizd la busqueda de las secuencias de los genes en bases de datos como el GenBank del NCBI, b) para
el disefio de primers especificos se utilizd la aplicaciéon Primer-BLAST.
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Para la identificacion de las secuencias de los genes de cebada que codifican Ilas
fructosiltransferasas, fructano exohidrolasas y nitrato reductasa se realizaron busquedas en bases de
datos, como el repositorio de secuencias GenBank del NCBI (www.ncbhi.nlm.nih.gov/genbank/), y
revisiones bibliograficas. Para las secuencias identificadas (Fig. 3.18a) se disefiaron oligonucleétidos
cebadores (oligos o primers) especificos mediante la aplicacion Primer-BLAST (Fig. 3.18b) disponible
en la pagina web del NCBI. El disefio de los cebadores especificos es uno de los parametros mas
criticos para una amplificacidon por qRT-PCR exitosa. Por ello, para conseguir la maxima especificidad
y eficiencia en la amplificacidn, en las condiciones de reaccidn estandarizadas, se han empleado
criterios estrictos y rigurosos segun las indicaciones de Udvardi et al. (2008). Entre ellas destacan, un
tamafio de producto de PCR (amplicén) de 60 a 150 nucleétidos, una temperatura de fusion (T,,
melting temperature) aproximada de 60 2C + 1 C para ambos cebadores, un tamafio de primer entre
18 y 25 nucledtidos y un contenido de guanidina y citosina (GC) entre 40-60%.

En la siguiente tabla (3.5) se muestran las secuencias de los pares de primers especificos
disefiados para cada uno de los genes de estudio y el tamafo del amplicdn generado, junto a la
informacién adicional obtenida para cada uno de ellos.

Tabla 3.5. Secuencias de los primers disefiados para estudios de expresidn génica por qRT-PCR en cebada.

Ne Descripcion Secuencia5 - 3’ Producto Referencia
accesion (pb)
AJ605333  Fructano Forward GGATTACGGCACTTTCTACGC 69 (Nagaraj et al.,
1-exohidrolasa, 1-FEH Reverse  CCCCATACAATCCTCCTGCC 2005)
AJ567377 Sacarosa:sacarosa Forward CGACTCTGCCTATCAGTCCA 156 (Nagaraj et al.,
1-fructosiltransferasa, 1-SST Reverse  CCATGCCATTTTGATTCCC 2004)
X83233 Sacarosa:fructano Forward CGTATCAGGAGGCAAGAGTC 98 (Sprenger et al.,
6-fructosiltransferasa, 6-SFT Reverse  GTTGTGTGCCGAGTCCAT 1995; 1997)
JQ411253  Fructano:fructano Forward GACCGGCGAGACTATTACGC 110 (Huynh et al.,
1-fructosiltransferasa, 1-FFT Reverse  CTGCCATAGTCGTAGCGCA 2012)
AJ534444  Invertasa de pared celular, Forward AGACGTTGAGGAGCAAACGA 140 (Weschke et al.,
cwinv2 Reverse  GGTTTCTGCCTCTTCCAGGG 2003)
X57845 Nitrato reductasa, NR Forward ACCAACTGCGTCATCACCAC 135 (Schnorret al.,
Reverse  GGATGGATGGATGGAGGAGGA 1991)

Una vez disefiados los oligonucledtidos cebadores especificos, su sintesis se encargd a una
compainia de servicios externos (IDT, Integrate DNA Technologies) y antes de su uso se comprobd su
especificidad como se detalla mds adelante.

3.9.7.- Condiciones de la PCR cuantitativa en tiempo real.

La transcripcidn reversa (RT) seguida por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) representa
una poderosa herramienta para la deteccién y cuantificacion del ARN mensajero (Gutierrez et al.,
2008). La PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) es una técnica ampliamente utilizada por su
elevada sensibilidad y buena reproducibilidad. La amplificacién por PCR del mensajero (ARNm)
presente en una muestra con un determinado numero de copias rinde una cantidad final de
producto que depende del nimero de ciclos de PCR realizados. De este modo, cuantificando la
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cantidad final de producto y utilizando una curva de calibrado puede determinarse la cantidad inicial
de ARNm de la muestra, siempre que el resto de componentes de la reaccidn se encuentren en
exceso. En la gRT-PCR se recogen datos durante la fase exponencial de amplificacién, cuando la
cantidad de producto es directamente proporcional a la cantidad de ADN molde. En nuestros
experimentos, las reacciones en cadena de la polimerasa se realizaron con un sistema de deteccién
de secuencias ABI PRISM" 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) (Fig. 3.19),
usando Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, 4367659) para realizar el
seguimiento de la sintesis de las dobles cadenas de ADN (dsADN). El kit de Power SYBR™ Green
contiene todos los componentes necesarios para realizar la gRT-PCR, excepto los primers especificos
y el ADNc. Incluye SYBR® Green | dye que es un fluoréforo que se une al ADN de doble cadena y emite
fluorescencia que es proporcional a la cantidad detectada de producto amplificado en todos los
ciclos y contiene también la polimerasa AmpliTag Gold. La gRT-PCR se realizé siguiendo el perfil
térmico recomendado por el fabricante, con una primera fase de 50 2C durante 2 minutos y una
segunda fase en la que la temperatura se incrementd a 95 2C durante 10 minutos para que se
activase la polimerasa AmpliTaq Gold. Seguida de 40 ciclos, con una etapa inicial de 95 2C durante 15
segundos para producir la desnaturalizacién del ADN, y una segunda etapa a 60 °C (T,,) durante 1
minuto para que se produzca el anillamiento y la extension. Después de los 40 ciclos, incorpora un
calentamiento desde 60 2C a 95 2C con un incremento de 1.9 2C por minuto que permite obtener la
curva de disociacién y analizar la especificidad de las amplificaciones. Se utilizé el programa SDS
version 2.4 (Applied Biosystems) con el protocolo Standard en un volumen de 10 ul para la gRT-PCR.

Figura 3.19. Sistema de PCR cuantitativa en tiempo real qRT-PCR: equipo ABI PRISM” 7900 HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems)

Los estudios de expresidn génica se realizaron en tres réplicas biolégicas para cada uno de los
genotipos, nivel de disponibilidad hidrica y muestreos analizados, junto con tres o dos réplicas
técnicas para evaluar la reproducibilidad de datos y/o posibles errores de pipeteo. Se emplearon tres
réplicas técnicas en el analisis de la especificidad de los primers disefiados para los genes diana, y
también en el estudio de estabilidad de los genes de referencia (ver apartado 3.9.9). Dada la elevada
reproducibilidad y fiabilidad que se obtuvo en estos analisis, se optd por utilizar dos réplicas técnicas
en la evaluacién de los niveles de transcritos de las fructosiltransferasas, fructano exohidrolasas y la
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nitrato reductasa de las muestras foliares y del ultimo entrenudo del tallo. Los analisis se realizaron
en placas dpticas de 384 pocillos (Applied Biosystem, 4309849) en un volumen final de reaccidn de
10 ul, afiadiendo 5 pl de Power SYBR® Green PCR Master Mix, 4 ul de la mezcla de primers forward y
reverse en una concentraciéon 0.5 uM (que genera una concentracién final en la reaccién de 0.2 uM)
y 1 ul de ADNc diluido. Previamente se realizaron pruebas de diluciones con el ADNc para lograr un
valor de C; (cycle threshold) con el gen de referencia préoximo a 20 + 1, comprobandose que tanto
con el material foliar como del ultimo entrenudo del tallo la dilucién que proporcioné valores de C;
de ese orden fueron aquellas diluidas 30 veces (30x). Para limitar al maximo los posibles errores de
pipeteo, la dispensacion del Power SYBR” Green y del master mix correspondiente a la mezcla de
primers y cDNA diluido en las cantidades antes indicadas se realizd con una pipeta automatica
Eppendorf Research Pro de 100 pl volumen mdaximo. Una vez que se dispensaron las muestras en la
placa de 384 pocillos se cubrieron con un MicroAmp optical adhesive film (Applied Biosystems,
4311971) y, para eliminar las posibles burbujas que podrian haberse generado durante la adicion de
los componentes de la mezcla a los pocillos, la placa se centrifugd unos 15 segundos a 2000 g en una
centrifuga refrigerada para placas (Thermo Scientific, Sorvall ST16R).

3.9.8.- Comprobacion de la especificidad de los primers disefiados.

La especificidad de los pares de primers disefiados para los genes de estudio se evalué de dos
formas diferentes, tanto por el andlisis de las curvas de disociacién de los productos de reaccion de la
PCR como por la separacién electroforética de dichos productos. Para este ultimo método, la agarosa
utilizada para la preparacidon de los geles fue una agarosa MS-8 especifica para la separacién de
pequefios fragmentos de ADN y productos de PCR (Pronadisa Conda, 8066). Se sabe que la
fluorescencia durante la PCR en tiempo real se determina fundamentalmente por la abundancia del
ADNc de partida, y su aumento durante la PCR es fuertemente afectado por la eficiencia de la
amplificacidon. Dado que la secuencia especifica de los primers y la formacion de dimeros de primers
durante la PCR son factores que pueden afectar significativamente a la eficiencia de las reacciones de
PCR individuales, conviene analizar estos aspectos (ver detalles en apartado 3.9.10).

Para cada uno de los genes de estudio se prepard una mezcla de los primers forward y reverse a
una concentracion 0.5 puM. El estudio se realizd con tres réplicas técnicas para cada una de las
réplicas bioldgicas de las muestras analizadas con cada uno de los genes de estudio y se utiliz6 ADNc
diluido procedente de muestras foliares y del ultimo entrenudo del tallo de la cebada. Los primers
junto al Power SYBR® Green PCR Master Mix y el ADNc se dispensaron en un plato, el cual se colocé
en el sistema de PCR. Al finalizar la gRT-PCR, las curvas de amplificacidn se analizaron con un umbral
de andlisis de 0.2, lo que permitio obtener los valores de C; para cada una de las muestras. Ademas,
se analizaron las curvas de disociacién de los productos amplificados en cada pocillo. Las curvas de
disociacion son una medida de la desnaturalizacidon del ADN de doble cadena frente al tiempo. Dicha
curva depende de la composicidon de nucledtidos de cada producto de amplificaciéon, por lo que cada
secuencia tiene una curva de disociacion propia. Si la curva de disociacion mostrd un Unico pico,
agudo y nitido se considerd una amplificacién especifica y fue indicativa de la amplificaciéon de un
Unico producto, lo que sugiere que los primers se unieron de forma especifica a una Unica zona del
ADN molde y se amplificé siempre la misma secuencia. Por el contrario, la aparicién de un pico difuso
o multiples picos suele ser indicativo de una amplificacién inespecifica.
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Figura 3.20. Grafico de amplificacidén y curva de disociacién de alguna de las muestras de la qRT-PCR obtenidos con el
Software SDS version 2.4 de Applied Biosystems.

No obstante, se comprobd también la especificidad de los primers examinando la presencia de un
Unico amplicén del tamafio esperado por separacién electroforética de los productos de la PCR en
geles de agarosa de alta calidad al 3.5% (p/v). Para la preparacion de los geles, los pasos seguidos y la
cubeta utilizada fueron similares a aquellos descritos para la comprobacién de la integridad del ARN.
En este caso, 2.45 g de agarosa (Agarose MS-8, Pronadisa Conda, 8066) se disolvieron en 70 ml de
tampdn 0.5xTBE (EDTA 4 mM, Tris base 45 mM y H3BO; 45 mM) por ebullicién en el microondas, se
dejé enfriar, y en el momento previo al vertido sobre la bandeja de la cubeta se incorporaron 5 pul de
bromuro de etidio (Sigma, 1510). El gel se dejé solidificar y mientras tanto se prepararon los
productos de la PCR para su cargado posterior en el gel. Lo que se hizo fue afiadir 5 pl de un tampdn
de muestra formado por glicerina 4.4% (v/v), orange G 1.4% (p/v), azul de bromofenol 3.5% (p/v),
xilencianol 3.5% (p/v) y bromuro de etidio 0.006% (v/v) en cada uno de los pocillos de la placa que
contiene los productos de la gRT-PCR. A continuacidn, el gel de agarosa se coloco en el interior de la
cubeta y se cubrié con tampdn 0.5xTBE. En cada uno de los pocillos se fueron cargando los productos
de la PCR con el tampdn de muestra y en una de las celdillas se colocé un marcador de pares de
bases (HyperLadder V, Bioline) para fragmentos de ADN correspondiente a un tamafio de entre 25y
500 pares de bases. Para la separacidn del ADN desde el polo negativo al positivo, se aplicd un voltaje
de 70 voltios con una fuente de alimentaciéon (EC 250-90, EC Apparatus Corporation) durante
aproximadamente 1 hora. Después se procedié a visualizar las bandas en el transiluminador, por la
fluorescencia emitida por el bromuro de etidio con la luz ultravioleta pudo comprobarse si el tamafio
de los amplicones generados se correspondia con los previstos, tomando como referencia las bandas
del marcador en funcién de los pares de bases. Ambos controles permitieron comprobar la
especificidad de los primers que fueron disefiados.

3.9.9.- Seleccion de genes de referencia para la normalizacion de los resultados de
expresion génica.

Uno de los pasos mas criticos para la normalizacidon de los datos de expresidon génica es la
seleccidn de genes de referencia con niveles estables de expresion en diferentes tejidos vegetales,
estadios de desarrollo de la planta y condiciones ambientales (Czechowski et al., 2005; Gutierrez et
al., 2008). Para la identificacion de los genes de referencia mas habitualmente empleados en
estudios de expresion génica con cebada se realizé una revision bibliografica exhaustiva, que puso de
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manifiesto que los genes de la actina y la ubiquitina son los que se emplean de forma mas habitual
para la normalizacién de resultados obtenidos por qRT-PCR. Los pares de primers especificos para la
amplificacion del gen de Ila ubiquitina fueron (F, 5-CACCCTCGCCGACTACAA-3’; R, 5-
CTTGGGCTTGGTGTACGTCT-3’) (M60175) (Gausing and Jensen, 1990) y para el de la actina (F, 5'-
GGCACACTGGTGTCATGG-3’; R, 5'-CTCCATGTCATCCCAGTT-3’) (AY145451 ) (Rapacz et al., 2008). La
estabilidad en la expresién de ambos genes de referencia se evalué con ADNc de material foliar y del
ultimo entrenudo del tallo de los cuatro genotipos de cebada estudiados, en los dos niveles de
disponibilidad hidrica (control y sequia) y en dos de los muestreos realizados durante la post-antesis
de la cebada. La estabilidad de expresion del gen de la actina y la reproducibilidad de su patrén de
expresion nos permitié su seleccién como el gen de referencia mas apropiado para la normalizacién
de los resultados de expresion de los genes objeto de nuestro estudio. Conviene mencionar que sélo
aquellas preparaciones de ADNc que generaron un valor de C; similar para el gen control de la actina
se emplearon para el andlisis de transcritos de los genes anteriormente mencionados (Czechowski et
al., 2004).

3.9.10.- Analisis y cuantificacion de los resultados de expresion génica.

El estudio de los niveles de transcritos de los genes que codifican las fructosiltransferasas,
exohidrolasas y nitrato reductasa se realizé6 en material foliar y del ultimo entrenudo del tallo del
segundo experimento, y se empled ADNc diluido 30 veces procedente de tres réplicas bioldgicas para
cada uno de los genotipos estudiados, nivel de disponibilidad hidrica y estadios de desarrollo de la
cebada correspondientes al inicio del desarrollo del grano y estadio de grano lechoso tardio, junto a
dos réplicas técnicas para cada uno de ellos. Los andlisis se realizaron en placas de 384 pocillos en un
volumen final de 10 pl. Como gen de referencia para la normalizacidn de los resultados se utilizé la
actina, por lo que también se estimd su expresidn en las mismas condiciones que los genes de
estudio para cada uno de los tipos de muestras, genotipos, tratamientos y muestreos indicados. Una
vez que finalizé la gRT-PCR, todas las curvas de amplificacion se analizaron con un umbral (threshold)
de 0.2 para obtener los valores de C;para cada una de las muestras. Los valores de C; de cada una de
las réplicas técnicas de las muestras fueron promediados.

La cuantificacion de los transcritos por gRT-PCR se realizd por cuantificacion relativa usando el

método 2724

(Livak and Schmittgen, 2001). Este método se basa en que la fluorescencia durante la
gRT-PCR esta determinada fundamentalmente por la concentracion inicial del ADNc de estudio,
aunque su incremento estd fuertemente afectado por la eficiencia de la amplificacién, como ya se

menciond antes:
Xn, =Xp* (1 +E)"

Donde X, es el nimero de copias del gen de estudio en el ciclo n, X, es el nimero de copias iniciales
del gen de estudio, Ex es la eficiencia de la amplificacién y n es el nimero de ciclos (valor de Cy). El
valor de C; se obtuvo como se ha indicado anteriormente, usando un valor de threshold de 0.2 en el
programa SDS versidn 2.4, que se mantuvo constante para todas las placas analizadas. En base a la
ecuacion de partida y teniendo en consideracién que para amplicones menores a 150 pb con una
concentracién de primer y Mg** optimizada la eficiencia es préxima a 1, la cantidad de copias del gen

80



Materiales & Métodos

de estudio normalizado con un gen de referencia y relativo a un control se puede calcular del
siguiente modo:

ACt = Crge — Crer
AACT == ACTGE - ECTGR

1

Cantidad d ias (GE) 2-AACT —
antidad de copias (GE) potencia (2; AACT)

GE

> —AAC
x2 TGC

Fold Change =

Donde GE hace referencia al gen de estudio, GR al gen de referencia y GC al gen de estudio en el
tratamiento control (X media de las repeticiones). En nuestros estudios de expresion génica se
considera como control, el tratamiento de amplia disponibilidad hidrica cuando se evaldan los
tratamientos, el cv. Harrington cuando se evaluaron los genotipos y el cultivar Harrington en el
tratamiento con amplia disponibilidad hidrica cuando se analizd la interaccién del genotipo por el
tratamiento. Por definicidon, AAC; en el control es O, y 2%es igual a 1, de este modo el valor de p Rl
en el resto de tratamientos haran referencia a las veces que el nivel de expresién del gen de estudio

cambia respecto al control.

Para realizar el andlisis estadistico de los resultados de expresidn génica, se utilizaron datos no
logaritmicos seglin Schmittgen and Livak (2008), utilizando una transformacién a la inversa negativa
del 2785 que fue calculada tomando como base el AC;.

Para la visualizacion de las diferencias significativas en los datos de expresion, estos se expresan
en base al log, fold change para cada genotipo, y se ha optado por una representacion grafica
coloreada usando un heat map. Que corresponde a una matriz de datos coloreados que muestra el
nivel de expresion de los diferentes genes para los efectos principales (disponibilidad hidrica y
genotipo) y la interaccién (genotipo x disponibilidad hidrica). La escala coloreada establece un
control, y los genes que no cambian mas que el control aparecen en blanco y los genes que son
inducidos o reprimidos varian en la intensidad de color azul y rojo, respectivamente (Fig. 3.21).

Log, = (Fold Change; 2)

Figura 3.21. Gradiente de color utilizado en el heat map. La intensidad del color variard si los genes son inducidos o
reprimidos con respecto al control en el color azul y rojo, respectivamente.
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3.10.- Analisis estadistico de los datos.

El analisis estadistico de los datos se llevd a cabo utilizando el programa GenStat version 7
(Genstat® for windows, 2003), en un disefio completamente al azar, donde los efectos de la
disponibilidad hidrica y el genotipo fueron incorporados dentro de un modelo lineal.

La comparaciéon de los datos experimentales obtenidos para cada estadio de desarrollo se realizé
mediante el analisis de la varianza (ANOVA), analizando los efectos del nivel de disponibilidad hidrica y
el genotipo y sus interacciones con la diferencia minima significativa de las medias (Isd), considerando
significativa una probabilidad (P < 0.05).

En el capitulo de resultados, se presentan en tablas los resultados de los analisis de la varianza con
los efectos principales (disponibilidad hidrica y genotipos) junto a su nivel de significacién, y cuando las
interacciones (genotipo x disponibilidad hidrica) alcanzaron significacion estadistica se muestran en
graficas. Para la descripcidon de los resultados se tuvo en consideracidon que cuando la interaccién
alcanza significacion estadistica prevalece sobre el efecto principal de los mismos, y se describen
Unicamente dichos resultados. En ausencia de interaccidn, el efecto de la disponibilidad hidrica y/o del
genotipo es descrito si logra significacion estadistica o esta muy préximo al umbral de significacién
establecido.
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Resultados Exp. 1

4.1.- EXPERIMENTO 1.

4.1.1.- Efecto del déficit hidrico en el intercambio gaseoso de los genotipos de cebada.

Como se ha indicado en el apartado de materiales y métodos, en las fases de desarrollo
correspondientes al inicio del desarrollo del grano, grano lechoso tardio y grano pastoso temprano se
realizaron medidas de intercambio gaseoso con 390 y 2000 pmol-mol™ de CO, en la medida y 1500
umol-m?2s? de intensidad luminosa, con objeto de obtener una estimacién de la asimilacién
fotosintética del CO, en las condiciones de crecimiento (390 umol-mol'1 de CO,) y de la fotosintesis
maxima potencial (2000 umol-mol™ de CO,) en la penultima hoja de las plantas de cebada. En el
estadio de grano pastoso temprano hubo algin contratiempo con la medida de alguna de las réplicas
para cada nivel de disponibilidad hidrica estudiado y genotipo, que comprometia el andlisis de la
varianza de los datos. Por ello, sélo se describen los resultados correspondientes a los estadios de
inicio del desarrollo del grano y grano lechoso tardio.

Tabla 4.1. Pardmetros de intercambio gaseoso medidos con 390 y 2000 umol-mol’1 de CO, y 1500 umol-m’z-s’1 de
intensidad luminosa en el inicio del desarrollo del grano (71 £+ 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y
del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias
de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia.

390 umol-mol™ de CO, 2000 pmol-mol™ de CO,

A g, G E A g, C E
Tratamientos
Control 17.80 285.0 264.2 5.207 34.86 240.3 1543.5 4.013
Sequia 7.97 96.3 242.1 2.009 25.69 71.3 1122.5 1.467
P s <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.415 4.830 2.920 0.085 0.840 6.150 17.70 0.092
Genotipos
cv. HA 13.17 214.2 260.0 4.019 32.45 163.3 1280.0 2.752
RCSL-76 10.70 187.7 272.4 3.581 26.81 163.8 1452.2 2.944
RCSL-8 12.95 179.2 242.4 3.286 29.12 130.8 1181.8 2.277
RCSL-89 14.71 181.5 237.8 3.545 32.72 165.2 1417.9 2.986
P.os <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.587 6.830 4.130 0.120 1.188 8.700 25.04 0.130
Interaccion
GXT (P.g5) <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.830 9.650 5.850 0.170 1.681 12.31 35.41 0.183

(A) asimilacion fotosintética del carbono (umol-m2s?), (g.) conductancia de los estomas (mmol-m™s™), (C) concentracion de CO; en los
espacios intercelulares (umol-mol™) y (E) transpiracién (mmol-m™s™).

En el inicio del desarrollo del grano, los analisis de la varianza de los parametros de intercambio
gaseoso (A, g, E y C) medidos con 390 umol-mol™ de CO, y 1500 umol-m™-s™ de intensidad luminosa
mostraron significacion estadistica para la interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.1),
indicativa de que, en comparacidn con las plantas de control hidrico, el déficit hidrico condujo en
Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente, a una notable reduccién de la asimilacion
fotosintética del CO, (59%, 69.1%, 44.1% y 45.1%) (Fig. 4.1a), la conductancia de los estomas (73.1%,
76.3%, 61.9% y 49.2%) (Fig. 4.1b) y la transpiracion (68.3%, 72.2%, 52.7% y 49.8%) (Fig. 4.1d) y a un
ligero descenso de la concentracién de CO, en los espacios intercelulares (11.6%, 8.3%, 12.9% y sin
efecto en la linea 89) (Fig. 4.1c). En plantas de control hidrico, la fotosintesis aumentd en el cv.
Harrington y las lineas 8 y 89 con respecto a la linea 76 (Fig. 4.1a). La g,y la E aumentaron en el cv.
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Harrington en comparacion con todas las lineas RCSL (Fig. 4.1bd), la g, fue mayor en las otras RCSLs
que en la linea 89 (Fig. 4.1b) y la E fue mayor en la linea 8 que en la 89 (Fig. 4.1d). La C; fue también
mayor en Harrington y las RCSLs restantes que en la linea 89, mayor en la linea 76 que en el cv.
Harrington y la linea 8, y mayor a su vez en Harrington que en la linea 8 (Fig. 4.1c). En plantas de
déficit hidrico, la A y la g, aumentaron en la linea 89 en comparacion con los demas genotipos, la A
tendié a aumentar, sin alcanzar significacion estadistica, en la linea 76 y Harrington con respecto a la
linea 8 (Fig. 4.1a), y la g, aumentd en el resto de genotipos en comparacién con la linea 8 (Fig. 4.1b).
La C; aumentd en la linea 76 con respecto a las otras lineas RCSL y en el cv. Harrington en
comparacion con la linea 8 (Fig. 4.1c). La E fue mayor en las lineas 76 y 89 que en el cv. Harrington, y
mayor en todos ellos que en la linea 8 (Fig. 4.1d).
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Figura 4.1. a) Asimilacidn fotosintética del carbono (A), b) conductancia de los estomas (g;), ¢) concentracion de CO, en los
espacios intercelulares (C) y d) transpiraciéon (E) medidos con 390 umol-mol'1 de CO, y 1500 umol-m'z-s'1 de intensidad
luminosa en el inicio del desarrollo del grano de la cebada (71 + 2 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

Cuando las medidas de intercambio gaseoso se realizaron con 2000 umol-mol™ de CO, y 1500
pumol-m?2s™? de intensidad luminosa, como era previsible, la fotosintesis fue mayor que cuando la
medida se realizdé con 390 umol-mol® de CO,. Las interacciones significativas genotipo x
disponibilidad hidrica (Tabla 4.1), mostraron que el déficit hidrico condujo, en Harrington y las lineas
8, 76 y 89, respectivamente, a un descenso de la fijacion fotosintética del CO, mas tenue que con 390
pumol-mol™® de CO, (20.2%, 47.5%, 13.8% y 20.1%) (Fig. 4.2a), la conductancia de los estomas
ligeramente mas acentuado que con 390 pmol-mol™ de CO, en la medida (77.9%, 83%, 64.8% y
54.8%) (Fig. 4.2b), al igual que la transpiracion (70.9%, 77.7%, 58.3% y 47.4%) (Fig. 4.2d) y la
concentraciéon de CO, en los espacios intercelulares mds intenso que en las condiciones de
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crecimiento (35.9%, 42.9%, 18.2% y 12.4%) (Fig. 4.2c). En condiciones de control hidrico, la A
aumentoé en los otros genotipos con respecto a la linea 76 (Fig. 4.2a) y la g, fue mayor en el cv.
Harrington que en las lineas RCSL (Fig. 4.2b), como ya se observé en medidas con 390 pmol-mol™ de
CO, (Fig. 4.1b). La C; aumentod en la linea 76 en comparacion con las otras lineas RCSL y fue similar a
la del cv. Harrington (Fig. 4.2c). La E fue mayor en Harrington y la linea 76 que en la linea 8, y en
Harrington tendié a aumentar, sin llegar a alcanzar significacién estadistica, con respecto a la linea 89
(Fig. 4.2d). En condiciones de déficit hidrico, la A, la C; y la E aumentaron en los otros genotipos en
comparacién con la linea 8, la A fue mayor en Harrington y la linea 89 que en la linea 76 (Fig. 4.2a), y
la Ciy la E aumentaron en las lineas 76 y 89 respecto al cv. Harrington (Fig. 4.2cd). La g, fue mayor en
las lineas 76 y 89 que en la linea 8 y el cv. Harrington (Fig. 4.2b).
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Figura 4.2. a) Asimilacidon fotosintética del carbono (A), b) conductancia de los estomas (g;), ¢) concentracién de CO, en los
espacios intercelulares (C;) y d) transpiracién (E) medidos con 2000 umol-mol'1 de CO, y 1500 umol-m'z-s'l de intensidad
luminosa en el inicio del desarrollo del grano de la cebada (71 + 2 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

C, (umol - mol™)
E(mmol-m?-s?)

En el estadio de grano lechoso tardio, los andlisis de la varianza de los parametros de intercambio
gaseoso (A, g, E y C) medidos con 390 y 2000 umol-mol™ de CO, y 1500 pmol-m™:s* de intensidad
luminosa alcanzaron significacién estadistica para la interaccién genotipo x disponibilidad hidrica
(Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Pardmetros de intercambio gaseoso medidos con 390 y 2000 pmol-mol™ de CO, y 1500 umol-m_z-s’1 de
intensidad luminosa en el estadio de grano lechoso tardio (88 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89,
y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias
de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia.

390 pmol-mol'1 de CO, 2000 umol-mol'1 de CO,

A 8s Ci E A 8s Ci E
Tratamientos
Control 12.60 212.2 270.2 4.231 24.36 192.6 1564.0 3.479
Sequia 7.61 100.1 251.5 2.153 20.05 78.9 1348.3 1.596
P o5 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.296 2.990 3.210 0.059 0.487 3.090 14.32 0.054
Genotipos
cv. HA 12.57 188.7 253.0 3.718 26.63 161.1 1448.4 2.970
RCSL-76 8.05 150.3 279.6 3.179 19.25 127.2 1487.0 2.407
RCSL-8 9.82 149.9 261.7 3.039 22.34 140.0 1430.6 2.565
RCSL-89 9.97 135.8 249.3 2.832 20.59 114.7 1458.6 2.207
P.os <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 0.048 <.001
SED 0.418 4.230 4.540 0.083 0.688 4.370 20.25 0.076
Interaccion
GXT (P.y.5) <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 0.005 <.001
SED 0.591 5.990 6.430 0.118 0.974 6.170 28.64 0.108

(A) asimilacién fotosintética del carbono (umol-m2s?), (g,) conductancia de los estomas (mmol-m™>s™), (C) concentracién de CO, en los
espacios intercelulares (umol-mol™) y (E) transpiracién (mmol-m2-s™).

Con 390 pmol-mol™ de CO, en la medida y 1500 umol-m?s™ de intensidad luminosa, las
interacciones genotipo x disponibilidad hidrica significativas (Tabla 4.2) indicaron que el déficit
hidrico disminuyd la fotosintesis, la conductancia de los estomas y la transpiracién en todos los
genotipos de cebada (Fig. 4.3abd), y la concentracion de CO, en los espacios intercelulares, sélo en la
linea 76 y el cv. Harrington y no tuvo efecto en las lineas 8 y 89 (Fig. 4.3c). El descenso de los
parametros de intercambio gaseoso, en comparacién con las plantas de control hidrico, fue mas
atenuado que en el anterior estadio de desarrollo, estimandose en Harrington y las lineas 8, 76 y 89,
respectivamente, en 19.1%, 59.4%, 40.7% y 39.3% para la A (Fig. 4.3a), 43.2%, 64.6%, 57.4% y 45.5%
para la g (Fig. 4.3b), 41.1%, 61.1%, 51.9% y 41.6% para la E (Fig. 4.3d) y 14.1% y 9.3% para la C; en
Harrington y la linea 76, respectivamente (Fig. 4.3c). En plantas de control hidrico, la fijacion de CO,
aumentd en el cv. Harrington y las lineas 8 y 89 en comparacién con la linea 76 (Fig. 4.3a), como ya se
observé en el inicio del desarrollo del grano con ambos niveles de CO, en la medida (Fig. 4.1a, 4.2a) y
en la linea 8 y Harrington con respecto a la linea 89 (Fig. 4.3a). En el cv. Harrington, la g y la E fueron
mayores que en las lineas RCSL (Fig. 4.3bd), como ya se observo en el inicio del desarrollo del grano,
y en los otros genotipos ambos parametros aumentaron con respecto a la linea 89. La C; aumento en
la linea 76 en comparacion con Harrington y las lineas 8 y 89 y la C; del cv. Harrington fue mayor que
la de la linea 89 (Fig. 4.3c). En plantas de déficit hidrico, la A, la g, y la E aumentaron en el cv.
Harrington en comparacion con las lineas RCSL y la A de la linea 89 fue mayor que la de las lineas 8 y
76 (Fig. 4.3a). La linea 8 mostrd la menor g, y E de todos los genotipos de cebada (Fig. 4.3bd). La C
fue mayor en las lineas 8 y 76 que en la linea 89 y Harrington, y la linea 89 mostré un aumento
proximo a la significacion en comparacién con el cv. Harrington (Fig. 4.3c).
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Figura 4.3. a) Asimilacion fotosintética del carbono (A), b) conductancia de los estomas (g;), ) concentracion de CO, en los
espacios intercelulares (C) y d) transpiracidon (E) medidos con 390 umol-mol'1 de CO, y 1500 umol-m'z-s'1 de intensidad
luminosa en el estadio de grano lechoso tardio de la cebada (88 + 1 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento
con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

Con 2000 pmol-mol™ de CO, en la medida y 1500 pmol-m™s™ de intensidad luminosa, las
interacciones genotipo x disponibilidad hidrica significativas (Tabla 4.2) mostraron que el estrés
hidrico disminuyé la fotosintesis, la conductancia de los estomas, la concentracién de CO, en los
espacios intercelulares y la transpiracién en todos los genotipos de cebada (Fig. 4.4), con la Unica
excepcion, de la fotosintesis del cv. Harrington que tendiéd a disminuir sin llegar a alcanzar
significacidn estadistica (Fig. 4.4a). El descenso de la fotosintesis, en comparacion con las plantas de
control hidrico, fue menos acusado que cuando la medida se realizé con 390 pmol-mol™ de CO, (Fig.
4.3a, 4.4a), aunque el efecto en los demds parametros de intercambio gaseoso fue ligeramente mas
acentuado, estimandose en Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente, en 5.3%, 12.6%,
27.2% vy 26.1% para la A (Fig. 4.4a), 52.6%, 69.3%, 59.2% y 53.6% para la g, (Fig. 4.4b), 49.5%, 65.7%,
50.3% y 49.4% para la E (Fig. 4.4d) y 14.8%, 18.02%, 13.3% y 8.9% para la C; (Fig. 4.4c). En plantas de
control hidrico, la fotosintesis aumentd en Harrington y las lineas 8 y 89 en comparacion con la linea
76 y en el cv. Harrington y la linea 8 respecto a la linea 89 (Fig. 4.4a), como ya se observé con 390
pmol-mol™ de CO, (Fig. 4.3a). La C; fue mayor en la linea 76 que en la linea 89 (Fig. 4.4d). Lag.y la E
fueron mayores en las otras lineas RCSL y el cv. Harrington que en la linea 89 (Fig. 4.4bd), igual que
cuando la medida se realizd con 390 pmol-mol™ de CO, (Fig. 4.3bd), y mayores en Harrington vy la
linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.4bd). En plantas de déficit hidrico, la A, la g, y la E aumentaron en el
cv. Harrington en comparacién con las lineas RCSL (Fig. 4.4abd), igual que con 390 pmol-mol™ de CO,
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(Fig. 4.3abd). La E fue mayor en la linea 76 que en la linea 8 (Fig. 4.4d). La C; aumenté en las lineas 76
y 89 en comparacion con la linea 8 y en la linea 89 comparada con Harrington (Fig. 4.4c).
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Figura 4.4. a) Asimilacion fotosintética del carbono (A), b) conductancia de los estomas (g;), ¢) concentracion de CO, en los
espacios intercelulares (C) y d) transpiracién (E) medidos con 2000 umol-mol'1 de CO, y 1500 umol-m'z-s'1 de intensidad
luminosa en el estadio de grano lechoso tardio de la cebada (88 + 1 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento
con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.1.2.- Efecto del déficit hidrico en el contenido de metabolitos de los genotipos de
cebada.

Como se detalla en el apartado de descripcion de los experimentos del capitulo de materiales y
métodos, se recogieron muestras foliares, de las hojas bandera y penultima conjuntamente, y del
ultimo entrenudo del tallo en los estadios de desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del
grano, grano lechoso tardio y grano pastoso temprano para la determinacién de carbohidratos y
compuestos nitrogenados. En etapas mas tempranas del desarrollo foliar de las plantas de cebada,
estadio vegetativo (49 d.d.s.), se recogieron también muestras foliares, correspondientes a la hoja
mas joven completamente extendida (sexta hoja), para cada repeticidn, genotipo y nivel de
disponibilidad hidrica estudiado. Por ello, para el contenido de intermediarios metabdlicos en las
hojas de cebada se describirdn cuatro estadios de desarrollo y para el ultimo entrenudo del tallo
Unicamente tres etapas durante la post-antesis de las plantas.
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4.1.2.1.- Contenido foliar de carbohidratos.

A los 49 d.d.s., el déficit hidrico condujo a un aumento muy préximo a la significacion estadistica
(P=0.053) del contenido de almiddn en la sexta hoja de las plantas de cebada (Tabla 4.3) y no tuvo
efecto en los niveles foliares de glucosa, sacarosa, fructanos y carbohidratos solubles totales (Tabla
4.3). El contenido foliar de glucosa fue mayor en la linea 89 que en el cv. Harrington y las lineas RCSL
8y 76 (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén a los 49 d.d.s. en
la sexta hoja de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia)
o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Datos
expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco (umol hexosas-g PF'l), con la excepcidn de la sacarosa, que se
expresa en umol sacarosa-g PF'. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres
repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 214 127 40.0 4.97 2.28 66.5a
Sequia 238 156 38.3 3.38 2.23 94.6b
Pos ns ns ns 0.027 ns 0.053
SED 0.651 13.42
Genotipos
cv. HA 239 152 40.4 3.61 2.32a 81.6
RCSL-76 177 108 32.8 2.08 1.44a 79.0
RCSL-8 221 138 394 2.11 1.68a 83.7
RCSL-89 268 168 43.9 8.88 3.58b 79.0
P.os ns ns ns <.001 0.004 ns
SED 0.921 0.527
Interaccion
GXT (P.g5) ns ns ns <.001 ns ns
SED 1.302

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

El analisis de la varianza del contenido foliar de fructosa alcanzd significacion estadistica para la
interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.3), mostrando que el déficit hidrico redujo el
contenido de fructosa en la linea 89 (Fig. 4.5). En plantas de control hidrico, el contenido de fructosa
de la linea 89 fue mayor que en los demas genotipos de cebada. En plantas de déficit hidrico, los
niveles foliares de fructosa en la linea 89 tendiron a aumentar, sin llegar a alcanzar significacion
estadistica, con respecto a la linea 8 (Fig. 4.5).
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Figura 4.5. Contenido de fructosa a los 49 d.d.s. en la sexta hoja de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cadmara de crecimiento
con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico condujo a una mayor acumulacién foliar de
carbohidratos solubles, como resultado del aumento del contenido de glucosa, fructosa, sacarosa y
fructanos, y no modificé el contenido foliar de almiddn (Tabla 4.4). En la linea 89, el contenido foliar
de fructanos y fructosa fue mayor que en los otros genotipos de cebada, y el de glucosa mayor que
en el cv. Harrington y la linea 76. El contenido de fructosa aumentd en la linea 8 en comparacidn con
el cv. Harrington (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Contenido foliar de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el inicio
del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA)
con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente
controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco (umol hexosas-g PF’l), con la excepcion de la
sacarosa, que se expresa en pmol sacarosa-g PF". Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias
de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacién
estadistica.

WscC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 100.9a 17.6 40.4a 1.22a 1.25a 15.21
Sequia 135.5b 28.4 49.9b 3.84b 3.54b 17.45
Pos <.001 0.001 <.001 <.001 0.011 ns
SED 6.520 2.770 2.160 0.392 0.335
Genotipos
cv. HA 121.4 214 48.6 1.14a 1.62a 17.61
RCSL-76 114.7 16.4 47.1 2.09a 2.09a 14.55
RCSL-8 108.4 20.2 41.7 2.32b 2.44ab 17.85
RCSL-89 128.3 34.2 43.1 4.52¢ 3.43b 15.29
P.os ns 0.002 ns <.001 <.001 ns
SED 3.91 0.555 0.474
Interaccion
GXT (P.g.5) ns 0.053 ns ns ns ns
SED 5.540

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

La interaccién genotipo x disponibilidad hidrica estuvo préxima a la significacién (P=0.053) en el
analisis de la varianza del contenido de fructanos (Tabla 4.4), observandose como el déficit hidrico
aumenté el contenido de fructanos en la linea 89 (Fig. 4.6). En plantas de control hidrico, el
contenido de fructanos no varié significativamente entre los distintos genotipos de cebada (Fig. 4.6).
En plantas de déficit hidrico, la acumulacién de fructanos fue notablemente mayor en la linea 89 que
en el cv. Harrington y las lineas 8 y 76 (Fig. 4.6).
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Figura 4.6. Contenido foliar de fructanos (Fru) en el inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de
las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas
en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima
significativa, Isd.
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En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico condujo a un incremento significativo del
contenido foliar de fructosa, glucosa, sacarosa y almiddn (Tabla 4.5). En la linea 89, el contenido
foliar de almidén aumenté en comparacion con la linea 76 y Harrington y tendié a aumentar, sin
llegar a alcanzar significacién estadistica, en comparacion con la linea 8. La acumulacion de almiddén
fue también mayor en la linea 8 que en la linea 76 (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Contenido foliar de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el estadio
de grano lechoso tardio (88 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA)
con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente
controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco (umol hexosas-g PF'l), con la excepcioén de la
sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias
de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacién
estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 159 70 43.9a 0.75a 0.99 12.3a
Sequia 235 111 58.2b 3.74b 3.90 23.5b
P s 0.004 ns <.001 <.001 <.001 <.001
SED 27.60 2.610 0.659 0.664 2.190
Genotipos
cv. HA 288 173 55.8 1.71 2.39 16.1ab
RCSL-76 134 27 50.2 3.14 3.61 11.6b
RCSL-8 217 118 48.1 1.52 1.80 18.8ac
RCSL-89 150 45 50.1 2.61 1.98 25.1c
P.os 0.014 0.003 ns ns ns 0.004
SED 39.00 36.00 3.100
Interaccion
GXT (P.g5) 0.016 0.009 ns ns 0.054 ns
SED 55.10 50.90 1.329

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

El andlisis de la varianza del contenido foliar de fructanos y carbohidratos solubles totales alcanzd
significacién estadistica para la interaccidon genotipo x disponibilidad hidrica y estuvo préximo a la
significacién (P=0.054) el del contenido de glucosa (Tabla 4.5), indicando que el déficit hidrico
incrementd significativamente los niveles de fructanos y carbohidratos solubles en la linea 8 (Fig.
4.7ba), y de glucosa en la linea 76 y Harrington (Fig. 4.7c). En condiciones de control hidrico, la
acumulacidén de fructanos y carbohidratos solubles fue mayor en el cv. Harrington que en las lineas
RCSL (Fig. 4.7ba), mientras que los niveles de glucosa no variaron entre genotipos (Fig. 4.7c). En
condiciones de sequia, la linea 76 tuvo un mayor contenido foliar de glucosa que los restantes
genotipos de cebada (Fig. 4.7c). En la linea 8, el contenido de carbohidratos solubles totales y
fructanos fue mayor que en las otras lineas RCSL (Fig. 4.7ab).
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Figura 4.7. Contenido foliar de a) carbohidratos solubles en agua (WSC), b) fructanos (Fru) y c) glucosa (G) en el estadio de
grano lechoso tardio (88 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con
déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Las
barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano pastoso temprano, el déficit hidrico incrementd el contenido de fructanos
y carbohidratos solubles de las hojas y no tuvo efecto en el contenido de sacarosa, glucosa, fructosa y
almiddn (Tabla 4.6). La acumulacién de glucosa fue mayor en la linea 89 que en los otros genotipos
de cebada, y la de fructosa mayor en las lineas 89 y 8 que en la linea 76 y Harrington (Tabla 4.6). El
contenido de carbohidratos solubles, sacarosa y almidédn aumenté en el cv. Harrington y las lineas 76
y 8 en comparacion con la linea 89 (Tabla 4.6). En el cv. Harrington, el nivel foliar de sacarosa fue
mayor que en la linea 8 y tendié a aumentar, sin llegar a alcanzar significacion estadistica, en
comparacién con la linea 76 (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Contenido foliar de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el estadio
de grano pastoso temprano (103 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv.
HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Datos expresados en pumoles de hexosas por gramo de peso fresco (umol hexosas-g PFY), con la
excepcion de la sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los
valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estdndar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de
significacion estadistica.

WSC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 101.2a 26.0a 329 4.7 4.79 11.8
Sequia 137.7b 55.4b 35.1 6.8 5.14 14.8
P o5 0.016 0.009 ns ns ns ns
SED 13.54 9.830
Genotipos
cv. HA 155.8a 47.6 51.1a 3.23a 2.75a 18.1a
RCSL-76 132.2a 433 40.9ab 3.25a 3.91a 19.6a
RCSL-8 133.2a 53.5 33.9b 7.30b 4.55a 13.4a
RCSL-89 56.6b 18.5 10.1c 9.22b 8.64b 2.0b
P.os <.001 ns <.001 0.004 0.010 0.011
SED 19.15 5.240 1.663 1.574 4.960
Interaccion
GXT (P.g.5) ns ns ns ns ns ns

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

4.1.2.1.1.- Grado de polimerizacidén de los fructanos de las hojas.

En este experimento no sélo se estimd el contenido de fructanos por analisis enzimaticos sino
también su grado de polimerizacion (DP, Degree of Polimerization) mediante HPAEC-PAD. La
separacion cromatografica de los fructanos tanto de las hojas como del ultimo entrenudo del tallo ha
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permitido su agrupacion en fructanos de bajo, medio y alto grado de polimerizacion (ver apartado
correspondiente en el capitulo de materiales y métodos).

A los 49 d.d.s., el déficit hidrico no tuvo efecto en la fraccidn de fructanos de bajo, medio y alto
grado de polimerizacidn de la sexta hoja de las plantas de cebada y el grado de polimerizacidn de los
fructanos no varié significativamente entre genotipos (Tabla 4.7). Hubo un predominio de fructanos
de grado de polimerizaciéon bajo y medio con respecto a aquellos de DP alto (Tabla 4.7). Ademas,
independientemente del grado de polimerizacidn, los fructanos de la sexta hoja de las plantas de
cebada fueron superiores a aquellos mostrados por las hojas bandera y penultima del tallo principal
de la planta en fases mas avanzadas del desarrollo (Tabla 4.7).

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico incrementd, en comparacion con las plantas
de control hidrico, la fracciéon de fructanos foliares de bajo y alto grado de polimerizaciéon en un
24.2% y 33.1%, respectivamente, y no modificé significativamente los fructanos de grado de
polimerizacion medio (Tabla 4.7). La acumulacidn de fructanos de bajo y alto grado de polimerizacion
fue notablemente mayor en la linea 89 que en las otras lineas RCSL y Harrington (Tabla 4.7).

Tabla 4.7. Grado de polimerizacién (DP) de los fructanos en los estadios de desarrollo vegetativo (49 d.d.s.), inicio del
desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.), grano lechoso tardio (88 + 1 d.d.s.) y grano pastoso temprano (103 = 1 d.d.s.) de plantas
de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica
(C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita.
Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen
de significacidn estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
d.d.s. c s P,  SED HA 76 8 89  P.,s SED P.,s SED
Bajo 26.4 21.6 ns 23.9 18.3 24.7 29.3 ns ns
49 Medio 269 269 ns 293 199 262 323  ns ns
Alto 10.1  11.0 ns 119 78 102 123  ns ns
Bajo 482a 6.36b 0.024 0662 4.84a 3.87a 5.58a 8.07b 0.001 0.880 ns
712 Medio 581  6.29 ns 552 575 521 771  ns ns
Alto 1.72a 2.57b 0.021 0.335 1.54a 1.17a 1.89a 3.98b <.001 0.473 ns
Bajo 462a 821b 0.018 0840 53la 5.9la 539 9.05b <.001 1.188 ns
88+1 Medio 476 699 <.001 0.438 522 548 410 870 <.001 0.619 <.001 0.875
Alto 1.47 3.49 <.001 0.338 153 1.60 231 449 <001 0478  0.003 0.676
Bajo 420a 6.70b <.001 0.599 523 529 619 509 ns ns
10321 Medio 3.57a 6.50b 0.003 0.846 6.21a 5.99a 5.56a 2.38b 0.018 1.196 ns
Alto 1.34a 4.27b <.001 0.673  3.59a 3.43a 3.30a 0.90b 0.037 0.951 ns

Los datos se expresan en unidades arbitrarias. d.d.s. dias después de la siembra. ns, sin significacion estadistica.

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico incrementd, en comparacién con las
plantas de control hidrico, la fracciéon de fructanos foliares de bajo peso molecular en un 43.73%
(Tabla 4.7). La fracciéon de fructanos de bajo grado de polimerizacion fue mayor en la linea 89 que en
los demas genotipos de cebada (Tabla 4.7).

En el andlisis de la varianza de la fraccidn de fructanos de grado de polimerizacién medio y alto, la
interaccion significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.7) mostré que el estrés hidrico
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condujo a una mayor acumulacion de fructanos de medio y alto grado de polimerizacion en las lineas
8 y 89 (Fig. 4.8). En plantas de control hidrico, los fructanos de DP medio fueron mayores en el cv.
Harrington y las lineas 89 y 76 que en la linea 8 (Fig. 4.8a). En plantas de déficit hidrico, las fracciones
de fructanos de DP medio y alto aumentaron en la linea 89 con respecto a los demas genotipos (Fig.
4.8).
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Figura 4.8. Fructanos foliares de a) grado de polimerizacién medio (DP medio) y b) grado de polimerizacién alto (DP alto)
en el estadio de grano lechoso tardio (88 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano pastoso temprano, la sequia incrementd, en comparacion con las plantas
de control hidrico, la fracciéon de fructanos de grado de polimerizaciéon bajo, medio y alto en un
37.3%, 45.1% y 68.6%, respectivamente (Tabla 4.7). Los fructanos de DP bajo no variaron
significativamente entre genotipos. Los fructanos de DP medio y alto aumentaron en Harrington y las
lineas 76 y 8 en comparacion con la linea RCSL 89 (Tabla 4.7).

4.1.2.2.- Contenido de carbohidratos en el dltimo entrenudo del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico incrementd, en comparacion con las plantas
de control hidrico, el contenido de carbohidratos solubles en el Ultimo entrenudo del tallo principal,
como resultado del aumento de glucosa, sacarosa y fructanos (Tabla 4.8), y no tuvo efecto en la
acumulacién de carbohidratos insolubles como el almidén (Tabla 4.8). En la linea 89, la acumulacion
de carbohidratos solubles y fructanos en el Ultimo entrenudo del tallo fue mayor que en el resto de
genotipos, y mayor en Harrington y la linea 8 que en la linea 76, aunque los fructanos de la linea 8 no
llegaron a la significacién (Tabla 4.8). Los fructanos representaron el 52.7%, 24.2%, 12.3% y 30.7% del
total de carbohidratos solubles del ultimo entrenudo del tallo en las lineas 89, 8, 76 y el cv.
Harrington, respectivamente, lo que sugiere una mayor particion del carbono hacia los fructanos en
la linea 89 (Tabla 4.8). En las lineas 8 y 89 el contenido de glucosa fue mayor que en la linea 76 y
Harrington (Tabla 4.8).
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Tabla 4.8. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el ultimo
entrenudo del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8
y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco (umol
hexosas-g PF?), con la excepcion de la sacarosa, que se expresa en pumol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la
misma letra carecen de significacidn estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidoén
Tratamientos
Control 126.2a 36.5a 21.76a 25.5 20.62a 4.61
Sequia 174.1b 71.5b 26.98b 24.5 24.17b 4.26
P os <.001 <.001 0.003 ns 0.049 ns
SED 9.720 8.270 1.460 1.669
Genotipos
cv. HA 128.8a 39.5a 24.65 19.6 17.43a 4.26
RCSL-76 83.0b 10.2b 21.07 15.5 15.10a 5.18
RCSL-8 140.7a 34.0ab 24.80 28.9 28.16b 4.52
RCSL-89 251.2¢ 132.4¢ 26.97 36.0 28.89b 3.77
P.os <.001 <.001 ns <.001 <.001 ns
SED 13.74 11.69 3.110 2.360
Interaccion
GXT (P.g5) ns ns ns 0.037 ns ns
SED 4.400

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

La interaccion significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.8) mostré que el déficit
hidrico redujo significativamente el contenido de fructosa del ultimo entrenudo del tallo de la linea
89 (Fig. 4.9). En plantas de control hidrico, el contenido de fructosa fue mayor en la linea 89 que en el
resto de genotipos de cebada, y mayor en la linea 8 que en la linea 76. En plantas de déficit hidrico, la
acumulacion de fructosa fue mayor en las lineas 8 y 89 que en la linea 76 y el cv. Harrington (Fig. 4.9).

50 1 P=0.037

—Jc
zzza s

40 1

30 1 7 2

NN
AN

AN\

NW
N

20 A

F (umol - g PF‘1)

10 1

HA 76 8 89
Figura 4.9. Contenido de fructosa (F) en el ultimo entrenudo del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (71 + 2
d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia
disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cadmara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales
representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico condujo a un aumento del contenido de
sacarosa y carbohidratos solubles en el ultimo entrenudo del tallo principal (Tabla 4.9). El contenido
de sacarosa aumentd en la linea 89 y Harrington en comparacién con la linea 76 (Tabla 4.9). La
acumulacién de carbohidratos solubles y fructanos fue mayor en la linea 89 que en los otros
genotipos de cebada, y mayor a su vez en el cv. Harrington y la linea 8 que en la linea 76. De los
carbohidratos solubles totales en el ultimo entrenudo del tallo, los fructanos representaron el 78.9%,
69.5%, 40.2% y 63.2% en las lineas 89, 8, 76 y Harrington, respectivamente.
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Tabla 4.9. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el ultimo
entrenudo del tallo principal en el estadio de grano lechoso tardio (88 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76,
8y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en
una camara de crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco
(umol hexosas-g PF?), con la excepcion de la sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la
misma letra carecen de significacidn estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén

Tratamientos

Control 185a 125 25.75a 4.68 4.27 2.96
Sequia 264b 183 33.40b 7.53 6.48 5.06
P o5 0.024 ns <.001 <.001 0.006 <.001
SED 31.40 1.761 0.640 0.699 0.397
Genotipos

cv. HA 209a 132a 32.03a 5.89 6.67 3.30
RCSL-76 102b 41b 25.86b 4.74 4.60 3.89
RCSL-8 220a 153a 28.01ab 5.59 5.39 3.44
RCSL-89 369c 291c 32.40a 8.19 4.86 5.42
P.os <.001 <.001 0.049 0.010 ns 0.006
SED 44.40 40.60 2.490 0.905 0.562
Interaccion

GXT (P.g.5) ns ns ns 0.011 0.019 0.010
SED 1.280 1.398 0.794

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

En el analisis de la varianza del contenido de glucosa, fructosa y almidén, la interaccién
significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.9) mostré que el déficit hidrico aumenté el
contenido de almiddn, fructosa y glucosa en la linea 76, y de almiddn y fructosa en la linea 8 (Fig.
4.10). En plantas de control hidrico, los niveles de almidén y fructosa fueron mayores en la linea 89
que en los otros genotipos (Fig. 4.10ca), y los de fructosa mayores en Harrington y la linea 8 que en la
linea 76 (Fig. 4.10a). El contenido de glucosa fue mayor en la linea 89 y el cv. Harrington que en la
linea 76 (Fig. 4.10b). En plantas de déficit hidrico, el contenido de almidén aumenté en la linea 76 en
comparacién con la linea 8 y Harrington, y en la linea 89 en comparacién con el cv. Harrington (Fig.
4.10c). El contenido de glucosa en el ultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 76 que en la
linea 89 (Fig. 4.10b).
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Figura 4.10. Contenido de a) fructosa (F), b) glucosa (G) y c) almidén (A) en el Gltimo entrenudo del tallo principal en el
estadio de grano lechoso tardio (88 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington
(HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente
controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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En el estadio de grano pastoso temprano, el déficit hidrico incrementd los niveles de sacarosa y
almiddn en el dltimo entrenudo del tallo principal y no tuvo efecto en el contenido de glucosa y
fructosa (Tabla 4.10). El contenido de glucosa, sacarosa y almidén fue mayor en el cv. Harrington y las
lineas 76 y 8 que en la linea 89, el de almiddn mayor en la linea 76 que en la linea 8 y Harrington, y el
de sacarosa mayor en el cv. Harrington y la linea 76 que en la linea 8 (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el udltimo
entrenudo del tallo principal en el estadio de grano pastoso temprano (103 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas
RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control),
cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de
peso fresco (umol hexosas-g PFY), con la excepcion de la sacarosa, que se expresa en pumol sacarosa-g PF™. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 156.6 97.5 22.61a 8.95 4.95 3.06a
Sequia 192.9 128.8 26.02b 8.19 3.89 4.52b
Pos 0.054 ns 0.046 ns ns 0.037
SED 17.49 1.578 0.638
Genotipos
cv. HA 245.6 170.6 31.54a 7.03 4.88a 3.73a
RCSL-76 170.1 97.3 30.34a 6.56 5.56a 6.32b
RCSL-8 203.3 138.5 24.66b 10.84 4.68a 4.13a
RCSL-89 80.0 46.2 10.71c 9.85 2.57b 0.98c
P.os <.001 <.001 <.001 ns 0.042 <.001
SED 24.73 22.18 2.232 0.985 0.902
Interaccion
GXT (P.g5) 0.021 0.023 ns ns ns ns
SED 34.97 31.37

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

El andlisis estadistico de los contenidos de carbohidratos solubles en agua y de fructanos alcanzé
significacidon estadistica para la interaccidon genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.10), indicativa
de que la sequia condujo a una mayor acumulacion de carbohidratos solubles y fructanos en la linea
8 (Fig. 4.11ab). En condiciones de control hidrico, la acumulacidén de carbohidratos solubles y de
fructanos fue mayor en Harrington que en las lineas RCSL (Fig. 4.11). En plantas de déficit hidrico, el
contenido de carbohidratos solubles y fructanos aumentd en Harrington y las lineas 8 y 76 en
comparacién con la linea 89 (Fig. 4.11).
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Figura 4.11. Contenido de a) carbohidratos solubles en agua (WSC) y b) fructanos (Fru) en el Ultimo entrenudo del tallo
principal en el estadio de grano pastoso temprano (103 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento
con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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4.1.2.2.1.- Grado de polimerizacion de los fructanos en el ultimo entrenudo del tallo.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico incrementd, en comparacién con las plantas
de control hidrico, la fraccién de fructanos de bajo, medio y alto grado de polimerizacién en un 41%,
54.2% vy 33.3%, respectivamente (Tabla 4.11). La acumulacién de fructanos cualquiera que fuese su
grado de polimerizacién fue mayor en la linea 89 que en Harrington y las lineas 76 y 8 (Tabla 4.11). En
Harrington, los fructanos de DP bajo aumentaron en comparacién con las lineas 8 y 76, y los
fructanos de DP alto con respecto a la linea 76 (Tabla 4.11).

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico aumentd, en comparacidn con las plantas
de control hidrico, los fructanos de grado de polimerizacion medio en un 19.1% (Tabla 4.11). La
fraccion de fructanos de DP medio fue mayor en el cv. Harrington y las lineas 89 y 8 que en la linea
76, y mayor en la linea 89 que en el cv. Harrington (Tabla 4.11).

Tabla 4.11. Grado de polimerizacién (DP) de los fructanos del Gltimo entrenudo del tallo en los estadios de desarrollo
correspondientes al inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.), grano lechoso tardio (88 + 1 d.d.s.) y grano pastoso
temprano (103 = 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit
hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los
efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxXT

d.d.s. C s P,s  SED HA 76 8 89  P,s SED P.,s SED

Bajo 431a 7.31b 0.003 0.872  5.73a 3.11b 3.14b 11.25¢ <.001 1.233 ns
712 Medio  4.90a 10.70b 0.041 2.610  6.30a 6.10a 3.80a 15.10b 0.036 3.680 ns

Alto 2.28a 3.42b 0.011 0395 227a 0.53b 1.6lab 6.98c <.001 0.559 ns

Bajo 75 882 ns 776 465 935 10.87 <.001 1.034  0.009 1.462
88t1 Medio 12.27a 15.17b 0.037 1.272  13.49a 5.94b 16.50ac 18.95c <.001 1.798 ns

Alto 500 6.18 0.020 0.456 548 221  6.47 82 <.001 0.644  0.036 0911

Bajo 464 482 ns 5.07a 520a 5.35a 3.30b 0.025 0.673 ns
10321 Medio 804 831 ns 1096 828 9.2 425 <001 1.184 0.030 1.675

Alto 411 485 0.034 0.320 563 453 517 2.6 <001 0452 <001 0.639

Los datos se expresan en unidades arbitrarias. d.d.s. dias después de la siembra. ns, sin significacion estadistica.

En el analisis de la varianza de los fructanos de DP bajo y alto, la interaccidn significativa genotipo
x disponibilidad hidrica (Tabla 4.11) mostrd que el déficit hidrico incrementd los fructanos de ambos
grado de polimerizacion en la linea 76 (Fig. 4.12). En condiciones de control hidrico, la fraccidon de
fructanos de DP bajo y alto aumentd en Harrington y las lineas 89 y 8 en comparacién con la linea 76
(Fig. 4.12). En condiciones de estrés hidrico, la acumulacion de fructanos de DP bajo y alto fue mayor
en la linea 89 que en la linea 76 y el cv. Harrington (Fig. 4.12). En la linea 8, los fructanos de DP bajo
aumentaron con respecto al cv. Harrington, y los fructanos de DP alto en comparacién con la linea 76
y Harrington (Fig. 4.12ab).
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Figura 4.12. Fructanos de a) grado de polimerizacién bajo (DP bajo) y b) grado de polimerizacién alto (DP alto) del dltimo
entrenudo del tallo, en el estadio de grano lechoso tardio (88 + 1 d.d.s.), de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89,
y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de
crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano pastoso temprano, los fructanos de grado de polimerizacién bajo no
variaron con el déficit hidrico (Tabla 4.11). Los fructanos de DP bajo aumentaron en el cv. Harrington
y las lineas 8 y 76 en comparacion con la linea 89 (Tabla 4.11).

En el andlisis de la varianza de los fructanos de DP medio vy alto, la interaccién significativa (Tabla
4.11) mostré que la sequia redujo los fructanos de DP alto en el cv. Harrington, y los aumenté en las
lineas 76 y 8 (Fig. 4.13b). En condiciones de control hidrico, la acumulacién de fructanos de DP medio
y alto fue mayor en Harrington que en las lineas RCSL (Fig. 4.13). En condiciones de déficit hidrico, la
fraccion de fructanos de DP medio y alto fue mayor en Harrington y las lineas 8 y 76 que en la linea
89 (Fig. 4.13). Los fructanos de DP alto aumentaron, en comparacion con el cv. Harrington, en la linea
8y, sin llegar a alcanzar significacidn estadistica, en la 76 (Fig. 4.13b).
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Figura 4.13. Fructanos de a) grado de polimerizacién medio (DP medio) y b) grado de polimerizacién alto (DP alto) del
ultimo entrenudo del tallo, en el estadio de grano pastoso temprano (103 = 1 d.d.s.), de plantas de cebada de las lineas
RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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4.1.2.3.- Contenido foliar de clorofilas, aminoacidos y proteinas.

A los 49 dias después de la siembra, el déficit hidrico disminuyd, en comparacién con las plantas
de control hidrico, el contenido de clorofilas en un 17.4% y no tuvo efecto en el contenido de
aminoacidos y proteinas foliares (Tabla 4.12). El contenido de proteinas foliares fue mayor en la linea
89 que en las otras lineas RCSL, y mayor a su vez en el cv. Harrington que en la linea 8 (Tabla 4.12).

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico condujo, en comparacién con las plantas de
control hidrico, a un descenso del contenido foliar de clorofilas de las hojas bandera y penultima del
tallo principal, que se estimé en un 9.5% (Tabla 4.12) y, como ocurrié en la anterior etapa del
desarrollo foliar de la cebada, no modificé el contenido de aminodcidos y proteinas. Entre genotipos,
el contenido de clorofilas fue mayor en las lineas 8 y 76 que en la linea 89 (Tabla 4.12). En el cv.
Harrington, el contenido foliar de aminoacidos aumentd en comparacién con las lineas RCSL (Tabla
4.12).

Tabla 4.12. Contenido de clorofila total (Chl, mg-g PF'l), proteina soluble (Prot, mg-g PF’l) y aminoacidos foliares (Aa,
umol-g PF’l) en los estadios de desarrollo vegetativo (49 d.d.s.), inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.), grano lechoso
tardio (88 + 1 d.d.s.) y grano pastoso temprano (103 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento
con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones
(n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT

d.d.s. C s P,s  SED HA 76 8 89 P.os SED P.os
Chl 2.18a 1.80b 0.006 0.118 1.95 2.07 1.88  2.06 ns ns

49 prot 17.7 196  ns 20.0l1ac 17.23ab 16.23b 21.33c 0.042 1.810 ns
Aa 26,57 2554 ns 2732 2553  26.89 2449 ns ns

chl 337a 3.05b 0.047 0.149  3.20ab  3.56a 3.27a 2.82b 0.025 0.211 ns

712 prot 309 286 ns 3038 3116 275 302 ns ns
Aa 405 386 ns 44.41a 38.78b 36.43b 38.72b 0.017 2.250 ns

chl 3.05a 2.57b 0.018 0.183 3.28a  3.04a 2.45b 245b 0.010 0.259 ns

88+1 prot 27.70a 24.45b 0.017 1219 26.72ab 30.11b 23.86a 23.60a 0.005 1.724 ns
Aa 52.5a  40.5b 0.007 3.870 48.7 47.7 449 447 ns ns

chl 2.11a  1.33b <.001 0.197 2.84a  212b  1.40c 0.53d <.001 0.264 ns
10321 ot 22372 18.11b <001 1011  2832a 21.01b 16.08c 15.53¢ <001 1.430 ns
Aa 65.1a 50.7b 0.041 6.470 423a 545a 54.4a 70.4b 0.005 9.150 ns

d.d.s. dias después de la siembra. ns, sin significacion estadistica.

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico redujo, en comparacion con las plantas de
control hidrico, el contenido de clorofilas, aminodacidos y proteinas en un 15.7%, 22.9 % y 11.7%,
respectivamente (Tabla 4.12). Los niveles de clorofilas fueron mayores en la linea 76 y Harrington
que en las lineas 8 y 89 (Tabla 4.12). El contenido de proteinas foliares aumento en la linea 76 en
comparaciéon con las otras lineas RCSL y tendid a aumentar, sin lograr alcanzar significacion
estadistica, con respecto al cv. Harrington (Tabla 4.12).

En el estadio de grano pastoso temprano, la sequia disminuyd, con respecto a las plantas de
control hidrico, los niveles de clorofilas, aminodcidos y proteinas en un 37%, 22.1% y 19%,
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respectivamente (Tabla 4.12). El contenido de clorofilas fue mayor en el cv. Harrington que en las
lineas RCSL, mayor en las lineas 76 y 8 que en la linea 89, y mayor a su vez en la linea 76 que en la
linea 8 (Tabla 4.12). El contenido de aminoacidos aumentd en la linea 89 en comparacién con los
demas genotipos. El nivel de proteinas fue mayor en Harrington que en las lineas RCSL, y mayor en la
linea 76 que en las otras lineas RCSL (Tabla 4.12).

4.1.2.4.- Contenido de aminoacidos y proteinas en el ultimo entrenudo del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico incrementd, en comparacién con las plantas
de control hidrico, el contenido de aminodcidos y proteinas en el ultimo entrenudo del tallo principal
en un 11.9% y 14.1%, respectivamente (Tabla 4.13). Los niveles de proteinas fueron mayores en la
linea 76 que en el cv. Harrington y la linea 89 (Tabla 4.13).

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico no tuvo efecto en los niveles de
aminodcidos y proteinas en el uUltimo entrenudo del tallo y entre genotipos no hubo diferencias
significativas (Tabla 4.13).

En el estadio de grano pastoso temprano, el déficit hidrico aumentd, en comparacién con las
plantas de control hidrico, el contenido de aminoacidos en el ultimo entrenudo del tallo en un 8.1% y
no tuvo efecto en el contenido de proteinas (Tabla 4.13). Los niveles de aminodacidos aumentaron en
la linea 8 en comparacién con los otros genotipos y en la linea 76 respecto a la linea 89 y Harrington
(Tabla 4.13). El contenido de proteinas aumenté en el resto de genotipos en comparacion con la linea
89 (Tabla 4.13).

Tabla 4.13. Contenido de proteinas solubles (Prot, mg-g PF'l) y aminoacidos (Aa, umol-g PF'l) en el uUltimo entrenudo del
tallo en los estadios de desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.), grano lechoso tardio (88
+ 1 d.d.s.) y grano pastoso temprano (103 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3);
SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT

d.d.s. c s Pos  SED HA 76 8 89 P.os  SED P.os
7142 Prot 11.28a 13.13b 0.026 0.753 11.79a 14.44b 12.26ab 10.34a 0.012 1.065 ns
h Aa 22.42a 25.45b 0.004 0.909 24.13 25.50 24.32 21.79 ns ns
88 +1 Prot 11.07 11.88 ns 10.39 11.86 11.77 11.90 ns ns
Aa 26.61 28.93 ns 28.72 28.07 28.25 26.04 ns ns

103+1 Prot 10.26 10.63 ns 12.65a 11.33a 10.64a 7.16b  <.001 0.963 ns
Aa 29.66a 32.28b 0.016 0.977 27.63a 32.62b 35.87c 27.78a <.001 1.392 ns

d.d.s. dias después de la siembra. ns, sin significacion estadistica.

4.1.3.- Efecto del déficit hidrico en el crecimiento de los genotipos de cebada.

En este apartado se describen los resultados de la estimacion del crecimiento de las plantas de
cebada, para cada uno de los niveles de disponibilidad hidrica estudiados y genotipos, en las fases del
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desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano, 71 + 2 d.d.s., y en la madurez, 138
d.d.s. (ver apartado de descripcién de los experimentos).

4.1.3.1.-. Parametros de crecimiento de las plantas de cebada al inicio del desarrollo del grano.

En el inicio del desarrollo del grano, para la estimacion del crecimiento se recogié una planta para
cada nivel hidrico estudiado, genotipo y repeticidn, y se separd el tallo principal del resto de la
planta. El tallo principal a su vez fue fraccionado en espiga, hoja bandera y penultima hoja agrupadas
conjuntamente (ya que constituyen la muestra foliar recogida con nitrégeno liquido para el andlisis
de metabolitos foliares), resto de hojas, ultimo entrenudo del tallo y resto del tallo, determinandose
el peso fresco y seco y la superficie verde de cada una de las partes y del total del tallo principal.

4.1.3.1.1.- Contenido hidrico relativo de las hojas.

En el inicio del desarrollo del grano, se determind el contenido hidrico relativo de las hojas
bandera y pendltima del tallo principal (RWC, relative water content, ver apartado correspondiente
en el capitulo de materiales y métodos). El déficit hidrico no tuvo efecto significativo en el contenido
hidrico relativo de las hojas de cebada (87.58 y 86.96, Isd 3.312, RWC en plantas de control y déficit
hidrico, respectivamente). EIl RWC de las hojas fue mayor en la linea 89 y el cv. Harrington que en la
linea 76 (Fig. 4.14).
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Figura 4.14. Contenido hidrico relativo (RWC) de las hojas de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la
diferencia minima significativa, Isd.

4.1.3.1.2.- Superficie verde de las partes del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico no tuvo efecto en la superficie verde de las
hojas, bandera y pendltima, y del ultimo entrenudo del tallo (Tabla 4.14). El area verde foliar fue
mayor en la linea 8 y el cultivar Harrington que en las lineas 76 y 89 (Tabla 4.14). La superficie verde
del dltimo entrenudo del tallo fue mayor en el resto de genotipos que en la linea 76 (Tabla 4.14).
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Tabla 4.14. Superficie verde (sz) de las diferentes partes del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (71 + 2
d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y el cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o
amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

E Hojas RH UE RT T TP

Tratamientos

Control 31.99 5.82 26.89 17.97 43.19 61.2 125.9
Sequia 27.02 5.64 13.32 16.84 30.93 47.8 93.8
Pos 0.002 ns <.001 ns <.001 <.001 <.001
SED 1.383 1.519 1.971 2.24 411
Genotipos

cv. HA 28.97 7.0a 17.98 18.40a 35.67 54.1 108.0
RCSL-76 20.34 4.20b 20.27 15.22b 26.06 40.3 85.1
RCSL-8 27.92 7.32a 16.74 17.13a 32.40 49.5 101.5
RCSL-89 40.80 4.40b 25.43 18.87a 55.12 74.0 144.6
P os <.001 0.004 0.005 0.003 <.001 <.001 <.001
SED 1.956 0.916 2.148 0.871 2.787 3.170 5.820
Interaccion

GXT (P gs) 0.050 ns <.001 ns <.001 <.001 <.001
SED 2.766 3.038 3.942 4.480 8.220

(E) espiga, (Hojas) bandera y penultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo, (TT) total de la fraccién
tallo (suma del Gltimo entrenudo y resto del tallo) y (TP) tallo principal (suma de las diferentes partes). ns, sin significacidén estadistica.

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.14) mostraron que el
déficit hidrico redujo la superficie verde de la espiga, resto de hojas, resto y total del tallo y tallo
principal en la linea 89 (Fig. 4.15), la del resto de hojas, resto y total del tallo, sin llegar a alcanzar
significacidn estadistica, y tallo principal en la linea 76 (Fig. 4.15bcde), la del resto de hojas en la linea
8 (Fig. 4.15b), y la del resto y total del tallo y tallo principal, sin llegar a alcanzar significacion
estadistica, en el cv. Harrington (Fig. 4.15cde). En condiciones de control hidrico, la superficie verde
de la espiga, resto de hojas, resto y total del tallo y tallo principal fue mayor en la linea 89 que en los
otros genotipos (Fig. 4.15). El area verde la de la espiga aumenté en el cv. Harrington vy, sin llegar a
alcanzar significacion estadistica, la linea 8 con respecto a la linea 76 (Fig. 4.15a). La superficie verde
del resto de hojas fue mayor en la linea 76 que en el cv. Harrington y la linea 8 (Fig. 4.15b), y la del
resto y total del tallo mayor en Harrington que en las lineas 76 y 8 (Fig. 4.15cd). En condiciones de
déficit hidrico, la superficie verde de la espiga fue mayor en la linea 89 que en los otros genotipos de
cebada, y mayor en la linea 8 y el cv. Harrington que en la linea 76 (Fig. 4.15a). La superficie verde del
resto y total del tallo y del tallo principal aumentd en todos los genotipos en comparacion con la
linea 76 (Fig. 4.15cde).
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Figura 4.15. Superficie verde de las partes del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.). a) Espiga
(E), b) resto de hojas (RH), c) resto del tallo (RT), d) total de la fraccidn tallo (TT) y e) tallo principal (TP) de plantas de
cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C),
cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima

significativa, Isd.

4.1.3.1.3.- Porcentaje de humedad de las partes del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el estrés hidrico redujo, en comparacién con las plantas de
control hidrico, el porcentaje de humedad del tallo principal y de algunas de las partes en las que fue
fraccionado, tales como resto de hojas, uUltimo entrenudo y resto del tallo, y aumenté el porcentaje
de humedad de las hojas en un 2.1% (Tabla 4.15). El contenido porcentual de humedad de la espiga,
del Ultimo entrenudo y resto del tallo y del tallo principal completo aumenté en el cv. Harrington y
las lineas 8 y 76 en comparacion con la linea 89, y el del resto del tallo y del tallo principal completo

en la linea 76 comparada con las lineas 8 y 89 (Tabla 4.15).
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Tabla 4.15. Contenido porcentual de humedad (%) de las diferentes partes del tallo principal en el inicio del desarrollo del
grano (71 £ 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico
(sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los
efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidon estadistica.

E Hojas RH UE RT TP
Tratamientos
Control 68.12 66.91a 74.35a 76.12a 79.64a 75.89a
Sequia 67.31 68.32b 71.77b 74.95b 77.17b 73.85b
Pos ns 0.045 <.001 0.046 0.003 0.008
SED 0.644 0.578 0.541 0.710 0.670
Genotipos
cv. HA 68.39a 67.67 71.92 77.30a 79.63ab 75.86ab
RCSL-76 68.87a 67.91 73.65 76.58a 81.18b 76.68b
RCSL-8 67.76a 67.77 72.83 76.02a 78.34a 74.58a
RCSL-89 65.83b 67.11 73.84 72.24b 74.48c 72.37c
P os 0.013 ns ns <.001 <.001 0.002
SED 0.848 0.765 1.004 0.947
Interaccion
GXT (Pgs) ns ns ns ns ns ns

(E) espiga, (Hojas) bandera y penultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo y (TP) tallo principal (suma
de las diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.

4.1.3.1.4.- Peso seco de las partes del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico redujo, en comparacién con las plantas de
control hidrico, el peso seco de las hojas y de la espiga en un 13% y 22.5%, respectivamente (Tabla
4.16). El peso de la espiga aumentd en la linea 89 en comparacién con los otros genotipos y en la
linea 8 comparada con la 76 (Tabla 4.16). El peso seco de las hojas fue mayor en el resto de genotipos
que en la linea 76, y mayor en Harrington y la linea 8 que en la linea 89 (Tabla 4.16).

Tabla 4.16. Peso seco (g) de las diferentes partes del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.) de
plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia
disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

E Hojas RH UE RT T TP

Tratamientos

Control 0.431a 0.046a 0.214 0.228 0.784 1.012 1.702
Sequia 0.334b 0.040b 0.150 0.204 0.548 0.752 1.276
Pos 0.019 0.034 <.001 0.014 <.001 <.001 <.001
SED 0.037 0.002 0.014 0.009 0.045 0.049 0.075
Genotipos

cv. HA 0.340ab 0.053a 0.172 0.214 0.562 0.776 1.341
RCSL-76 0.248a 0.031b 0.165 0.162 0.377 0.538 0.982
RCSL-8 0.407b 0.048a 0.157 0.201 0.551 0.752 1.365
RCSL-89 0.534c 0.041c 0.234 0.289 1.173 1.461 2.270
Pos <.001 <.001 0.004 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.052 0.003 0.019 0.012 0.064 0.069 0.106
Interaccion

GXT (Pgs) ns ns <.001 0.005 <.001 <.001 <.001
SED 0.027 0.017 0.090 0.098 0.149

(E) espiga, (Hojas) bandera y penultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo, (TT) total de la fraccién
tallo (suma del Gltimo entrenudo y resto del tallo) y (TP) tallo principal (suma de las diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.
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La interaccion significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.16) mostré que el déficit
hidrico redujo el peso seco del resto de hojas, ultimo entrenudo del tallo, resto y total del tallo y tallo
principal en la linea 89 (Fig. 4.16) y del resto de hojas en la linea 76 (Fig. 4.16a). En condiciones de
control hidrico, el peso seco del resto de hojas, ultimo entrenudo del tallo, resto y total del tallo y
tallo principal aumentd en la linea 89 en comparacion con las otras lineas RCSL y el cultivar
Harrington (Fig. 4.16). El peso seco del tltimo entrenudo y del total del tallo fue mayor en Harrington
que en la linea 76 (Fig. 4.16bd), y el del resto de hojas mayor en la linea 76 que en la linea 8 (Fig.
4.16a). En condiciones de escasa disponibilidad hidrica, el peso seco del resto de hojas fue mayor en
Harrington que en la linea 76 (Fig. 4.16a). El peso seco del ultimo entrenudo del tallo, resto y total del
tallo y tallo principal fue mayor en las otras lineas RCSL y el cv. Harrington que en la linea 76 (Fig.
4.16bcde), mayor el del dltimo entrenudo del tallo en la linea 89 que en Harrington y la linea 8 (Fig.
4.16b), y mayor a su vez el del resto y total del tallo y del tallo principal en la linea 89 que en el cv.
Harrington (Fig. 4.16cde).

04— a P<.001 oa_ D P=0.005 s 9 P<.001
1.6 |
03 03 1.4
12
= ® T 10
z o 5 ‘ v & os-
/NI z
mw |
/ ,
HA 76 8 89 HA 76 8 89
P<.001
y5 - d) P<.001 35 )
G G
[ a
= [=

Jc
20 307 22 s
25
157 2.0 |
_ 7 . ' 7
89 89

Figura 4.16. Peso seco de las partes del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.). a) Resto de hojas
(RH), b) ultimo entrenudo del tallo (UE), c) resto del tallo (RT), d) total de la fraccidn tallo (TT) y e) tallo principal (TP) de
plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad
hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la
diferencia minima significativa, Isd.
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4.1.3.1.5.- Longitud de las fracciones del tallo del tallo principal.

En el tallo principal, la fraccién tallo se dividié en ultimo entrenudo y resto del tallo y se estimé la
longitud de cada una de las partes y el total.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico redujo la longitud del ultimo entrenudo del
tallo (Tabla 4.17). La longitud del ultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en los otros
genotipos de cebada, y mayor en Harrington y la linea 76 que en la linea 8 (Tabla 4.17).

Tabla 4.17. Longitud (cm) de las fracciones del tallo del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.) de
plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad
hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en
negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra
carecen de significacién estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT

C s P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.os SED
UE 22.6l1a 21.78b <.001 0.205 22.35a 22.47a 20.67b  23.30c <.001 0.290 ns
RT 33.69 29.02 0.021 1.822 30.42 20.52 28.90 45.60 <.001 2577 0.003 3.644
T 56.30 50.81 0.010 1.877 52.77 42.98 49.57 68.90 <.001 2.655 0.003 3.755

(UE) ultimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo y (TT) total de la fraccion tallo (suma de la longitud del ultimo entrenudo y resto del
tallo). ns, sin significacion estadistica.

El andlisis de la varianza de la longitud del resto y del total del tallo alcanzd significacion
estadistica para la interaccién genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.17), indicativa de que el
déficit hidrico disminuyd la longitud del resto y del total del tallo en la linea 89 (Fig. 4.17). En
condiciones de amplia disponibilidad hidrica, la longitud del resto y del total del tallo aumenté en la
linea 89 en comparacién con los demds genotipos (Fig. 4.17), la longitud del resto del tallo aumenté
en la linea 8 y Harrington con respecto a la linea 76 (Fig. 4.17a), y la longitud del total del tallo
aumenté en Harrington en comparacion con la linea 76 (Fig. 4.17b). En condiciones de escasa
disponibilidad hidrica, la longitud del resto del tallo fue mayor en la linea 89 que en el cv. Harrington
y la linea 76, y mayor en la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.17a). En la linea 89, la longitud del total
del tallo fue mayor que en las otras lineas RCSL y el cv. Harrington (Fig. 4.17b).
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Figura 4.17. Longitud de las fracciones del tallo del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.). a)
Resto del tallo (RT) y b) total de la fraccion tallo (TT) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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4.1.3.1.6.- Peso especifico de las fracciones del tallo del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico redujo, en comparacién con las plantas de
control hidrico, el peso especifico del resto del tallo un 17.7% (Tabla 4.18). En la linea 89, el peso
especifico del resto del tallo fue mayor que en el cv. Harrington y las otras lineas RCSL (Tabla 4.18).

Tabla 4.18. Peso especifico (mg-cm'l) de las fracciones del tallo del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (71 +
2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia
disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la
misma letra carecen de significacidn estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
C S P.gs SED HA 76 8 89 P.os SED P.os SED
UE 10.03 9.37 ns 9.54 7.19 9.72 12.36 <.001 0.564 0.016 0.797
RT 22.45a 18.47b 0.028 1.644 18.51b 19.31b 18.97b 25.04a 0.040 2.324 ns
T 17.06 1456 0.012 0.877 14.69 12.69 15.12 20.73 <.001 1.241 0.009 1.754

(UE) ultimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo y (TT) total de la fraccidn tallo (suma de la longitud del dltimo entrenudo y resto del
tallo). ns, sin significacidn estadistica.

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.18) mostraron que la
sequia condujo a un descenso del peso especifico del ultimo entrenudo y del total del tallo en la linea
89 (Fig. 4.18). En condiciones de control hidrico, el peso especifico del ultimo entrenudo y del total
del tallo aumentd en la linea 89 en comparacion con los demdas genotipos (Fig. 4.18), y el peso
especifico del ultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 8 y Harrington que en la linea 76 (Fig.
4.18a). En condiciones de sequia, el peso especifico del ultimo entrenudo del tallo fue mayor en las
otros genotipos que en la linea 76 (Fig. 4.18a). El peso especifico del total del tallo aumenté en las
lineas 8 y 89 y tendid a aumentar, sin alcanzar significacion estadistica, en Harrington en
comparacion con la linea 76 (Fig. 4.18b).
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Figura 4.18. Peso especifico del a) ultimo entrenudo del tallo (UE) y b) total de la fraccion tallo (TT) del tallo principal en el
inicio del desarrollo del grano (71 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington
(HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente
controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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4.1.3.2.- Parametros de crecimiento de las plantas de cebada en la madurez.

En la madurez de las plantas, se contaron el numero de tallos hijos y de espigas por planta, se
separod el tallo principal del resto de la planta y la espiga del tallo principal del resto de las espigas de
la planta. El tallo principal se fraccioné en cada una de las partes antes indicadas y se obtuvo el peso
después del secado de cada una de ellas, del total del tallo principal y la biomasa total.

4.1.3.2.1.- Peso seco de las partes del tallo principal.

En la madurez, el déficit hidrico redujo, en comparacién con las plantas de control hidrico,
notablemente el peso seco del resto de hojas y del resto del tallo, estimandose el porcentaje de
pérdida en una proporcién similar, 35.1% y 35.5%, respectivamente (Tabla 4.19). El peso seco de las
hojas, resto de hojas y resto del tallo aumentd en el cv. Harrington y las lineas 89 y 8 en comparacion
con la linea 76 (Tabla 4.19). El peso seco del resto del tallo fue también mayor en la linea 89 que en el
cv. Harrington y la linea 8 (Tabla 4.19).

Tabla 4.19. Peso seco (g) de las partes del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL
76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas
en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son
medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn
estadistica.

E H RH UE RT T TP

Tratamientos

Control 1.555 0.041 0.188a 0.229 0.699a 0.928 2.712
Sequia 1.175 0.036 0.122b 0.163 0.451b 0.614 1.947
Pos <.001 ns <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.024 0.013 0.007 0.039 0.041 0.060
Genotipos

cv. HA 1.393 0.041a 0.164a 0.181 0.588a 0.769 2.366
RCSL-76 1.023 0.028b 0.107b 0.155 0.317b 0.472 1.630
RCSL-8 1.370 0.041a 0.190a 0.178 0.560a 0.738 2.339
RCSL-89 1.674 0.043a 0.161a 0.268 0.836¢ 1.104 2.981
Pos <.001 0.012 0.002 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.047 0.004 0.018 0.011 0.055 0.057 0.085
Interaccion

GXT (Pgs) 0.012 ns ns 0.045 ns 0.042 0.007
SED 0.067 0.015 0.081 0.120

(E) espiga, (Hojas) bandera y penultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo, (TT) total de la fraccién
tallo y (TP) tallo principal. ns, sin significacion estadistica.

El analisis de la varianza del peso seco de la espiga, del ultimo entrenudo del tallo, del total del
tallo y del tallo principal alcanzé significacion estadistica para la interaccién genotipo x disponibilidad
hidrica (Tabla 4.19), indicativa de que la sequia redujo el peso de la espiga, del Ultimo entrenudo del
tallo, del total del tallo y del tallo principal en todos los genotipos de cebada (Fig. 4.19). En plantas de
control hidrico, el peso de dichas partes del tallo principal fue mayor en la linea 89 que en los demas
genotipos, y mayor en el cv. Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.19), exceptuando el peso
del ultimo entrenudo del tallo que fue mayor en la linea 8 que en la linea 76, y el del cv. Harrington
similar al de ambas lineas RCSL. En plantas de déficit hidrico, el peso seco de la espiga fue mayor en
el resto de genotipos que en la linea 76, y mayor en la linea 89 que en la linea 8 (Fig. 4.19a). El peso
del ultimo entrenudo y del total del tallo y del tallo principal fue mayor en la linea 89 que en el resto
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de genotipos, y mayor en la linea 8 y Harrington que en la linea 76 (Fig. 4.19bcd), exceptuando el
peso del ultimo entrenudo del tallo que fue similar entre el cv. Harrington y las lineas 8 y 76.
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Figura 4.19. Peso seco de las partes del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.). a) Espiga (E), b) dltimo entrenudo del
tallo (UE), c) total de la fraccidn tallo (TT) y d) tallo principal (TP) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento
con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.1.3.2.2.- Longitud de las fracciones del tallo del tallo principal.

En la madurez, 138 d.d.s., el déficit hidrico disminuyd la longitud del ultimo entrenudo del tallo
(Tabla 4.20), al igual que ocurrié en estadios mas tempranos del desarrollo de las plantas de cebada
(Tabla 4.17). La longitud del ultimo entrenudo del tallo fue mayor en las lineas 76 y 89 que en la linea
8 y Harrington (Tabla 4.20).

112



Resultados Exp. 1

Tabla 4.20. Longitud (cm) de las fracciones del tallo del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de
las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas
en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son
medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion
estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.gs SED
UE 22.70a 20.28b <.001 0.306 20.85a 22.12b 20.17a 22.83b <.001 0.433 ns
RT 37.36 27.61 <.001 0.991 31.38 21.97 31.85 44,73 <.001 1.402 0.001 1.982
T 60.06 47.89 <.001 0.986 52.23 44.08 52.02 67.57 <.001 1.394 0.002 1.971

(UE) dltimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo y (TT) total de la fraccion tallo (suma de la longitud del ultimo entrenudo y resto del
tallo). ns, sin significacion estadistica.

La interaccidn significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.20), puso de manifiesto que
la sequia redujo notablemente la longitud del resto y del total del tallo en los cuatro genotipos de
cebada (Fig. 4.20). En plantas de control y déficit hidrico, la longitud del resto y del total del tallo
aumento en la linea 89 en comparacidn con el resto de genotipos y en el cv. Harrington y la linea 8
con respecto a la linea 76 (Fig. 4.20).
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Figura 4.20. Longitud de las fracciones del tallo del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.). a) Resto del tallo (RT) y b)
total de la fraccion tallo (TT) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit
hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras
verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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4.1.3.2.3.- Peso especifico de las fracciones del tallo del tallo principal.

En la madurez, el déficit hidrico redujo, en comparacion con las plantas de control hidrico, el peso
especifico del resto y del total del tallo en un 12.3% y 16.7%, respectivamente (Tabla 4.21). El peso
especifico del resto y del total del tallo fue mayor en las lineas 8 y 89 y el cv. Harrington que en la
linea 76, y el del total del tallo fue también mayor en la linea 89 que en la linea 8 (Tabla 4.21).
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Tabla 4.21. Peso especifico (mg-cm™) de las fracciones del tallo del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de
cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C),
cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los
valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de
significacidn estadistica.

Tratamientos Genotipos GxXT
C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.os SED
UE 10.06 7.97 <.001 0.296 8.66 6.99 8.75 11.66 <.001 0.418 0.016 0.592
RT 18.34a 16.08b 0.033 0.969 18.53a 1439 17.37a 18.54a 0.025 1.371 ns
TT 15.11a 12.58b <.001 0.613 14.59ac 10.63b 14.02a 16.14c <.001 0.867 ns

(UE) ultimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo y (TT) total de la fraccion tallo (suma de la longitud del ultimo entrenudo y resto del
tallo). ns, sin significacion estadistica.

La interaccidn significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.21) mostré que la sequia
redujo el peso especifico del ultimo entrenudo del tallo en las lineas 8 y 89, y condujo a un descenso
muy préximo a la significacion en la linea 76 (Fig. 4.21). En plantas de control hidrico, el peso
especifico del dltimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en el resto de genotipos,
mayor en la linea 8 y Harrington que en la linea 76, y tendid a aumentar, sin alcanzar significacion
estadistica, en la linea 8 en comparacidon con el cv. Harrington (Fig. 4.21). En plantas de déficit
hidrico, el peso especifico del ultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en los demas
genotipos, y mayor a su vez en Harrington que en la linea 76 (Fig. 4.21).
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Figura 4.21. Peso especifico del dltimo entrenudo (UE) del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada
de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C),
cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima
significativa, Isd.

4.1.3.2.4.- Biomasa total.

En la madurez, el déficit hidrico redujo, en comparacién con las plantas de control hidrico,
notablemente la biomasa de las plantas (Fig. 4.23), estimandose el porcentaje de reduccién del peso
seco en un 74.7% (47 y 11.9 gramos en plantas de control y déficit hidrico, respectivamente, P<.001,
Isd 6.24). Entre genotipos, la biomasa de la linea 8 fue mayor que la de la linea 76 y el cv. Harrington.
La linea 89 mostré un aumento de biomasa muy proximo a la significacion en comparacion con el
cultivar Harrington (Fig. 4.22).
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Figura 4.22. Biomasa total en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar

Harrington (HA), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la
diferencia minima significativa, Isd.
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Figura 4.23. Imagenes de plantas de cebada en una fase préxima a la madurez de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cv
Harrington con déficit hidrico (derecha de las imagenes) o amplia disponibilidad hidrica (izquierda de las imagenes),
cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado.

4.1.3.2.5.- Numero de tallos y espigas por planta.

En la madurez, 138 d.d.s., se contabilizaron el nimero de espigas por planta y el nimero de tallos
totales, con y sin espiga, independientemente de su tamafo, lo que facilitd la estimacion del
ahijamiento de las plantas de cebada. El déficit hidrico redujo, en comparacién con las plantas de
control hidrico, el nUmero de tallos por planta en un 54.7% (Tabla 4.22). La sequia no sélo disminuyo
el ahijamiento de las plantas sino también el porcentaje de tallos que produjeron espiga en un 27.9%
(Tabla 4.22). El porcentaje de tallos con espiga aumenté en las lineas 76 y 89 y en la linea 8, sin
alcanzar significacion estadistica, en comparacién con el cv. Harrington (Tabla 4.22).
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Tabla 4.22. Numero de tallos (NT) y nimero de espigas (NE) por planta y porcentaje de tallos con espiga (%E) en la
madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S)
o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.gs SED
NT 47.2a 21.4b <.001 3.12 31.3 32.7 40.3 33.0 ns ns
NE 26.83 8.50 <.001 1.71 11.83 19.67 20.83 18.33 0.008 2.41 0.026 3.41
%E 56.7a 40.9b 0.001 4.03 37.5a 57.5b 46.3ac  53.9bc 0.014 5.70 ns

ns, sin significacién estadistica.

El andlisis de la varianza del nimero de espigas por planta alcanzd significacion estadistica para la
interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.22), mostrando que el déficit hidrico redujo
notablemente el nimero de espigas por planta en todos los genotipos de cebada (Fig. 4.24).
Descenso que fue mucho mas acusado en la linea 8 (78.65%) que en las lineas 76 y 89 (64.4% y
64.2%, respectivamente) y el cv. Harrington (60.76%). En condiciones de control hidrico, el nimero
de espigas por planta fue mayor en las lineas RCSL que en el cv. Harrington, y mayor en la linea 8 que
en la linea 89 (Fig. 4.24). En condiciones de escasa disponibilidad hidrica no hubo diferencias
significativas entre los distintos genotipos.
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Figura 4.24. Nimero de espigas por planta (NE) en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y
89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de
crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.1.4.- Efecto del déficit hidrico en la produccién de grano de los genotipos de cebada.

Se ha mencionado con anterioridad, que en la madurez de las plantas se separé la espiga del tallo
principal del resto de espigas de la planta. Se determind el nimero de granos y el peso del grano por
espiga y el peso por grano tanto de la espiga del tallo principal como del resto de las espigas de la
planta, y la suma de ambos permitid la determinacién de los parametros indicados por planta.
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4.1.4.1.- Espiga del tallo principal.

El estrés hidrico redujo, en comparacidn con las plantas de control hidrico, el nimero de granos y
el peso del grano por espiga y el peso por grano en un 20%, 24.4% y 7.1%, respectivamente (Tabla
4.23). El nimero de granos por espiga del tallo principal fue mayor en la linea 8 que en los demas
genotipos estudiados (Tabla 4.23). Ademas, el peso por grano de la linea 89 y el cv. Harrington fue
mayor que el de las lineas 8 y 76 (Tabla 4.23).

Tabla 4.23. Numero de granos (NG, n2 granos-E’l) y peso del grano (PGE, g~E’1) por espiga y peso por grano (PG, mg) de la
espiga del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3);
SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
C S P.os SED HA 76 8 89 P.gs SED P.gs SED
NG 25.42a 20.33b 0.001 1.312 22.67a 19.83a 26.83b 22.17a 0.013 1.856 ns
PGE 1.19 0.90 <.001 0.027 1.10 0.85 1.07 1.15 <.001 0.038 0.005 0.053
PG 47.59a 44.19b 0.025 1.375 48.73a 42.37b 40.67b 51.81a <.001 1.944 ns

ns, sin significacién estadistica.

Figura 4.25. Imagen de las espigas del tallo principal de tres lineas recombinantes con sustitucién de cromosomas, lineas
RCSL 89, 76 y 8, y del cv. Harrington, cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado.

El andlisis de la varianza del peso del grano por espiga alcanzé significacion estadistica para la
interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.23), poniendo de manifiesto que el déficit
hidrico disminuyd, en comparacién con las plantas de control hidrico, el peso del grano por espiga en
el cv. Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (12.7%, 18.8%, 35% y 32.5%) (Fig. 4.26). En
plantas de control hidrico, el peso del grano fue mayor en la linea 89 que en los demds genotipos,
mayor en el cv. Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.26). En plantas de déficit hidrico, el
peso del grano por espiga fue mayor en el cv. Harrington y las lineas 8 y 89 que en la linea 76 (Fig.
4.26).
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Figura 4.26. Peso del grano por espiga (PGE) del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las
lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en
una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa,
Isd.

4.1.4.2.- Espigas por planta.

El estrés hidrico redujo, en comparacion con las plantas de control hidrico, el nimero de granos,
el peso del grano y el peso por grano en un 75%, 77.9% y 11.4%, respectivamente (Tabla 4.24), al
igual que en la espiga del tallo principal. No obstante, conviene resaltar que la reduccién de dichos
parametros fue mds acusada cuando se expresaron por planta que por espiga. El peso del grano por
planta fue mayor en la linea 8 que en la linea 89 y el cv. Harrington, y mayor en la linea 76 que en
Harrington (Tabla 4.24). El peso por grano fue mayor en la linea 89 que en los demas genotipos,
mayor en Harrington y la linea 76 que en la linea 8, y mayor a su vez en el cv. Harrington que en la
linea 76 (Tabla 4.24).

Tabla 4.24. Nimero de granos (NG, n® granos-P'l) y peso del grano (PGP, g-P'l) por planta y peso por grano (PG, mg) de las
espigas en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con
déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Los
efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
C S P.gs SED HA 76 8 89 P.gs SED P.os5 SED
NG 311 78 <.001 20.5 141 220 263 155 0.002 29.0 0.021 41.0
PGP 14.39a 3.18b <.001 0.99 6.64a 9.77bc  10.98b 7.74ac  0.028 1.40 ns
PG 46.91a 41.57b <.001 0.63 46.09a 42.46b 40.03c 48.38d <.001 0.90 ns

ns, sin significacién estadistica.

El andlisis de la varianza del nimero de granos por planta alcanzé significacidon estadistica para la
interaccion genotipo x tratamiento hidrico (Tabla 4.24), mostrando que la sequia condujo a un
descenso del nimero de granos por planta en todos los genotipos de cebada (Fig. 4.27). En plantas
de control hidrico, el nimero de granos por planta aumento en las lineas 8 y 76 en comparacién con
la linea 89 y Harrington, y en la linea 8 tendié a aumentar, sin llegar a alcanzar significacion
estadistica, con respecto a la linea 76 (Fig. 4.27). En plantas de déficit hidrico, el nUmero de granos
no vario significativamente entre los distintos genotipos (Fig. 4.27).
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Figura 4.27. Numero de granos por planta (NG) en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y
89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de
crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.1.4.3.- indice de cosecha (IC).

Este parametro muestra la relacion entre el peso del grano por planta y el peso seco de la planta.
El déficit hidrico condujo, en comparacion con las plantas de control hidrico, a un descenso del indice
de cosecha en un 13.8% (0.311 y 0.268 en plantas de control y déficit hidrico, respectivamente,
P=0.026, Isd 0.037). En la linea 76, el indice de cosecha aumenté en comparacidon con el cv.
Harrington y las lineas 8 y 89 (Fig. 4.28).
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Figura 4.28. indice de cosecha (IC) en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales
representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.1.5.- Efecto del déficit hidrico en el contenido de metabolitos en la madurez de los
genotipos de cebada.

En la madurez de las plantas, se determind el contenido de carbohidratos y proteinas solubles en
las fracciones del tallo principal analizadas durante la post-antesis de las plantas de cebada (hojas,
bandera y penlltima, y ultimo entrenudo del tallo), y el contenido de nitrégeno y carbohidratos en el
grano de la espiga del tallo principal.

119



Resultados Exp. 1
4.1.5.1.- Contenido de carbohidratos y proteinas en el grano de la espiga del tallo principal.

A las caracteristicas nutricionales del grano contribuye no sdlo la riqueza en hidratos de carbono,
que confieren el poder energético de la cebada, sino también su contenido proteico. Por ello, en un
intento de evaluar, de forma aproximada, la calidad nutricional del grano, se determiné el contenido
de carbohidratos en el grano de la espiga del tallo principal, junto al de proteinas de forma indirecta,
a partir del nitrégeno cuantificado por el método Kjeldahl (ver apartado materiales y métodos).

El déficit hidrico incrementd el contenido de sacarosa y carbohidratos solubles en agua en el
grano y no tuvo efecto en el contenido de almiddn, glucosa, fructanos y carbohidratos totales (Tabla
4.25). El contenido de glucosa y sacarosa aumentd en el cv. Harrington y las lineas 76 y 89 en
comparacion con la linea 8, y en la linea 76 y Harrington con respecto a la linea 89 (Tabla 4.25). El
contenido de fructanos fue mayor en la linea 89 y Harrington que en las lineas 8 y 76, y mayor en la
linea 89 que en Harrington (Tabla 4.25). La acumulacion de carbohidratos solubles aumenté en el cv.
Harrington y las lineas 76 y 89 en comparacion con la linea 8, y en Harrington y la linea 89 con
respecto a la linea 76 (Tabla 4.25).

Tabla 4.25. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa, almidén y total de
carbohidratos en el grano de la espiga del tallo principal de las plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de
crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso seco (umol hexosas:g PS’
1), con la excepcion de la sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PS™. Los efectos significativos se muestran en
negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra
carecen de significacion estadistica.

WscC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almiddn CHO Total
Tratamientos
Control 110.9a 49.8 28.59a 2.64 1.33 2511 2622
Sequia 122.9b 55.5 31.49b 3.07 1.39 2438 2561
P o5 0.004 ns 0.005 0.002 ns ns ns
SED 3.520 0.882 0.112
Genotipos
cv. HA 130.8a 58.2a 33.91a 3.22 1.60a 2519 2650
RCSL-76 109.2b 40.5b 32.29a 2.55 1.54a 2471 2580
RCSL-8 94.5¢ 40.4b 25.48b 2.11 0.94b 2447 2541
RCSL-89 133.2a 71.3c 28.48¢c 2.55 1.36¢ 2462 2595
P.os <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 ns ns
SED 4.980 3.990 1.247 0.159 0.074
Interaccion
GXT (P.g5) ns ns ns 0.004 ns ns ns
SED 0.224

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). CHO Total (suma de carbohidratos solubles totales y almidén). ns, sin significacion estadistica.

La interaccién significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.25) mostré que la sequia
aumento el contenido de fructosa del grano de la linea 89 (Fig. 4.29). En plantas de control hidrico, el
contenido de fructosa fue mayor en el cv. Harrington y la linea 89 que en las lineas 8 y 76 (Fig. 4.29).
En plantas de déficit hidrico, la acumulacidn de fructosa fue mayor en la linea 89 que en Harrington y
las otras lineas RCSL, y mayor en el cv. Harrington que en la linea 8 (Fig. 4.29).
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Figura 4.29. Contenido de fructosa (F) en el grano de la espiga del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de
cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C),
cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima
significativa, Isd.

Como era de esperar, el carbohidrato predominante en los granos de cebada fue el almiddn
(Tabla 4.25). En el total de carbohidratos (solubles e insolubles, sin considerar la celulosa y otros
carbohidratos de paredes celulares) valorados en el grano, dicho polisacarido representd en el cv.
Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (95.1%, 96.3%, 95.8% y 94.9%) (Tabla 4.25). La
linea 89 y el cv. Harrington, en comparacién con las lineas 76 y 8, mostraron el mayor contenido de
carbohidratos solubles en el grano y el menor porcentaje de almidén en el total de carbohidratos del
grano (Tabla 4.25). El contenido de carbohidratos solubles en el total de azlucares del grano
representd en el cv. Harrington vy las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (4.9%, 3.7%, 4.2% y 5.1%)
(Tabla 4.25). El aumento de carbohidratos solubles en la linea 89 y Harrington se relacioné con la
acumulaciéon de fructanos, que representaron en el total de carbohidratos del grano en el cv.
Harrington vy las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (2.2%, 1.6%, 1.6% y 2.7%), y de sacarosa, cuya
contribucion al total de carbohidratos del grano en el cv. Harrington y las lineas 8, 76 y 89,
respectivamente (2.56%, 2.01%, 2.5% y 2.20%). El contenido de glucosa y fructosa en el grano fue
notablemente inferior que el de los carbohidratos anteriormente mencionados, si bien el porcentaje
de cada uno de ellos en el total de carbohidratos del grano refleja también cierta variabilidad
genotipica. La contribucion de la glucosa se estimd en el cv. Harrington y las lineas 8, 76 y 89,
respectivamente (0.06%, 0.04%, 0.06% y 0.05%). La fructosa representd, como promedio, en el total
de carbohidratos del grano en el cv. Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (0.12%,
0.08%, 0.1% y 0.1%), ya que la interaccion significativa genotipo x disponibilidad hidrica Unicamente
afecté a la linea 89, indicativa de un mayor contenido de fructosa en condiciones de escasa
disponibilidad hidrica, contribuyendo en mayor medida al promedio de fructosa encontrado en dicho
genotipo (Fig. 4.29).

Tabla 4.26. Contenido de proteina total (Prot) (mg-g ps?) y nitrégeno (N) en el grano de la espiga principal en la madurez
(138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia
disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la
misma letra carecen de significacién estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT

C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.os

Prot 114.0a 136.7b 0.001 5.890 105.0a 126.8b 122.7b 147.0c 0.001 8.330 ns
N 19.99a 23.99b 0.001 1.033 18.42a 22.24b 21.52b 25.78¢ 0.001 1.461 ns

ns, sin significacién estadistica.

121



Resultados Exp. 1

En comparacion con las plantas de control hidrico, el déficit hidrico condujo a un aumento del
contenido de nitrégeno en el grano, que se estimd en un 16.6%, y, por tanto, aumentd también los
niveles de proteinas (Tabla 4.26). El contenido de nitrégeno y proteinas en el grano fue mayor en las
lineas RCSL que en el cv. Harrington, y mayor en la linea 89 que en las otras lineas RCSL (Tabla 4.26).

4.1.5.2.- Contenido de carbohidratos y proteinas en las hojas y en el tltimo entrenudo del tallo.

En la madurez de las plantas, junto a la estimacién del crecimiento, produccién de grano y calidad
nutricional del grano, se ha evaluado también la variabilidad genotipica en el contenido de
carbohidratos y proteinas solubles foliares y del ultimo entrenudo del tallo principal, a fin de poder
valorar potenciales diferencias en la translocacién de las reservas al grano entre los genotipos. Y en el
ultimo entrenudo del tallo se estimé también el contenido de nitrégeno.

En las hojas, el déficit hidrico condujo, en comparacidn con las plantas de control hidrico, a un
aumento del contenido foliar de glucosa y a un descenso del contenido de almidén, estimandose el
porcentaje de aumento y descenso en un 22.2% y 62.1%, respectivamente, y no tuvo efecto en el
contenido de sacarosa y fructosa (Tabla 4.27). El contenido foliar de sacarosa aumenté en el cv.
Harrington en relacién a la linea 89 (Tabla 4.27).

Tabla 4.27. Contenido foliar de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en la
madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico
(sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Datos
expresados en pumoles de hexosas por gramo de peso seco (umol hexosas-g PS'l), con la excepcion de la sacarosa, que se
expresa en umol sacarosa-g PS™. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de tres
repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 65.5 13.6 4.02 21.5 22.4a 7.66a
Sequia 85.4 21.4 3.63 27.8 28.8b 2.90b
P o5 0.007 0.053 ns ns 0.026 <.001
SED 6.460 3.750 2.640 0.964
Genotipos
cv. HA 97.0 27.3 5.18a 30.5 28.8 6.60
RCSL-76 79.0 19.8 3.97ab 24.8 26.5 3.75
RCSL-8 73.6 14.3 3.80ab 25.4 26.3 6.75
RCSL-89 52.1 8.6 2.34b 17.8 20.8 4.02
P.os 0.002 0.017 0.022 ns ns ns
SED 9.140 5.300 0.796
Interaccion
GXT (P.os) 0.007 0.032 ns ns ns ns
SED 12.93 7.500

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

La interaccidn significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.27) mostré que el déficit
hidrico aumentd el contenido foliar de carbohidratos solubles y fructanos en el cv. Harrington (Fig.
4.30). En plantas de control hidrico, los niveles foliares de carbohidratos solubles fueron mayores en
la linea 76 que en la linea 89 (Fig. 4.30a). En plantas de déficit hidrico, la acumulacién de
carbohidratos solubles y fructanos fue mayor en el cv. Harrington que en las lineas RCSL (Fig. 4.30).
En la linea 8, el contenido de carbohidratos solubles mostré un aumento muy préximo a la
significacidn estadistica en comparacion con la linea 89 (Fig. 4.30a).
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Figura 4.30. Contenido foliar de a) carbohidratos solubles totales (WSC) y b) fructanos (Fru) en la madurez (138 d.d.s.) de
plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad
hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la
diferencia minima significativa, Isd.

En el dltimo entrenudo del tallo principal, la sequia redujo, en comparacion con las plantas de
control hidrico, el contenido de almidén en un 28.5% (Tabla 4.28) y no tuvo efecto significativo en el
contenido de glucosa, fructosa, sacarosa, fructanos y carbohidratos solubles en agua totales (Tabla
4.28). El contenido de almidén fue mayor en la linea 8 que en el resto de genotipos de cebada (Tabla
4.28).

Tabla 4.28. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el ultimo
entrenudo del tallo principal en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de
crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso seco (Lmol hexosas:-g PS’
Y, con la excepcién de la sacarosa, que se expresa en pumol sacarosa-g PS™. Los efectos significativos se muestran en
negrita. Los valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra
carecen de significacion estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 171 15.3 13.2 75.0 49.3 2.42a
Sequia 124 12.7 14.1 49.0 36.0 1.73b
P s ns ns ns ns ns 0.007
SED 0.223
Genotipos
cv. HA 188 20.1 20.0 79.0 49.3 1.56a
RCSL-76 146 14.9 14.9 58.0 44.9 2.01a
RCSL-8 164 134 12.2 79.0 49.8 2.71b
RCSL-89 91 7.6 7.4 32.0 26.5 2.02a
P.os ns ns ns ns ns 0.017
SED 0.315
Interaccién
GXT (P.g5) ns ns ns ns ns ns

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

En comparacién con las plantas de control hidrico, el déficit hidrico no tuvo efecto en el contenido
de nitrégeno del ultimo entrenudo del tallo y en el contenido proteico de las hojas de las plantas de
cebada, pero condujo a un descenso de proteinas en el tltimo entrenudo del tallo principal, que se
estimd en un 9.8% (Tabla 4.29). El contenido de proteinas en el Ultimo entrenudo del tallo fue mayor
en la linea 76 y el cv. Harrington que en las lineas 8 y 89 (Tabla 4.29). El contenido de nitrégeno del
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ultimo entrenudo del tallo fue mayor en el cv. Harrington y las otras lineas RCSL que en la linea 89, y
mayor en la linea 76 que en la 8 (Tabla 4.29).

Tabla 4.29. Contenido de proteina soluble (Prot, mg-g PS™) en las hojas, bandera y pentltima, y en el Gltimo entrenudo del
tallo, y contenido de nitrégeno (N, mg-g PS’l) en el ultimo entrenudo del tallo en la madurez (138 d.d.s.) de plantas de
cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C),
cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los
valores son medias de tres repeticiones (n=3); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de
significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT

C S P.gs SED HA 76 8 89 P.gs SED P.os
Hoja-Prot 17.23 15.47 ns 13.72 17.85 16.66 17.16 ns ns
UE -Prot 13.51a 12.19b 0.048 0.616 16.19a 16.94a 9.59b 8.67b <.001 0.871 ns
UE-N 4.76 4.73 ns 5.36ab 6.35a 450b 2.76c <.001 (703 ns

(Hoja) bandera y pendltima, (UE) ultimo entrenudo del tallo. ns, sin significacion estadistica.
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4.2.- EXPERIMENTO 2.

4.2.1.- Efecto del déficit hidrico en el intercambio gaseoso de los genotipos de cebada.

En este experimento se realizaron medidas de intercambio gaseoso con 390 y 2000 pmol-mol™ de
CO, en la medida y 1500 umol-m™s™ de intensidad luminosa, en la pendltima hoja de las plantas de
cebada, en las fases de desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano, grano lechoso
medio y grano lechoso tardio (ver capitulo materiales y métodos), cuyos resultados se describen a
continuacion.

Tabla 4.30. Parametros de intercambio gaseoso medidos con 390 y 2000 umol-mol'1 de CO, y 1500 umol-m'2~s'1 de
intensidad luminosa en el inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y
del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias
de cinco repeticiones (n=5); SED, error estandar de la diferencia.

390 umol-mol'1 de CO, 2000 p.mol-mol'1 de CO,

A g G E A g C; E
Tratamientos
Control 15.69 163.8 217.0 4.680 28.06 135.3 1462.1 4.078
Sequia 10.52 126.7 243.5 3.157 28.13 88.9 1299.5 3.063
Pos <.001 <.001 <.001 <.001 ns <.001 <.001 <.001
SED 0.228 4.660 4.840 0.107 4.040 16.27 0.134
Genotipos
cv. HA 13.06 148.8 230.8 3.979 27.98 109.4 1409.3 3.256
RCSL-76 13.02 154.7 244.3 4.509 26.51 127.0 1431.2 4.041
RCSL-8 13.13 144.1 232.5 3.932 28.28 107.0 1338.3 3.639
RCSL-89 13.20 133.3 213.2 3.254 29.63 105.0 1344.4 3.346
P.os ns 0.012 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 6.600 6.850 0.152 0.571 5.710 23.00 0.190
Interaccion
GXT (P.g5) <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.456 9.330 9.680 0.215 0.807 8.070 32.53 0.268

(A) asimilacién fotosintética del carbono (umol-m'z-s'l), (gs) conductancia de los estomas (mmol-m™s?), (C) concentracién de CO, en los
espacios intercelulares (umol-mol'l) y (E) transpiracién (mmol-m™s™). ns, sin significacion estadistica.

En el inicio del desarrollo del grano, los analisis de la varianza de los pardmetros de intercambio
gaseoso (A, g, E 'y C) medidos con 390 pmol-mol™ de CO, y 1500 umol-m™-s™ de intensidad luminosa
mostraron significacion estadistica para la interaccidn genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.30),
indicativa de que, en comparacién con las plantas control, el déficit hidrico disminuyd en Harrington
y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente, la asimilacién fotosintética del CO, (23.15%, 35.19%, 35.98%
y 36.87%) (Fig. 4.31a), la conductancia de los estomas (13.01%, 19.76%, 13.39% vy 43.36%) (Fig.
4.31b) y la transpiraciéon (24.56%, 28.41%, 44.85% y 28.22%) (Fig. 4.31d) y aumenté la concentracidn
de CO, en los espacios intercelulares, con la excepcién de la linea 89 (9.29%, 15.4%, 20% y sin efecto
en la linea 89) (Fig. 4.31c). En condiciones de control hidrico, no hubo diferencias significativas en la
g y la C; entre los genotipos de cebada (Fig. 4.31bc) y la A fue mayor en las lineas RCSL que en el cv.
Harrington (Fig. 4.31a). La E fue mayor en Harrington y las otras dos lineas RCSL que en la linea 89,
mientras que en la linea 76 aumentd en comparacion con los otros genotipos (Fig. 4.31d). En
condiciones de déficit hidrico, al contrario que en las plantas control, la fotosintesis fue mayor en el
cv. Harrington que en las lineas RCSL (Fig. 4.31a). La g;, la E y la C; aumentaron en los otros genotipos
en comparacion con la linea 89 (Fig. 4.31bcd). Y en la linea 76, la C; fue mayor que en Harrington y las
lineas 8 y 89 (Fig. 4.31c).
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Figura 4.31. a) Asimilacidn fotosintética del carbono (A), b) conductancia de los estomas (g), ¢) concentracion de CO, en
los espacios intercelulares (C;) y d) transpiracion (E) medidos con 390 umol-mol'1 de CO,y 1500 umol-m'z-s'1 de intensidad
luminosa en el inicio del desarrollo del grano de la cebada (70 + 1 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

Con 2000 pmol-mol™ de CO, en la medida y 1500 pmol-m™?s® de intensidad luminosa, las
interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.30) pusieron de manifiesto que
el déficit hidrico no tuvo efecto en la A, la Ey la C; en el cv. Harrington (Fig. 4.32adc), pero disminuyd,
en comparacion con las plantas de control hidrico, la conductancia de los estomas en todos los
genotipos (15.59%, 33.07%, 51.87% y 29.13% en el cv. Harrington y las lineas 8, 76 y 89,
respectivamente) (Fig. 4.32b) y la E 'y C; en las tres lineas recombinantes (23.39% y 14.61%, 15.52% y
16.45%, 47.76% y 10.54% en las lineas 8, 76 y 89, respectivamente) (Fig. 4.32dc). Mientras que el
estrés hidrico aumentd, con respecto a las plantas control, la asimilacidn fotosintética del CO, en las
lineas 8 y 89 (7.16% y 5.41%, respectivamente) y la disminuyé en la linea 76 (12.45%) (Fig. 4.32a). En
plantas de control hidrico, la fotosintesis aumentd en la linea 89 en comparacién con la linea 8 y no
varié significativamente con respecto a la linea 76 y el cv. Harrington (Fig. 4.32a). La gy la C; fueron
mayores en la linea 76 que en Harrington y las lineas 8 y 89 (Fig. 4.32bc). La E aumentd en las lineas
RCSL en comparaciéon con Harrington (Fig. 4.32d). En plantas de déficit hidrico, la fotosintesis de
Harrington y las lineas 8 y 89 aumentd en comparacidn con la linea 76, y la de la linea 89 fue mayor
que la de Harrington (Fig. 4.32a). En el cv. Harrington, la C; fue mayor que en las lineas RCSL (Fig.
4.32c) y la g; mayor que en la linea 76 (Fig. 4.32b). La E aumentd en las otras lineas RCSL y el cv.
Harrington en comparacién con la linea 89 (Fig. 4.32d).
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Figura 4.32. a) Asimilacion fotosintética del carbono (A), b) conductancia de los estomas (g;), €) concentracién de CO, en
los espacios intercelulares (C;) y d) transpiracion (E) medidos con 2000 umol-mol'1 de CO, vy 1500 umol-m'z-s'1 de intensidad
luminosa en el inicio del desarrollo del grano de la cebada (70 + 1 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano lechoso medio, cuando las medidas de intercambio gaseoso se realizaron
con 390 pmol-mol™ de CO, y 1500 pmol-m™s™ de intensidad luminosa, el déficit hidrico condujo, en
comparacién con las plantas control, a un aumento de la concentraciéon de CO, en los espacios
intercelulares y a un descenso de la transpiracion, que fueron estimados en un 11.35% y 15.71%,
respectivamente (Tabla 4.31). La C; fue mayor en las lineas 8 y 89 que en la linea 76, y en la linea 89
mostré un aumento proximo a la significacién con respecto al cv. Harrington (Tabla 4.31). La E
aumenté en la linea 76 en comparacién con Harrington y las otras lineas RCSL, y entre estos
genotipos, fue mayor en el cv. Harrington que en las lineas 8 y 89 (Tabla 4.31).
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Tabla 4.31. Parametros de intercambio gaseoso medidos con 390 y 2000 pmol-mol™ de CO, y 1500 p.mol-m’z-s’1 de
intensidad luminosa en el estadio de grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89,
y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias
de cinco repeticiones (n=5); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion
estadistica.

390 umol-mol™” de CO, 2000 pmol-mol™ de CO,
A 8s Ci E A 8s Ci E

Tratamientos

Control 13.49 150.7 227.4a 3.667a 26.54 119.2 1441.0 3.482
Sequia 10.57 134.6 256.5b 3.091b 24.86 110.0 1445.0 2.733
P o5 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 ns ns <.001
SED 0.177 3.840 6.030 0.099 0.360 0.108
Genotipos

cv. HA 11.86 137.8 239.8ab 3.550a 25.79 127.4 1491.0 2.888
RCSL-76 11.78 132.1 227.0b 3.872b 24.65 129.0 1502.0 3.492
RCSL-8 12.03 146.5 245.7a 3.115¢ 26.63 95.8 1371.0 3.080
RCSL-89 12.36 154.2 255.4a 2.978¢ 25.73 106.2 1408.0 2.970
P.os ns <.001 0.010 <.001 0.002 <.001 <.001 <.001
SED 5.430 8.520 0.140 0.510 6.720 28.60 0.153
Interaccion

GXT (P.g5) <.001 <.001 ns ns 0.013 0.052 <.001 0.002
SED 0.355 7.680 0.721 9.500 40.50 0.216

(A) asimilacién fotosintética del carbono (umol-m2s?), (g,) conductancia de los estomas (mmol-m™>s™), (C) concentracién de CO, en los
espacios intercelulares (umol-mol™) y (E) transpiracion (mmol-m™2s™). ns, sin significacion estadistica.

El andlisis de la varianza de la A y la g, mostro significacion estadistica para la interaccidn genotipo
x disponibilidad hidrica (Tabla 4.31), la cual mostré que el déficit hidrico redujo, con respecto a las
plantas de control hidrico, la fotosintesis en todos los genotipos (11.95%, 22.29%, 19.73% y 31.02%
en el cv. Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente) (Fig. 4.33a) y la conductancia de los
estomas de la linea 89 (Fig. 4.33b). En condiciones de control hidrico, la fotosintesis aumento en las
lineas RCSL en comparacion con el cv. Harrington y en la linea 89 respecto a los demds genotipos de
cebada (Fig. 4.33a). La conductancia de los estomas de las lineas 8 y 89 aumentd en comparacion con
Harrington y la linea 76, y la de la linea 89 fue mayor que la de la 8 (Fig. 4.33b). En plantas de déficit
hidrico, la fotosintesis aumentd en el cv. Harrington comparacién con las lineas 76 y 89 (Fig. 4.33a).
La g no varid significativamente entre los genotipos de cebada (Fig. 4.33b).
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Figura 4.33. a) Asimilacién fotosintética del carbono (A), b) conductancia de los estomas (g;), medidos con 390 umol-mol'l
de CO,y 1500 umol-m'z-s'1 de intensidad luminosa en el estadio de grano lechoso medio de la cebada (80 + 2 d.d.s.). Plantas
de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C),
cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima
significativa, Isd.
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Con 2000 pmol-mol™ de CO, en la medida y 1500 pmol-m?2s™® de intensidad luminosa, las
interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.31) indicaron que el déficit
hidrico disminuyé la asimilacion fotosintética del CO, en la linea 76 (14.10%) (Fig. 4.34a), la
transpiracion en todos los genotipos, con la excepcidn de la linea 8 (17.85%, 7.92% (ns), 33.37% y
23.21%, para el cv. Harrington y las lineas 8, 76 y 89 respectivamente) (Fig. 4.34d) y la conductancia
de los estomas y la concentracion de CO, en los espacios intercelulares en la linea 89 (6.79%) (Fig.
4.34bc), mientras que aumentd la C; en la linea 76 (9.03%) (Fig. 4.34c). En condiciones de control
hidrico, la A no varid significativamente entre los genotipos de cebada (Fig. 4.34a). La C; y la g
aumentaron en el cv. Harrington con respecto a la linea 8 (Fig. 4.34cb), y en la linea 76 aument?, la g,
en comparacion con la linea 8 (Fig. 4.34b). La E fue mayor en la linea 76 que en Harrington y las otras
lineas RCSL (Fig. 4.34d). En condiciones de déficit hidrico, la A fue mayor en las otras lineas RCSL y
Harrington que en la linea 76 (Fig. 4.34a). La g, y la C;aumentaron en la linea 76 y el cv. Harrington en
comparacién con las lineas 8 y 89, y la linea 76 mostré un aumento préoximo a la significacion
estadistica comparada con Harrington (Fig. 4.34bc). La E no varié significativamente entre los
genotipos de cebada (Fig. 4.34d).

P=0.013 =
—— 5002 P P=0.052
30 -
I NES 150
F“lh F‘1V-I7
‘e 201 '
B - 100
g 151 £
2 2
< 10 4 [
50 |
5 4 %
0 i = 0 : i
HA 76 8 89 HA 76 8 89
—Jc
S
P=0.002
.001
1800 4 P<.00 74 4

1600 - i
1400 - % %% %% B :

1200 -

2 1
S
E w
L L

1000 -

800 1

C, (umol - mol‘l)
E(mmol-m™-s™)
w
Il

600 -
400 1

200
0 : —%— 0 : .
HA 76 8 89 HA 76 8 89

Figura 4.34. a) Asimilacion fotosintética del carbono (A), b) conductancia de los estomas (g;), €) concentracién de CO, en
los espacios intercelulares (C;) y d) transpiracion (E) medidos con 2000 p.mol-mol'1 de CO,y 1500 umol-m’z-s’1 de intensidad
luminosa en el estadio de grano lechoso medio de la cebada (80 + 2 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento
con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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Tabla 4.32. Parametros de intercambio gaseoso medidos con 390 y 2000 pmol-mol™ de CO, y 1500 p.mol-m’z-s’1 de
intensidad luminosa en el estadio de grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89,
y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias
de cinco repeticiones (n=5); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion
estadistica.

390 umol-mol™” de CO, 2000 pmol-mol™ de CO,

A 8s Ci E A 8s Ci E
Tratamientos
Control 11.61 130.5 240.4 3.298 23.62a 107.0 1494.2 2.951
Sequia 8.55 98.9 249.2 2.454 21.90b 79.6 1412.6 2.188
P o5 <.001 <.001 ns <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.232 3.46 0.080 0.410 2.110 11.94 0.111
Genotipos
cv. HA 10.39 107.6 253.8 2.758 24.56a 84.7 1378.6 2.549
RCSL-76 11.37 104.8 211.5 3.856 22.67b 100.8 1477.0 3.340
RCSL-8 9.86 120.6 231.9 2.641 24.42a 96.8 1445.1 2.325
RCSL-89 8.69 125.6 281.9 2.250 19.39¢ 90.9 1512.9 2.065
P.os <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.328 4.900 7.130 0.113 0.580 2.990 16.88 0.156
Interaccion
GXT (P.g5) 0.019 0.005 <.001 <.001 ns <.001 <.001 <.001
SED 0.464 6.930 10.08 0.159 4.220 13.87 0.221

(A) asimilacién fotosintética del carbono (umol-m2s?), (g,) conductancia de los estomas (mmol-m™>s™), (C) concentracién de CO, en los
espacios intercelulares (umol-mol™) y (E) transpiracion (mmol-m™s™). ns, sin significacién estadistica.

En el estadio de grano lechoso tardio, los andlisis de la varianza de los parametros de intercambio
gaseoso, cuando las medidas se realizaron a la concentracién de CO, de crecimiento, mostraron
significacién para la interacciéon genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.32), que pusieron de
manifiesto que, con respecto a las plantas control, el déficit hidrico redujo en Harrington y las lineas
8, 76 y 89, respectivamente, la fijacion fotosintética del CO, (24.19%, 30.21%, 29.20% y 20.08%) (Fig.
4.35a), la transpiracién (15.27%, 22.99%, 34.85% y 23.87%) (Fig. 4.35d) y la conductancia de los
estomas, con la excepcidn, de la linea 76 (20.51%, 35.87%, 10.80% ns y 20.51%) (Fig. 4.35b). Mientras
que el estrés hidrico aumentd, la C; en la linea 76 (18.92% en comparacién con las plantas control) y
tendié a aumentarla en el cv. Harrington y a disminuirla en la linea 8 sin llegar a alcanzar significacion
estadistica (Fig. 4.35c). En plantas de control hidrico, en la linea 76 aumentd, en comparacion con los
otros genotipos, la Ay la E (Fig. 4.35ad) y disminuy6 la C;y la g, (Fig. 4.35bc), y en los otros genotipos
aumenté la A (Fig. 4.35a) y la E (Fig. 4.35d) y disminuyd la C; (Fig. 4.35c) con respecto a la linea 89. En
plantas de déficit hidrico, la fotosintesis de la linea 76 aumenté en comparacidn con la de las lineas 8
y 89, y la del cv. Harrington fue mayor que la de la linea 89 (Fig. 4.35a). En las otras lineas RCSL y el
cv. Harrington aumenté la g, con respecto a la linea 8 (Fig. 4.35b). Las lineas 76 y 89 mostraron la
maxima y minima transpiracién de todos los genotipos, respectivamente (Fig. 4.35d). En el cv.
Harrington y la linea 89, la C; fue mayor que en las lineas RCSL 8 y 76 (Fig. 4.35c).
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Figura 4.35. a) Asimilacién fotosintética del carbono (A), b) conductancia de los estomas (g), ¢) concentracion de CO, en
los espacios intercelulares (C;) y d) transpiracion (E) medidos con 390 umol-mol'1 de CO,y 1500 umol-m'z-s'l de intensidad
luminosa en el estadio de grano lechoso tardio de la cebada (91 + 3 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento
con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

Con 2000 pmol-mol™ de CO, en la medida y 1500 umol-m™-s™ de intensidad luminosa, el déficit
hidrico condujo a un descenso de la fotosintesis (Tabla 4.32). En la linea 8 y el cv. Harrington, la
fotosintesis fue mayor que en las lineas 76 y 89, y la de la linea 76 aumentd en comparacion con la de
la linea 89 (Tabla 4.32).

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.32) mostraron que, en
comparacién con las plantas control, el estrés hidrico redujo, en todos los genotipos, la conductancia
de los estomas (22.62%, 30.32%, 14.10% y 34.52% en Harrington y las lineas 8, 76 y 89,
respectivamente) (Fig. 4.36a), la transpiracion, con la excepcién, de la linea 89 (15.59%, 26.97% vy
38.18% en Harrington y las lineas 8 y 76, respectivamente) (Fig. 4.36¢) y la concentracién de CO, en
los espacios intercelulares, exceptuando la linea 76 (4.5%, 6.37% y 10.46% en Harrington y las lineas
8 y 89, respectivamente) (Fig. 4.36b). En condiciones de control hidrico, la g, y la C; aumentaron en
las lineas RCSL en comparacién con el cv. Harrington (Fig. 4.36ab). En la linea 89 disminuyd, con
respecto a Harrington y las otras lineas RCSL, la E y aumentd la C; (Fig. Fig. 4.36¢b). En la linea 76 fue
mayor la E que en los demas genotipos (Fig. 4.36c). En condiciones de déficit hidrico, la C; fue mayor
en las lineas RCSL que en Harrington, y en la linea 76 que en las otras dos RCSL (Fig. 4.36b). Para la E,
el cv. Harrington mostré un aumento proximo a la significacién estadistica con respecto a la linea 89
y la linea 76 un aumento significativo en comparacién con las lineas 8 y 89 (Fig. 4.36c¢). En la linea 76
aumentoé también la gs en comparacion con Harrington y las otras lineas RCSL (Fig. 4.36a).
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Figura 4.36. a) Conductancia de los estomas (g;), b) concentraciéon de CO, en los espacios intercelulares (C) y c)
transpiraciéon (E) medidos con 2000 umol-mol'1 de CO,y 1500 pmol-m'2~s'1 de intensidad luminosa en el estadio de grano
lechoso tardio de la cebada (91 * 3 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit
hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras
verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.2.2.- Efecto del déficit hidrico en el contenido de metabolitos de los genotipos de
cebada.

Como se explica en el apartado de descripcién de los experimentos del capitulo de materiales y
métodos, se recogieron muestras foliares de las hojas bandera y penultima conjuntamente, y del
ultimo y penultimo entrenudos del tallo principal en las fases del desarrollo correspondientes al
inicio del desarrollo del grano, grano lechoso medio y grano lechoso tardio para la determinacién de
metabolitos.

4.2.2.1.- Contenido foliar de carbohidratos.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico aumentd el contenido foliar de
carbohidratos solubles, fructanos y sacarosa (Tabla 4.33). La acumulaciéon de fructanos fue mayor en
la linea 89 que en el resto de genotipos (Tabla 4.33). El contenido de sacarosa aumenté en el cv.
Harrington y la linea 89 con respecto a las lineas 8 y 76 (Tabla 4.33). El contenido de carbohidratos
solubles en agua fue mayor en la linea 89 y el cv. Harrington que en la linea 8, y mayor en la linea 89
que en la linea 76 (Tabla 4.33).

132



Resultados Exp. 2

Tabla 4.33. Contenido foliar de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almiddn en el inicio
del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA)
con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente
controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco (umol hexosas-g PF'l), con la excepcioén de la
sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias
de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion
estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 83.8a 12.3a 34.3a 1.04 1.94 16.49
Sequia 129.6b 24.6b 49.1b 2.92 3.91 11.90
P os <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 0.002
SED 8.120 4.280 2.630 0.237 0.478 1.287
Genotipos
cv. HA 115.0ac 14.5a 48.0a 1.79 2.73 16.19
RCSL-76 97.6ab 16.5a 39.1b 1.14 1.86 12.11
RCSL-8 84.1b 15.8a 32.0b 1.45 2.75 15.68
RCSL-89 130.1c 27.0b 47.6a 3.53 4.36 12.80
P.os 0.003 0.028 <.001 <.001 <.001 ns
SED 11.48 6.250 3.720 0.335 0.338
Interaccion
GXT (P.g5) ns ns ns <.001 <.001 0.005
SED 0.474 0.676 2.574

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

Los analisis de la varianza del contenido de glucosa, fructosa y almidéon mostraron significacion
estadistica para la interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.33), poniendo de manifiesto
que el estrés hidrico aumentd notablemente el contenido foliar de glucosa y fructosa en la linea 89
(Fig. 4.37ba), de fructosa en la linea 76 (Fig. 4.37a) y redujo el contenido foliar de almiddn en la linea
8 y el cv. Harrington (Fig. 4.37c). En condiciones de control hidrico, el contenido de almiddn fue
mayor en la linea 8 y el cv. Harrington que en las lineas 76 y 89 (Fig. 4.37c), y los niveles de glucosa y
fructosa no variaron entre Harrington y las lineas RCSL (Fig. 4.37ab). En condiciones de déficit hidrico,
la acumulacion foliar de glucosa y fructosa fue mayor en la linea 89 que en Harrington y las otras
lineas RCSL (Fig. 4.37ba), y no hubo diferencias significativas entre genotipos en el contenido de
almidon (Fig. 4.37c).
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Figura 4.37. Contenido foliar de a) fructosa (F), b) glucosa (G) y c) almiddn (A) en el inicio del desarrollo del grano (70 £ 1
d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia
disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cadmara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales
representan la diferencia minima significativa, Isd.
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En el estadio de grano lechoso medio, la sequia redujo el contenido foliar de almidén y aumento
el contenido de carbohidratos solubles, como resultado del aumento de glucosa, fructosa y sacarosa,
y no tuvo efecto en el contenido de fructanos (Tabla 4.34). El contenido de carbohidratos solubles y
fructanos aumentd en la linea 89 en comparacion con el cv. Harrington y las otras lineas RCSL (Tabla
4.34), y el contenido de carbohidratos solubles fue también mayor en el cv. Harrington que en la
linea 76. Los niveles de sacarosa aumentaron en la linea 89 y Harrington en comparacién con las
lineas 8 y 76 (Tabla 4.34), y los de almidédn aumentaron en las lineas 8 y 89 con respecto a Harrington
y la linea 76 (Tabla 4.34).

Tabla 4.34. Contenido foliar de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el
estadio de grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington
(cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco (umol hexosas-g PF’l), con la
excepcion de la sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PF. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los
valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de
significacion estadistica.

WscC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 96.5a 19.04 37.07a 1.25a 2.06a 14.74a
Sequia 109.1b 19.30 41.75b 2.80b 3.50b 8.51b
P o5 0.011 ns 0.002 0.009 0.020 <.001
SED 4.600 1.380 0.550 0.580 0.712
Genotipos
cv. HA 104.3a 16.36a 41.56a 2.07 2.80 10.09a
RCSL-76 88.4b 14.79a 35.13b 1.35 1.97 8.42a
RCSL-8 98.6ab 19.98a 37.46b 1.37 2.28 14.01b
RCSL-89 119.9¢ 25.53b 43.50a 3.32 4.08 13.99b
P.os <.001 0.002 <.001 ns ns <.001
SED 6.510 2.645 1.950 1.008
Interaccién
GXT (P.gs) ns ns ns ns ns ns

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico condujo a una mayor acumulacién foliar de
glucosa, fructosa, sacarosa y de carbohidratos solubles en agua y, como ya se observo en la anterior
fase de desarrollo, no tuvo efecto en el contenido de fructanos (Tabla 4.35). Los niveles de
carbohidratos solubles aumentaron en las lineas RCSL en comparacion con el cv. Harrington (Tabla
4.35). El contenido de fructanos aumentd en las lineas RCSL en comparacién con Harrington y en la
linea 8 con respecto a las lineas 76 y 89 (Tabla 4.35). El contenido de sacarosa aumenté en la linea 89
en comparacion con la linea 8 y Harrington (Tabla 4.35).
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Tabla 4.35. Contenido foliar de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el
estadio de grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington
(cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una cdmara de crecimiento con
ambiente controlado. Datos expresados en pumoles de hexosas por gramo de peso fresco (umol hexosas-g PF'l), con la
excepcion de la sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los
valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de
significacidn estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén

Tratamientos

Control 126.4a 39.0 40.70a 2.94a 2.98a 31.16
Sequia 146.7b 37.2 48.98b 5.42b 6.03b 18.55
P s <.001 ns <.001 <.001 <.001 <.001
SED 5.290 1.260 0.560 0.570 1.850
Genotipos

cv. HA 119.3a 26.5a 42.91a 3.29 3.74 20.28
RCSL-76 135.1b 35.8b 45.61ab 3.79 4.30 20.98
RCSL-8 143.5b 49.6¢ 42.33a 4.26 4.96 36.85
RCSL-89 148.1b 40.6b 48.52b 5.39 5.02 21.30
P.os 0.004 <.001 0.008 ns ns <.001
SED 7.480 4,190 1.790 2.610
Interaccion

GXT (P.gs) ns ns ns ns ns 0.001
SED 3.700

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

La interaccion significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.35) mostrd que la limitacién
en la disponibilidad hidrica condujo a un notable descenso del contenido foliar de almiddén en las tres
lineas RCSL y no tuvo efecto significativo en el cv. Harrington (Fig. 4.38). En plantas de control hidrico,
la acumulacién de almiddn fue mayor en la linea 8 que en el cv. Harrington y las demas lineas RCSL
(Fig. 4.38). En plantas de déficit hidrico, el contenido de almidén aumentd en la linea 8 con respecto
alalinea 76 y tendié a aumentar, sin llegar a alcanzar significacién estadistica, en comparacién con la
linea 89 (Fig. 4.38).
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Figura 4.38. Contenido foliar de almidon (A) en el estadio de grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de plantas de cebada de
las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas
en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima
significativa, Isd.
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4.2.2.2.- Contenido de carbohidratos en el dltimo entrenudo del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico incrementd, en comparacién con las plantas
de control hidrico, el contenido de sacarosa en el ultimo entrenudo del tallo principal en un 30.8%,
disminuyé el contenido de fructanos un 17% y no tuvo efecto en los niveles de almidén vy
carbohidratos solubles en agua (Tabla 4.36). El contenido de carbohidratos solubles y fructanos en el
ultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en el cv. Harrington y las otras lineas RCSL, y
mayor en Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Tabla 4.36). La acumulacién de sacarosa fue
mayor en las lineas 76 y 89 que en la linea 8, y mayor en la linea 89 que en el cv. Harrington (Tabla
4.36).

Tabla 4.36. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el ultimo
entrenudo del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8
y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco (pumol
hexosas-g PF’l), con la excepcion de la sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PF. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con
la misma letra carecen de significacion estadistica.

WscC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almiddn
Tratamientos
Control 161.2 102.6a 16.10a 15.52 10.88 7.31
Sequia 166.7 85.2b 23.28b 18.74 16.16 6.10
P s ns 0.006 <.001 0.009 <.001 ns
SED 5.780 1.307 1.141 0.834
Genotipos
cv. HA 134.6a 72.1a 18.85ab 13.36 11.41 5.05
RCSL-76 104.1b 44.1b 20.54ac 10.62 8.34 8.86
RCSL-8 126.6a 69.6a 15.53b 14.13 11.76 6.59
RCSL-89 290.5¢ 189.9¢ 23.83¢ 30.40 22.58 6.32
P.os <.001 <.001 0.002 <.001 <.001 ns
SED 10.31 8.170 1.848 1.614 1.180
Interaccion
GXT (P.gs) ns ns ns <.001 <.001 ns
SED 2.282 1.668

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

El andlisis de la varianza del contenido de fructosa y glucosa alcanzé significacién estadistica para
la interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.36), mostrando que el déficit hidrico
aumento el contenido de fructosa y glucosa en el ultimo entrenudo del tallo de la linea 89 (Fig. 4.39).
En condiciones de control hidrico, la acumulacién de glucosa y fructosa en el ultimo entrenudo del
tallo fue mayor en la linea 89 que en las otras lineas RCSL y Harrington (Fig. 4.39). En condiciones de
déficit hidrico, el contenido de glucosa y fructosa fue mayor en la linea 89 que en los demas
genotipos (Fig. 4.39) y el contenido de glucosa fue también mayor en Harrington y la linea 8 que en la
linea 76 (Fig. 4.39b).

136



Resultados Exp. 2

504 @ P<.001 50 P} P<.001
40 40 A
30

30

20 20

F (umol - g PF‘I)
G (umol - g PFY)

10 10

Cc o
2 s

o0 -

HA 76 8 89

Figura 4.39. Contenido de a) fructosa (F) y b) glucosa (G) en el dltimo entrenudo del tallo principal en el inicio del
desarrollo del grano (70 £ 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con
déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Las
barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano lechoso medio, el déficit hidrico aumentd, en comparacién con las plantas
de control hidrico, el contenido de sacarosa y glucosa en el ultimo entrenudo del tallo en un 16.4% vy
31.9%, respectivamente (Tabla 4.37). El contenido de fructosa, glucosa y sacarosa en el ultimo
entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en el resto de genotipos, y el de sacarosa fue
también mayor en la linea 8 que en la linea 76 (Tabla 4.37).

Tabla 4.37. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el ultimo
entrenudo del tallo principal en el estadio de grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76,
8y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en
una camara de crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en pumoles de hexosas por gramo de peso fresco
(umol hexosas-g PF'I), con la excepcion de la sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PE™. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con
la misma letra carecen de significacion estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidoén

Tratamientos

Control 220.6 167.5 22.08a 4.77 4.12a 4.30
Sequia 206.2 140.3 26.41b 7.03 6.05b 3.14
P os ns 0.033 <.001 ns 0.002 0.002
SED 12.05 0.778 0.546 0.335
Genotipos

cv. HA 196.7 142.4 22.95ab 4.36a 4.06a 2.99
RCSL-76 97.3 49.3 20.77a 3.23a 3.15a 3.29
RCSL-8 187.5 133.4 23.08b 4.03a 3.85a 4.04
RCSL-89 372.2 290.6 30.17¢ 11.99b 9.28b 4.56
P.os <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 0.012
SED 18.69 17.05 1.101 1.695 0.772 0.473
Interaccién

GXT (P.gs) 0.011 0.010 ns ns ns 0.004
SED 26.43 24.11 0.669

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

137



Resultados Exp. 2

La interaccion significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.37) puso de manifiesto que el
déficit hidrico redujo el contenido de carbohidratos solubles y fructanos en el cv. Harrington (Fig.
4.40ab), y de almiddn en las lineas 76 y 89 (Fig. 4.40c). En plantas de control hidrico, el contenido de
carbohidratos solubles, fructanos y almidén en el ultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89
que en el resto de genotipos (Fig. 4.40), y el de carbohidratos solubles y fructanos fue también mayor
en Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.40ab). En plantas de déficit hidrico, el contenido
de carbohidratos solubles y fructanos fue mayor en la linea 89 que en los demds genotipos, y mayor
en el cv. Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.40ab). El contenido de almidén aumentd en
la linea 8 en comparacion con la linea 76 (Fig. 4.40c).

P=0.011 P=0.010 P=0.004

s00 4 2 s00 4 D) g, o

NI

400 1 400

300 -

300 1

200 200 +

WSC (umol hexosas- g PF™)
Fru (umol hexosas- g PF™)
A (pmol - g PF‘l)

100 1 100 4

V
%
o
%
é
%

0- 0

HA 76 8 HA 76 8 89 89

Figura 4.40. Contenido de a) carbohidratos solubles en agua (WSC), b) fructanos (Fru) y c) almiddn (A) en el dltimo
entrenudo del tallo principal en el estadio de grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76,
8y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de
crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico condujo a un aumento del contenido de
sacarosa y glucosa en el Ultimo entrenudo del tallo y a un descenso de los niveles de almiddn,
fructanos y del total de carbohidratos solubles, mientras que no tuvo efecto significativo en el
contenido de fructosa (Tabla 4.38). La disminucidon de los niveles de carbohidratos solubles, en
comparacion con las plantas de control hidrico, se asocid con el notable descenso del contenido de
fructanos, que se estimé en un 46.2% (281.2 y 151.2 umol hexosas-g PF™* en plantas control y sequia,
respectivamente) (Tabla 4.38). El contenido de almiddn en el dltimo entrenudo del tallo fue mayor
en las lineas RCSL que en el cv. Harrington (Tabla 4.38). Los niveles de carbohidratos solubles,
glucosa, fructosa, sacarosa y fructanos en el dltimo entrenudo del tallo aumentaron en la linea 89 en
comparacion con el resto de genotipos, los de carbohidratos solubles y fructanos aumentaron en el
cv. Harrington y la linea 8 con respecto a la linea 76, y los de glucosa y sacarosa aumentaron en la
linea 76 en comparacion con la linea 8 (Tabla 4.38).

138



Resultados Exp. 2

Tabla 4.38. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el ultimo
entrenudo del tallo principal en el estadio de grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76,
8y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en
una camara de crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco
(umol hexosas-g PF™), con la excepcion de la sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con
la misma letra carecen de significacion estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 341.6a 281.2a 24.74a 7.15 3.71a 7.25a
Sequia 221.1b 151.2b 28.87b 6.84 5.28b 5.93b
Pos <.001 <.001 <.001 ns <.001 0.021
SED 15.34 14.33 0.733 0.288 0.536
Genotipos
cv. HA 270.1a 211.9a 25.21ab 3.83a 3.91ab 4.50a
RCSL-76 196.4b 133.1b 27.03a 4.85a 4.41b 6.59b
RCSL-8 252.3a 196.9a 24.28b 3.47a 3.32a 7.95b
RCSL-89 406.5¢ 323.0c 30.71c 15.83b 6.33c 7.31b
P.os <.001 <.001 <.001 <.001 <0.001 <.001
SED 21.70 20.27 1.037 1.601 0.407 0.758
Interaccion
GXT (P.gs) ns ns ns ns ns ns

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

4.2.2.3.- Contenido de carbohidratos en el pentltimo entrenudo del tallo principal.

En el estadio correspondiente al inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico aumentd, en
comparacién con las plantas de control hidrico, el contenido de sacarosa en el penultimo entrenudo
del tallo en un 13.9% y redujo el contenido de almiddn y del total de carbohidratos solubles en agua
en un 75.3% y 25.8%, respectivamente (Tabla 4.39). El contenido de carbohidratos solubles y
sacarosa en el penultimo entrenudo del tallo aumentd en la linea 89 en comparacion con el resto de
genotipos, y el de sacarosa fue mayor en el cv. Harrington y la linea 76 que en la linea 8, y el de
carbohidratos solubles en agua fue mayor en Harrington que en la linea 8 (Tabla 4.39).
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Tabla 4.39. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el penultimo
entrenudo del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8
y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco (pumol
hexosas-g PF?), con la excepcidn de la sacarosa, que se expresa en pumol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con
la misma letra carecen de significacion estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 214.3a 152.8 20.40a 10.54 10.15 5.38a
Sequia 159.1b 90.0 23.72b 11.03 10.64 1.33b
P o5 <.001 <.001 0.028 ns ns 0.012
SED 13.33 12.15 1.423 1.487
Genotipos
cv. HA 160.9a 99.9 22.74a 7.24 8.27 2.35
RCSL-76 149.0ab 88.0 21.42a 10.47 7.71 1.34
RCSL-8 118.7b 68.5 16.02b 9.89 8.29 4.01
RCSL-89 318.2¢ 229.2 28.06¢ 15.55 17.33 5.73
P.os <.001 <.001 <.001 0.011 <.001 ns
SED 18.86 17.18 2.012 2.278 1.275
Interaccion
GXT (P.gs) ns 0.039 ns <.001 <.001 ns
SED 24.29 3.222 1.803

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

El andlisis de la varianza del contenido de fructanos, fructosa y glucosa alcanzé significacion
estadistica para la interacciéon genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.39), indicativa de que el
déficit hidrico redujo el contenido de fructanos en el penultimo entrenudo del tallo en la linea 89y el
cv. Harrington (Fig. 4.41a) y el de glucosa y fructosa en la linea 8, mientras que aumenté el contenido
de glucosa y fructosa en la linea 89 (Fig. 4.41bc). En condiciones de control hidrico, el contenido de
fructanos fue mayor en la linea 89 que en los demas genotipos, y mayor en el cv. Harrington que en
la linea 8 (Fig. 4.41a). En la linea 89 aumentd el contenido de glucosa en comparacién con la linea 76
(Fig. 4.41c). En condiciones de déficit hidrico, el contenido de fructanos, fructosa y glucosa en el
penultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en Harrington y las otras lineas RCSL (Fig.
4.41).
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Figura 4.41. Contenido de a) fructanos (Fru), b) fructosa (F) y c) glucosa (G) en el penultimo entrenudo del tallo principal
en el inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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En el estadio de grano lechoso medio, el déficit hidrico no modificé significativamente los niveles
de glucosa, fructosa y sacarosa en el penultimo entrenudo del tallo de las plantas de cebada (Tabla
4.40). El contenido de glucosa, fructosa y sacarosa en dicha fraccién del tallo aumenté en la linea 89
en comparacion con el resto de genotipos, y el contenido de sacarosa fue también mayor en el cv.
Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Tabla 4.40).

Tabla 4.40. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el penultimo
entrenudo del tallo principal en el estadio de grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76,
8y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en
una camara de crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en umoles de hexosas por gramo de peso fresco
(umol hexosas-g PF™), con la excepcion de la sacarosa, que se expresa en umol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con
la misma letra carecen de significacion estadistica.

WsC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 421.9 373.2 20.59 3.85 3.59 2.07
Sequia 304.7 252.7 21.96 4.56 3.43 1.69
Pos <.001 <.001 ns ns ns ns
SED 17.98 17.51
Genotipos
cv. HA 336.8 289.5 20.49a 3.52a 2.86a 1.89
RCSL-76 202.1 163.6 16.99b 2.54a 2.04a 1.50
RCSL-8 371.7 320.9 21.94a 3.42a 3.51a 1.70
RCSL-89 542.4 478.1 25.67¢ 7.33b 5.62b 241
P.os <.001 <.001 <.001 0.028 0.003 ns
SED 25.43 24.76 0.979 1.585 0.868
Interaccion
GXT (P.gs) 0.004 0.005 ns ns ns 0.012
SED 35.96 35.02 0.474

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.

Los andlisis de la varianza del contenido de carbohidratos solubles, fructanos y almidén mostraron
significacidn estadistica para la interaccidon genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.40), poniendo
de manifiesto que el déficit hidrico redujo el contenido de carbohidratos solubles y fructanos en el
cv. Harrington y las lineas 8 y 76 (Fig. 4.42ab) y el contenido de almiddn en la linea 89 (Fig. 4.42c). En
plantas de control hidrico, el contenido de carbohidratos solubles, fructanos y almidén en el
penultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en los demas genotipos (Fig. 4.42), y el
contenido de carbohidratos solubles y fructanos fue también mayor en Harrington y la linea 8 que en
la linea 76 (Fig. 4.42ab). En plantas de déficit hidrico, el contenido de carbohidratos solubles y
fructanos fue mayor en la linea 89 que en los otros genotipos de cebada, y mayor a su vez en el cv.
Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.42ab), y el contenido de almidén no varié entre las
lineas RCSLy el cv. Harrington (Fig. 4.42c).
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Figura 4.42. Contenido de a) carbohidratos solubles en agua (WSC), b) fructanos (Fru) y c) almidén (A) en el pendltimo
entrenudo del tallo principal en el estadio de grano lechoso medio (80 * 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76,
8y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de
crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico aumentd, en comparacion con las plantas
de control hidrico, el contenido de sacarosa y glucosa en el penultimo entrenudo del tallo de las
plantas de cebada y redujo el contenido de carbohidratos solubles en agua, como consecuencia del
notable descenso del contenido de fructanos, que se estimé en un 49% (Tabla 4.41). Los fructanos
representaron, en Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente, el 88.2%, 89%, 83.2% y 85.6%
del total de carbohidratos solubles en el penultimo entrenudo del tallo (Tabla 4.41). Los niveles de
sacarosa, glucosa y fructosa aumentaron en la linea 89 en comparacion con los demas genotipos. El
contenido de carbohidratos solubles y fructanos aumenté en el resto de genotipos en comparacién
con la linea 76 y el de carbohidratos solubles en agua fue también mayor en la linea 89 que en el cv.
Harrington (Tabla 4.41).

Tabla 4.41. Contenido de carbohidratos solubles totales, fructanos, sacarosa, fructosa, glucosa y almidén en el pendltimo
entrenudo del tallo principal en el estadio de grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76,
8y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en
una cadmara de crecimiento con ambiente controlado. Datos expresados en pmoles de hexosas por gramo de peso fresco
(umol hexosas-g PF?), con la excepcion de la sacarosa, que se expresa en pmol sacarosa-g PF™. Los efectos significativos se
muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con
la misma letra carecen de significacion estadistica.

WscC Fructanos Sacarosa Fructosa Glucosa Almidén
Tratamientos
Control 529.6a 476.3a 22.02a 6.40 2.89a 4.96
Sequia 299.7b 243.1b 23.33b 5.89 4.05b 3.65
P s <.001 <.001 0.049 ns <.001 0.002
SED 17.92 17.68 0.631 0.310 0.301
Genotipos
cv. HA 423.2a 373.4a 21.35a 3.82a 3.28a 3.49
RCSL-76 305.6b 254.2b 22.15a 3.91a 3.13a 3.72
RCSL-8 444.7ac 395.7a 21.22a 3.36a 3.19a 4.95
RCSL-89 485.1c 415.4a 25.99b 13.49b 4.28b 4.52
P.os <.001 <.001 <.001 <.001 0.049 0.007
SED 25.34 25.01 0.892 1.917 0.439 0.425
Interaccion
GXT (P.gs) ns ns ns ns ns <.001
SED 0.602

WSC (carbohidratos solubles en agua, suma de los contenidos de glucosa y fructosa libres y de las hexosas de la sacarosa y de los
fructanos). ns, sin significacion estadistica.
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La interaccion significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.41) mostré que el déficit
hidrico condujo a un descenso del contenido de almidén en el penultimo entrenudo del tallo en las
lineas 76 y 89 (Fig. 4.43). En condiciones de control hidrico, el contenido de almidén de dicha fraccién
del tallo fue mayor en las lineas RCSL que en el cv. Harrington y mayor en la linea 89 que en la linea
76 (Fig. 4.43). En condiciones de déficit hidrico, la acumulacién de almidén fue mayor en la linea 8
que en las otras lineas RCSL, y mayor a su vez en el cv. Harrington que en la linea 76 (Fig. 4.43).
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Figura 4.43. Contenido de almiddn (A) en el pendltimo entrenudo del tallo principal en el estadio de grano lechoso tardio
(91 + 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o
amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales
representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.2.2.4.- Contenido foliar de compuestos nitrogenados.

En todas las fases del desarrollo durante la post-antesis de la cebada, el déficit hidrico condujo, en
comparacién con las plantas de control hidrico, a un aumento del contenido foliar de proteinas
solubles, que fue mds acusado en el inicio del desarrollo del grano que en los estadios de grano
lechoso medio y lechoso tardio (26.7%, 12.5% y 10.3% para cada uno de ellos, respectivamente)
(Tabla 4.42). La escasez en la disponibilidad hidrica no tuvo efecto en el contenido de clorofilas en las
fases de desarrollo investigadas (Tabla 4.42), con la excepcién del estadio de grano lechoso medio en
la que redujo el contenido de clorofilas en la linea 76 (Tabla 4.42, Fig. 4.44).

En el inicio del desarrollo del grano, el contenido de clorofilas aumenté en la linea 76 en
comparaciéon con los demas genotipos. El contenido de proteinas aumento en las lineas 76 y 89 en
comparacién con la linea 8 y Harrington, aunque el aumento en la linea 89 no fue significativo (Tabla
4.42).
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Tabla 4.42. Contenido foliar de clorofila total (Chl, mg-g PF") y proteina soluble (Prot, mg-g PF) en los estadios de
desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.), grano lechoso medio (80 % 2 d.d.s.) y grano
lechoso tardio (91 * 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit
hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Los
efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
d.d.s. C S Pos SED HA 76 8 89 P.,s SED P.,5 SED
70+1 Chl 3.18 3.47 ns 3.27a 3.86b  3.09a 3.07a 0.010 0.242 ns

Prot 31.90a 43.50b <.001 2.710 33.60a 44.90b 34.70a 37.70ab 0.030 3.830 ns

30+2 Chl 3.03 2.90 ns 2.94 3.30 2.67 2.95 <.001 0.093 0.016 0.13
"~ Prot 22.96a 26.24b <.001 0.874 23.70ac 28.43b 24.57a 21.71c <.001 1.236 ns
Chl 2.62 2.64 ns 2.84a 293a 2.22b 2.53¢ <.001 0.120 ns
91+3
Prot 19.33a 21.56b 0.001 0.620 24.03a 21.71b 15.95c 20.10b <.001 0.877 ns

d.d.s. dias después de siembra. ns, sin significacion estadistica.

En el estadio de grano lechoso medio, el contenido de proteinas fue mayor en la linea 76 que en
Harrington vy las otras lineas RCSL, y mayor en la linea 8 que en la 89 (Tabla 4.42). El andlisis de la
varianza del contenido de clorofilas mostré significacién estadistica para la interaccién genotipo x
disponibilidad hidrica (Tabla 4.42), poniendo de manifiesto, como se ha indicado con anterioridad,
que la escasez en la disponibilidad hidrica redujo el contenido de clorofilas en la linea 76 (Fig. 4.44).
En plantas de control hidrico, el contenido de clorofila fue mayor en la linea 76 que en el resto de
genotipos, y mayor en el cv. Harrington y la linea 89 que en la linea 8 (Fig. 4.44). En plantas de déficit
hidrico, los niveles de clorofila aumentaron en la linea 76 en comparacion con la linea 8 y tendio a
aumentar, sin llegar a alcanzar significacion estadistica, con respecto a la linea 89 (Fig. 4.44).
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Figura 4.44. Contenido de clorofila total (Chl) en el estadio de grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s) de plantas de cebada de
las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas
en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima
significativa, Isd.

En el estadio de grano lechoso tardio, el contenido de clorofilas aumenté en el cv. Harrington y la
linea 76 en comparacién con las otras lineas RCSL y en la linea 89 en comparacién con la linea 8
(Tabla 4.42). El contenido de proteinas solubles fue mayor en el cv. Harrington que en las lineas RCSL,
y mayor a su vez en las lineas 76 y 89 que en la linea 8 (Tabla 4.42).
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4.2.2.5.- Contenido de proteinas en el tltimo entrenudo del tallo principal.

En todas las fases del desarrollo durante la post-antesis de la cebada, el déficit hidrico indujo la
acumulacion de proteinas en el ultimo entrenudo del tallo principal (Tabla 4.43). En el inicio del
desarrollo del grano, el contenido de proteinas aumenté en el resto de genotipos con respecto a la
linea 8 y en la linea 76 y Harrington en comparacién con la linea 89 (Tabla 4.43). En el estadio de
grano lechoso tardio, el nivel de proteinas en el Ultimo entrenudo del tallo fue mayor en Harrington y
la linea 76 que en las otras lineas RCSL, y mayor a su vez en la linea 76 que en el cv. Harrington (Tabla
4.43).

Tabla 4.43. Contenido de proteina soluble (Prot, mg-g PF") en el Ultimo entrenudo del tallo principal en los estadios de
desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano (70 £ 1 d.d.s.), grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) y grano
lechoso tardio (91 * 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA), con déficit
hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los
efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estdndar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
d.d.s. C S P.gs SED HA 76 8 89 P.gs SED P.gs SED
701 9.60a 12.30b <.001 0.59 13.42a 14.03a 7.24b 9.09c <.001 0.84 ns
80+2 6.62 10.25 <.001 0.23 7.98 8.78 8.05 893 0.013 033 0.036 0.47
91+3 8.59a 12.25b <.001 0.25 11.70a 12.47b 8.63c 8.88c <.001 0.36 ns

d.d.s. dias después de siembra. ns, sin significacion estadistica.

En el estadio de grano lechoso medio, la interaccidn significativa genotipo x disponibilidad hidrica
(Tabla 4.43) mostré que la sequia condujo a una mayor acumulacidon de proteinas en el Ultimo
entrenudo del tallo en todos los genotipos de cebada (Fig. 4.45). En plantas de control hidrico, el
contenido de proteinas fue mayor en la linea 76 que en la linea 8 y el cv. Harrington, y fue similar al
de la linea 89 (Fig. 4.45). En plantas de déficit hidrico, el contenido de proteinas aumenté en la linea
89 en comparacion con las otras lineas RCSL y Harrington (Fig. 4.45).
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Figura 4.45. Contenido de proteina soluble (Prot) en el dltimo entrenudo del tallo en el estadio de grano lechoso medio
(80 £ 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o
amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales
representan la diferencia minima significativa, Isd.
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4.2.2.6.- Contenido de proteinas en el pentltimo entrenudo del tallo principal.

Los niveles de proteinas fueron menores con independencia de la disponibilidad hidrica en el
penultimo que en el Ultimo entrenudo del tallo durante la post-antesis de la cebada (Tabla 4.44 vs
Tabla 4.43).

Tabla 4.44. Contenido de proteina soluble (Prot, mg-g PFY) enel penultimo entrenudo del tallo principal en los estadios de
desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.), grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) y grano
lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA), con déficit
hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los
efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
d.d.s. C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.gs SED
701 5.47 7.29 <.001 0.235 5.92 6.95 5.72 6.93 <.001 0.332 0.021 0.470
80+2 5.53a 6.75b <.001 0.245 5.78ac  7.08b 6.24c 5.45a <.001 0.347 ns
91+3 454a 6.70b <.001 0.213 4.81a 493a 5.79b 6.96c <.001 0.301 ns

d.d.s. dias después de siembra. ns, sin significacion estadistica.

En el inicio del desarrollo del grano, la interaccion significativa genotipo x disponibilidad hidrica
(Tabla 4.44) mostré que el déficit hidrico aumentd el contenido de proteinas en el penultimo
entrenudo del tallo en las lineas RCSL y no tuvo efecto significativo en el cv. Harrington (Fig. 4.46). En
condiciones de control hidrico, el nivel de proteinas fue mayor en la linea 89 que en la linea 8 (Fig.
4.46). En condiciones de déficit hidrico, el contenido de proteinas aumento en las lineas 76 y 89 en
comparacion con el cv. Harrington y la linea 8 (Fig. 4.46)
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Figura 4.46. Contenido de proteina soluble (Prot) en el penultimo entrenudo del tallo en el inicio del desarrollo del grano
(70 £ 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o
amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales
representan la diferencia minima significativa, Isd.

El déficit hidrico aumentd, en comparacion con las plantas de control hidrico, el contenido de
proteinas en el penultimo entrenudo del tallo principal en los estadios de grano lechoso medio y
lechoso tardio en un 18.07% y 32.24%, respectivamente (Tabla 4.44). En el estadio de grano lechoso
medio, el contenido de proteinas aumento en la linea 76 en comparacion con los demas genotipos y
en la linea 8 con respecto a la linea 89 (Tabla 4.44). En el estadio de grano lechoso tardio, la
acumulacién de proteinas en el penultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en
Harrington y las otras lineas RCSL, y mayor en la linea 8 que en el cv. Harrington y la linea 76 (Tabla
4.44),
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4.2.3.- Efecto del déficit hidrico en la actividad nitrato reductasa foliar de los genotipos de
cebada.

En el inicio del desarrollo del grano, el andlisis de la varianza de la actividad nitrato reductasa (NR)
maxima y selectiva y del estado de activaciéon del enzima alcanzd significacidén estadistica para la
interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.45).

Tabla 4.45. Actividad (umol NO,-g PF-h) y estado de activacion (%) de la nitrato reductasa en las hojas bandera y
penultima de la cebada en los estadios de desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.), grano
lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) y grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.). Plantas de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones
(n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
d.d.s C S Pos SED HA 76 8 89 P.,5 SED P.,s SED
NRM 10.32  17.73 <.001 1.095 15.03 13.03 15.64 12.40 ns 0.008 2.789
701 NRs 7.90 14.75 <.001 0.881 12.63 9.76 13.09 9.82 0.020 1.255 0.013 1.775
% 77.9 83.5 ns 83.8 74.2 83.8 80.9 ns 0.028 6.850

NRM 11.23a 18.04b <.001 0.769 16.96a 17.82a 14.44b 9.31c <.001 1.088 ns

80t2 NRs 8.43 15.20 <.001 0.669 1335 1421 11.80 7.89 <.001 0.946 0.001 1.338
% 76.6 84.1 0.041 3.44 78.7 77.6 82.4 82.5 ns 0.016 6.870

NRM 10.55a 14.86b <.001 0.917 8.62a 17.65b 15.02b 9.52a <.001 1.296 ns
91+3 NRS 9.16a 13.35b <.001 0.845 6.7l1a 15.76b 13.86b 8.68a <.001 1.195 ns
% 85.9 88.5 ns 76.5a 89.5b 92.1b 90.6b 0.004 4.240 ns

(NRM) nitrato reductasa maxima (actividad NR en ausencia de magnesio), (NRS) nitrato reductasa selectiva (actividad NR en presencia de
magnesio). d.d.s. dias después de siembra. ns, sin significacion estadistica.

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.45) mostraron que el
déficit hidrico aumentd la actividad NR maxima y selectiva en el cv. Harrington y las lineas 76 y 89 y
no tuvo efecto significativo en la linea 8 (Fig. 4.47ab), y aumento también el estado de activacion del
enzima en la linea 76 (Fig. 4.47c). En plantas de control hidrico, la actividad NR mdaxima aumenté en
la linea 8 en comparacién con Harrington y la linea 89 y tendié a aumentar, sin llegar a alcanzar
significacién estadistica, con respecto a la linea 76 (Fig. 4.47a). La actividad nitrato reductasa
selectiva fue mayor en la linea 8 que en los demas genotipos (Fig. 4.47b). El estado de activacion de
la NR fue mayor en Harrington y las lineas 8 y 89 que en la linea 76 (Fig. 4.47c). En plantas de déficit
hidrico, la actividad NR maxima y selectiva aumenté en el cv. Harrington en comparacion con las tres
lineas RCSL (Fig. 4.47ab) y el estado de activacidon del enzima no varié significativamente entre
genotipos (Fig. 4.47c).
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Figura 4.47. a) Actividad nitrato reductasa maxima (NRM), b) actividad nitrato reductasa selectiva (NRS) y c) estado de
activacion de la NR (activacién) al inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8
y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de
crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano lechoso medio, el déficit hidrico indujo, en comparacidn con las plantas de
control hidrico, un aumento de la actividad NR maxima (Tabla 4.45). La actividad NRM fue mayor en
Harrington y las otras lineas RCSL que en la linea 89, y mayor en la linea 76 y el cv. Harrington que en
la linea 8 (Tabla 4.45).

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.45) mostraron que la
sequia condujo a un aumento significativo de la actividad NR selectiva en el cv. Harrington y las lineas
76 y 89 (Fig. 4.48a) y del estado de activacién de la NR Unicamente en la linea 76 (Fig. 4.48b). En
condiciones de control hidrico, la actividad NR selectiva de Harrington y las demas lineas RCSL
aumenté en comparacién con la linea 89 (Fig. 4.48a). El estado de activacién de la NR aumentd en la
linea 8 en comparacion con la linea 76 y tendié a aumentar, sin llegar a alcanzar significacion
estadistica, con respecto la linea 89 y el cv. Harrington (Fig. 4.48b). En condiciones de déficit hidrico,
la actividad NR selectiva fue mayor en la linea 76 y Harrington que en la linea 8 y 89 (Fig. 4.48a),
mientras que el estado de activacidn no vario significativamente entre los genotipos (Fig. 4.48b).
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Figura 4.48. a) Actividad nitrato reductasa selectiva (NRS) y b) estado de activacion de la NR (activacion) en el estadio de
grano lechoso medio (80 % 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con
déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Las
barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico indujo un aumento de la actividad NR
maxima y selectiva y no tuvo efecto en el estado de activacién del enzima (Tabla 4.45). La actividad
NR maxima y selectiva fue mayor en las lineas 8 y 76 que en la linea 89 y el cv. Harrington, (Tabla
4.45). El estado de activacidon de la NR aumenté en las lineas RCSL en comparacidon con el cv.
Harrington (Tabla 4.45).

4.2.4.- Efecto del déficit hidrico en el perfil de expresion de genes del metabolismo del
carbono y del nitrégeno en los genotipos de cebada.

En los estadios de desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano y grano lechoso
tardio, se ha evaluado el nivel de expresidn de algunos genes que codifican proteinas involucradas en
el metabolismo del carbono y nitrégeno. Entre ellos, algunos relacionados con la biosintesis y
degradacion de fructanos, tales como la sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST), la
sacarosa:fructano 6-fructosiltransferasa (6-SFT), la fructano:fructano 1-fructosiltransferasa (1-FFT) y
la fructano 1-exohidrolasa (1-FEH), junto a una invertasa de pared celular (CWINV2) y la nitrato
reductasa (NR), enzima clave en la regulaciéon de la asimilacion del nitrégeno en plantas.

4.2.4.1.- Nivel de expresion de genes del metabolismo del Cy N en las hojas.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico aumentd los niveles de transcritos del gen
que codifica la 1-FEH en las hojas y no tuvo efecto en la expresién del gen que codifica la CWINV2
(Tabla 4.46). Los niveles de transcritos de dichos genes no variaron significativamente entre los
genotipos de cebada (Tabla 4.46).

En relacion con la expresidon génica de proteinas involucradas en la biosintesis de fructanos, la
interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.46) mostré que el déficit hidrico condujo a un
descenso de transcritos del gen que codifica la 1-SST en las hojas de las lineas 76 y 8, y del gen que
codifica la 6-SFT en el cv. Harrington y las lineas 8 y 76, junto a un aumento de los niveles de
transcritos del gen que codifica la 1-FFT en la linea 89 (Tabla 4.46). En plantas de control hidrico, la
expresion del gen que codifica la 1-SST fue mayor en las otras lineas RCSL que en la linea 89, y la del
gen que codifica la 1-FFT aumentd en los otros genotipos en comparacion con la linea 89 (Tabla
4.46). La expresion de la 6-SST no varid entre los genotipos (Tabla 4.46). En plantas de déficit hidrico,
la expresidn génica de la 1-SST aumentod en el resto de genotipos en comparacion con la linea 8, la de
la 6-SFT aumentd en la linea 89 en comparacion con el cv. Harrington y la linea 8, y la de la 1-FFT no
mostré diferencias entre los genotipos (Tabla 4.46).

Con respecto a la expresidn génica de la nitrato reductasa, la interaccion significativa genotipo x
disponibilidad hidrica (Tabla 4.46) puso de manifiesto que el déficit hidrico indujo, con respecto a las
plantas control, un incremento de transcritos de la NR en el cv. Harrington y la linea 76 (Tabla 4.46).
En condiciones de control hidrico, los niveles de transcritos del gen que codifica la NR aumentaron en
las lineas 8 y 89 en comparacidn con Harrington y la linea 76 (Tabla 4.46). En condiciones de déficit
hidrico, la expresion de la NR no varié significativamente entre los genotipos (Tabla 4.46).
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Tabla 4.46. Nivel de expresion de los genes del metabolismo del carbono y del nitrégeno en la hoja de plantas de cebada
de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cv. Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C) en los
estadios correspondientes al inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.) y grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.). Plantas
cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Los resultados se muestran en escala log, en un heat
map. Los genes que no cambian mds que el valor umbral establecido aparecen en blanco y los genes que aumentan y
disminuyen varian en la intensidad de color azul y rojo, respectivamente. 2 0 2

Interaccion GxT
Tratamientos Genotipos HA 76 8 89
Genes C S HAI 76| 8| 89| C S C S C S C S
CWINV2 (AJ534444) | 0.00 0.310.00 0.16 0.25 0.59|0.00 0.16 0.29 0.31 033 044 039 1.07
abc c a bc ab ¢ abc
1-SST (AJ567377) 0.00 -0.82(0.00 0.38 -0.08 -0.12|0.00 -0.43 0.72 -0.33 0.58 -0.56 -0.07
a a a ab ab
v
el
o | 6-SFT (X83233) 0.00 0.00 0.53 -0.05 -0.11|0.00 1.15 0.32 -0.84 -1.02
',,'_: a ab a ab a a b a
o
~
1-FFT (JQ411253) 0.00 -0.27|0.00 0.23 0.47 0.00|0.00 -0.30 0.47 -0.24 0.69 0.01 -0.72 0.49
a b
1-FEH (AJ605333) 0.00 0.48 | 0.00 -0.41 0.24 -0.11|0.00 0.16 -0.73 0.21 0.34 042 -034 0.41
b a b a a a a a
NR (X57845) 0.00 0.09/0.00 0.11 058 0.55|0.00 0.73 0.19 093 130 0.77 1.02 0.98
a b b b
CWINV2 (AJ534444) | 0.00 -0.03(0.00 040 0.81 0.61|000 0.07 0.50 0.39 0.77 094 0.68 0.63
a ab b ab
1-SST (AJ567377) 0.00 -0.38(0.00 0.29| 1.71 0.59|0.00 0.03 0.21 0.57 1.64 090 0.49
a b
v
e}
S | 6-SFT (X83233) 0.00 | -0.97|0.00 -0.09 0.77 0.15|0.00 [-1.07 0.06 0.30 0.38 0.42 [-1.00
a
-
(<)}
1-FFT (JQ411253) 0.00 -0.17(0.00 0.30 1.11 -0.06|0.00 0.01 0.40 0.0 122 1.20 0.12 -0.04
a b a b ab a
1-FEH (AJ605333) 0.00 0.25|0.00 0.49 0.16 -0.01|0.00 0.27 0.48 0.87 0.17 0.52 0.14 0.20
abc ab cd a abc a bcd d
NR (X57845) 0.00 0.38|0.00 -0.01 0.24 -0.66|0.00 0.22 -0.54 0.75 0.06 0.66 -0.31 -0.76

(CWINV2) invertasa de pared celular, (1-SST) sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa, (6-SFT) sacarosa:fructano 6-fructosiltransferasa, (1-
FFT) fructano:fructano 1-fructosiltransferasa, (1-FEH) fructano 1-exohidrolasa y (NR) nitrato reductasa. d.d.s. dias después de la siembra.
Valores con la misma letra y/o sin ella carecen significacién estadistica.
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En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico condujo a un descenso de transcritos del
gen que codifica la 6-SFT y a un aumento de aquellos que codifican la 1-FEH, mientras que no tuvo
efecto en la expresion de la 1-SST, 1-FFT y CWINV2 (Tabla 4.46). La acumulacién de transcritos del
gen que codifica la invertasa de pared celular fue mayor en las lineas RCSL que en el cv. Harrington
(Tabla 4.46). Los niveles de transcritos del gen que codifica la 1-SST aumentaron en la linea 8 en
comparacién con el cv. Harrington (Tabla 4.46), y los del gen que codifica la 1-FEH fueron mayores en
la linea 76 que en Harrington y la linea 89 (Tabla 4.46).

La interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.46) mostré que el déficit hidrico indujo la
acumulacién de transcritos del gen que codifica la NR en las hojas de la linea 76 (Tabla 4.46). En
condiciones de control hidrico, la expresion génica de la NR no mostré diferencias significativas entre
los genotipos de cebada. En condiciones de déficit hidrico, la acumulacién de transcritos del gen que
codifica la NR aumentd notablemente en las otras lineas RCSL y el cv. Harrington en comparacion con
la linea 89 (Tabla 4.46).

4.2.4.2.- Nivel de expresion de genes del metabolismo del Cy N en el tltimo entrenudo del tallo.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico condujo a un aumento de los niveles de
transcritos del gen que codifica la 1-FEH y a un descenso de transcritos del gen que codifica la 6-SFT
en el dltimo entrenudo del tallo, y no tuvo efecto en la expresién de la 1-SST (Tabla 4.47). La
expresion génica de la 1-SST, 6-SFT y 1-FEH aumentd en las otras lineas RCSL y el cv. Harrington en
comparacién con la linea 8 (Tabla 4.47).

Los analisis de la varianza de los niveles de expresién génica de la 1FFT y CWINV2 mostraron
significacidon estadistica para la interaccidon genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.47), indicativa
de que el déficit hidrico indujo, en el ultimo entrenudo del tallo, la acumulacién de transcritos del
gen que codifica la 1-FFT en la linea 89 y la del gen que codifica la CWINV2 en las lineas 8 y 76 (Tabla
4.47). En condiciones de control hidrico, la expresion del gen que codifica la 1-FFT fue mayor en la
linea 76 y Harrington que en la linea 8 (Tabla 4.47). La expresion génica de la invertasa de pared
celular aumenté en la linea 89 en comparacién con los otros genotipos y en el cv. Harrington y la
linea 76 con respecto a la linea 8 (Tabla 4.47). En plantas de déficit hidrico, los niveles de transcritos
del gen que codifica la 1-FFT aumentaron en los otros genotipos en comparacion con la linea 8, y los
del gen que codifica la CWINV2 fueron mayores en la linea 89 que en el cv. Harrington y la linea 8
(Tabla 4.47).

En relacién con la expresion de la nitrato reductasa, la interaccién significativa genotipo x
disponibilidad hidrica (Tabla 4.47) mostré que la sequia indujo la expresion génica de la NR en el
ultimo entrenudo del tallo en el cv. Harrington y las lineas 76 y 8, y no tuvo efecto significativo en la
expresion de la NR en la linea 89 (Tabla 4.47). En plantas de control hidrico, la acumulacion de
transcritos de la NR aumentod en la linea 89 en comparacion con el resto de genotipos y en las lineas
76 y 8 en comparacién con el cv. Harrington (Tabla 4.47). En plantas de déficit hidrico, el nivel de
expresion de la NR no vario significativamente entre los genotipos de cebada (Tabla 4.47).
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Tabla 4.47. Nivel de expresion de los genes del metabolismo del carbono y del nitrégeno en el Gltimo entrenudo del tallo
de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cv. Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad
hidrica (C) en los estadios correspondientes al inicio del desarrollo del grano (70 = 1 d.d.s.) y grano lechoso tardio (91 + 3
d.d.s.). Plantas cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Los resultados se muestran en escala
log, en un heat map. Los genes que no cambian mas que el valor umbral establecido aparecen en blanco y los genes que
aumentan y disminuyen varian en la intensidad de color azul y rojo, respectivamente.

-2 0 2
i . |
Interaccion GxT
Tratamientos Genotipos HA 76 8 89
Genes C S HA‘ 76‘ 8‘ 89| C S C S C S C
cd bcd d abc cd ab
CWINV2 (AJ534444) | 0.00 0.51|0.00 -0.06 -0.63 1.05|0.00 0.14 -0.42 0.54 0.03 0.86
a a a
1-SST (AJ567377) 0.00 -0.14(0.00 0.16 0.62 | 0.00 [-0.73 -0.18
a b a a a
“
T
o | 6-SFT (X83233) 0.00 -0.51/0.00 0.04 0.46 | 0.00 [-0.75 0.14
b ab ab ab
o
~
1-FFT (JQ411253) 0.00 -0.11(0.00 -0.04 -0.63 | 0.00 -0.39 -0.05
a b a a b a
1-FEH (AJ605333) 0.00 0.37|0.00 -0.36 -0.69 -0.03|0.00 0.00 -0.64
c b
NR (X57845) 0.00 0.00 0.67 0.03 0.83|0.00 0.85
a b b b
CWINV2 (AJ534444) | 0.00 -0.06|0.00 0.48 0.52 0.59|0.00 -0.27 0.52 0.21 0.38 0.44 0.29 0.66
ab a ab
1-SST (AJ567377) 0.00  -0.63 | 0.00 0.64 -0.05]|0.00 0.55 0.00 -0.25 -0.58
a b
’
e}
< | 6-SFT (X83233) 0.00 -0.51|0.00 -0.07 0.11 -0.38|0.00 -0.29 -0.15 -0.43 -0.65 0.91
:: a a b a
-
(<)}
1-FFT (JQ411253) 0.00 -0.35(/0.00 -0.39 0.43 -0.55|0.00 -0.80 -0.61 -0.80 0.16 0.04
a b a b b a
1-FEH (AJ605333) 0.00 0.40(0.00 0.53 0.36 -0.33|0.00 0.21 0.24 0.82 0.16 0.79 -0.36 -0.07
a b
NR (X57845) 0.00 1.24(0.00 0.06 0.32 -0.28|0.00 0.38 0.67 0.47 1.10

(CWINV2) invertasa de pared celular, (1-SST) sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa, (6-SFT) sacarosa:fructano 6-fructosiltransferasa, (1-
FFT) fructano:fructano 1-fructosiltransferasa, (1-FEH) fructano 1-exohidrolasa y (NR) nitrato reductasa. d.d.s. dias después de la siembra.

Valores con la misma letra y/o sin ella carecen significacion estadistica.
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En el estadio de grano lechoso tardio, al igual que en el anterior estadio de desarrollo, el déficit
hidrico indujo la expresion génica de la 1-FEH y redujo la expresidon de la 6-SFT en el ultimo
entrenudo del tallo (Tabla 4.47), aunque no tuvo efecto en la expresion génica de la CWINV2 (Tabla
4.47). Entre genotipos, los niveles de transcritos del gen que codifica la 1-FFT aumentaron en la linea
8 en comparacién con las otras lineas RCSL y Harrington, y los del gen que codifica la 1-SST
aumentaron en la linea 8 con respecto a la linea 76. La expresion génica de la 1-FEH fue mayor en las
lineas 8 y 76 que en la linea 89 y el cv. Harrington, y la expresién de la invertasa de pared celular
aumenté en las lineas RCSL en comparacion con el cv. Harrington (Tabla 4.47).

En esta fase del desarrollo, la sequia condujo a un aumento de transcritos del gen que codifica la
NR en el dltimo entrenudo del tallo (Tabla 4.47). Los niveles de transcritos de dicho gen no variaron
significativamente entre los genotipos de cebada (Tabla 4.47).

4.2.5.- Efecto del déficit hidrico en el crecimiento de los genotipos de cebada.

En el presente apartado se describen los resultados de la evaluacidon del crecimiento de las
plantas de cebada, para cada uno de los niveles de disponibilidad hidrica estudiados y genotipos, en
las fases del desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.), grano
lechoso medio (80 * 2 d.d.s.), grano lechoso tardio (91 = 3 d.d.s.) y en la madurez (161 + 1 d.d.s.) (ver
apartado, descripcidn de los experimentos).

4.2.5.1.- Parametros de crecimiento de las plantas de cebada en la fase reproductiva.

Para la estimacion del crecimiento, se recogié una planta para cada nivel hidrico estudiado,
genotipo y repeticion en las mismas fases del desarrollo que para la determinacion de metabolitos,
se separo el tallo principal del resto de la planta y se fracciond en espiga, hojas bandera y penultima
agrupadas conjuntamente (ya que constituyen la muestra foliar recogida con nitrégeno liquido para
el analisis de metabolitos foliares), resto de hojas, ultimo y penultimo entrenudos del tallo y resto del
tallo, determinandose el peso fresco y seco y la superficie verde de cada una de las partes y del total
del tallo principal.

4.2.5.1.1.- Contenido hidrico relativo de las hojas.

En el inicio del desarrollo del grano, la escasez de agua no tuvo efecto en el contenido hidrico
relativo de las hojas, bandera y penultima, de los genotipos de cebada (Tabla 4.48). En el estadio de
grano lechoso medio, el déficit hidrico redujo, en comparacién con las plantas control, el contenido
hidrico relativo de las hojas en un 3.82% (Tabla 4.48).
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Tabla 4.48. Contenido hidrico relativo (%) de las hojas en los estadios de desarrollo correspondientes al inicio del
desarrollo del grano (70 £ 1 d.d.s.), grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) y grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de plantas de
cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C),
cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los
valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de
significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
d.d.s. C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.os5 SED
701 90.85 88.96 ns 90.86 89.92 88.24 90.61 ns ns
80%2 86.45a 83.14b 0.016 1.284 85.15 81.89 85.61 86.53 ns ns
91+3 88.66 85.58 0.031 1.347 87.82 82,59 9275 8532 <.001 1905 0.003 2.694

d.d.s. dias después de la siembra. ns, sin significacién estadistica.

En el estadio de grano lechoso tardio, la interaccidn significativa genotipo x disponibilidad hidrica
(Tabla 4.48) mostré que la sequia redujo el contenido hidrico relativo de las hojas en la linea 76,
mientras que en el resto de genotipos no tuvo efecto significativo (Fig. 4.49). En condiciones de
control hidrico, el contenido hidrico relativo de las hojas de la linea 8 aumenté en comparacién con
la linea 89 (Fig. 4.49). En condiciones de déficit hidrico, el RWC de las hojas aumentd en el resto de
genotipos en comparacién con la linea 76 (Fig. 4.49).
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Figura 4.49. Contenido hidrico relativo (RWC) de las hojas de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C) en el estadio de grano lechoso tardio (91 + 3

d.d.s.). Plantas cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la
diferencia minima significativa, Isd.

4.2.5.1.2.- Area foliar especifica.

Tabla 4.49. Area foliar especifica (cmz-g'l) en los estadios de desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano
(70 + 1 d.d.s.), grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) y grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas
RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias
de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacién
estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
d.d.s. C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.gs SED
70x1 156.0 146.1 ns 155.6 161.1 149.9 137.8 0.056 8.23 0.050 11.63
80+2 166.5a 145.8b <.001 5.33 157.2ab  169.5b 146.3a 151.4a 0.033 7.54 ns
91+3 161.6a 138.8b <.001 4.08 151.3ab 163.0b 144.8a 141.8a 0.006 5.77 ns

d.d.s. dias después de siembra. ns, sin significacion estadistica.

154



Resultados Exp. 2

En el inicio del desarrollo del grano, el analisis de la varianza del area foliar especifica (SLA,
Specific leaf area) mostrd significacion estadistica para la interaccidn genotipo x disponibilidad
hidrica (Tabla 4.49), indicativa de que el déficit hidrico redujo el area foliar especifica en la linea 76
(Fig. 4.50). En plantas de control hidrico, el SLA aumentd en la linea 76 en comparacidn con las otras
lineas RCSL. En plantas de déficit hidrico, el SLA fue mayor en la linea 8 que en la 89 (Fig. 4.50).
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Figura 4.50. Area foliar especifica (SLA) al inicio del desarrollo del grano (70 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas
RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una
camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En los estadios de grano lechoso medio y lechoso tardio, el déficit hidrico disminuyd, en
comparacién con las plantas de control hidrico, el area foliar especifica un 12.4% y 14.1%,
respectivamente (Tabla 4.49). El SLA aumento en la linea 76 en comparacidn con las otras lineas RCSL
y fue similar a la del cv. Harrington (Tabla 4.49).

4.2.5.1.3.- Superficie verde de las partes del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico redujo, en comparacién con las plantas de
control hidrico, la superficie verde de la espiga, hojas, ultimo entrenudo y resto del tallo, total del
tallo y tallo principal en un 14.31%, 23.72%, 11.43 %, 9.59%, 9.20% y 7.93%, respectivamente (Tabla
4.50). Entre genotipos, el area verde de las hojas aumenté en el resto de genotipos en comparacion
con la linea 76 (Tabla 4.50). La superficie verde del resto de hojas aumento en las lineas 76 y 89 con
respecto a Harrington y la linea 8 (Tabla 4.50). El drea verde de la espiga, ultimo y penultimo
entrenudos del tallo, resto y total del tallo fue mayor en la linea 89 que en los demds genotipos, y
mayor a su vez en el cv. Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Tabla 4.50). La superficie verde del
tallo principal aumenté en la linea 89 en comparacién con Harrington y las demas lineas RCSL, y no
varié significativamente entre estos ultimos genotipos (Tabla 4.50).
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Tabla 4.50. Superficie verde (sz) de las diferentes partes del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (70 1
d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o
amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

E Hojas RH UE PE RT L TP
Tratamientos
Control 34.51a 9.02a 40.4 18.99a 15.57 41.52a 76.1a 160.2a
Sequia 29.57b 6.88b 42.0 16.82b 14.69 37.54b 69.1b 147.5b
P s 0.003 0.015 ns 0.006 ns 0.039 0.006 0.022
SED 1.486 0.820 0.718 1.823 2.31 5.120
Genotipos
cv. HA 32.67a 10.23a 36.1a 17.83a 14.50a 35.07a 67.4a 146.4a
RCSL-76 24.98b 4.41b 49.6b 14.57b 10.87b 28.95b 54.4b 133.4a
RCSL-8 30.54a 8.97a 33.5a 17.29a 14.33a 34.70a 66.3a 139.4a
RCSL-89 39.97c 8.19a 45.6b 21.92c 20.82c 59.41c 102.2c 195.9b
P.os <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 2.102 2.393 3.760 1.015 0.925 2.579 3.27 7.250
Interaccion
GXT (P.g5) ns ns ns ns ns ns ns ns

(E) espiga, (Hojas) bandera y pendultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) pendltimo entrenudo del tallo, (RT) resto
del tallo, (TT) total de la fraccién tallo (suma del ultimo y penultimo entrenudos del tallo y resto del tallo) y (TP) tallo principal (suma de las
diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.

En el estadio de grano lechoso medio, el déficit hidrico condujo, en comparacién con las plantas
control, a un descenso de la superficie verde de las hojas, resto y total del tallo, que se estimé en un
36.1%, 15% y 13.1%, respectivamente (Tabla 4.51). La superficie verde de la espiga fue mayor en la
linea 89 que en el resto de genotipos, y mayor en Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Tabla
4.51). El area verde foliar aumento en el resto de genotipos en comparacion con la linea 76 (Tabla
4.51). La superficie verde del resto y total del tallo aumenté en la linea 89 en comparacion con el
resto de genotipos, la superficie verde del resto del tallo fue mayor en el cv. Harrington que en la
linea 76 y la del total del tallo fue mayor en Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Tabla 4.51).

Tabla 4.51. Superficie verde (cmz) de las diferentes partes del tallo principal en el estadio de grano lechoso medio (80 + 2
d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o
amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

E Hojas RH UE PE RT T TP

Tratamientos

Control 43.56 10.51a 31.2 19.76 16.65 39.9a 76.4a 161.6
Sequia 41.77 6.72b 31.2 18.05 14.44 33.9b 66.4b 144.1
P.os ns <.001 ns 0.004 <.001 0.010 <.001 <.001
SED 0.877 0.536 0.452 2.17 2.48 4.60
Genotipos

cv. HA 42.53a 10.30a 32.6 18.89 15.55 34.2a 68.6a 154.0
RCSL-76 36.58b 5.79%b 34.7 15.93 12.56 26.9b 55.4b 132.4
RCSL-8 42.04a 8.82a 24.7 18.20 14.40 33.0ab 65.6a 141.2
RCSL-89 49.52c¢ 9.55a 32.7 22.60 19.67 53.6¢ 95.8¢ 183.8
P.os <.001 0.007 0.013 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 2.480 1.241 2.960 0.758 0.640 3.070 3.500 6.500
Interaccion

GXT (p.o5) ns ns 0.005 0.050 0.006 ns ns 0.025
SED 4.18 1.072 0.905 9.200

(E) espiga, (Hojas) bandera y pendltima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) pendltimo entrenudo del tallo, (RT) resto
del tallo, (TT) total de la fraccion tallo (suma del Ultimo y penultimo entrenudos del tallo y resto del tallo) y (TP) tallo principal (suma de las
diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.
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Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.51) pusieron de
manifiesto que el estrés hidrico disminuyd la superficie verde del resto de hojas, penultimo
entrenudo del tallo y tallo principal en la linea 8 (Fig. 4.51acd), la del ultimo y penultimo entrenudos
del tallo y tallo principal en la linea 89 (Fig. 4.51bcd) y aumento el area verde del resto de hojas en la
linea 76 (Fig. 4.51a) y no tuvo efecto significativo en dichas superficies en el cv. Harrington (Fig. 4.51).
En plantas de control hidrico, la superficie verde del ultimo y penultimo entrenudos del tallo y del
tallo principal aumentd en la linea 89 en comparacion con el resto de genotipos (Fig. 4.51bcd), y la
del penultimo entrenudo del tallo y tallo principal fue mayor en el cv. Harrington y la linea 8 que en la
linea 76 (Fig. 4.51cd). El 4rea verde del resto hojas no varié significativamente entre genotipos (Fig.
4.51a). En plantas de déficit hidrico, la superficie verde del resto de hojas fue mayor en el resto de
genotipos que en la linea 8, y mayor a su vez en la linea 76 que en la linea 89 (Fig. 4.51a). El area
verde del penultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en los demads genotipos, y
mayor en Harrington que en las lineas 8 y 76 (Fig. 4.51C). La superficie verde del Ultimo entrenudo
del tallo fue mayor en el resto de genotipos que en la linea 76, y mayor en la linea 89 que en la linea
8 (Fig. 4.51b). El area verde del tallo principal aumentd en el cv. Harrington y la linea 89 en
comparacién con las otras dos lineas RCSL (Fig. 4.51d).
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Figura 4.51. Superficie verde de las partes del tallo principal en el estadio de grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.). a) Resto
de hojas (RH), b) ultimo entrenudo del tallo (UE), c) penultimo entrenudo del tallo (PE) y d) tallo principal (TP) de plantas de
cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C),
cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima
significativa, Isd.
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En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico disminuyd, en comparacidon con las plantas
de control hidrico, la superficie verde de las hojas, espiga y penultimo entrenudo del tallo en un
32.14%, 5.87% y 8.25%, respectivamente (Tabla 4.52). Ademas, la escasez en la disponibilidad hidrica
aumenté la superficie verde del resto de hojas en un 17.18% (Tabla 4.52). La superficie verde de la
espiga fue mayor en las lineas 8 y 89 que en el cv. Harrington y la linea 76, y mayor en Harrington que
en la linea 76 (Tabla 4.52). El area verde de las hojas bandera y penultima fue mayor en Harrington y
la linea 8 que en las otras dos lineas RCSL, y mayor a su vez en la linea 89 que en la 76 (Tabla 4.52).La
superficie verde del resto de hojas aumentd en la linea 76 y Harrington y tendid a aumentar, sin
llegar a alcanzar significacion estadistica, en la linea 89 en comparacién con la linea 8 (Tabla 4.52). El
area verde del ultimo y penultimo entrenudos del tallo, resto y total del tallo y tallo principal fue
mayor en la linea 89 que en el resto de genotipos, y mayor en Harrington y la linea 8 que en la linea
76 (Tabla 4.52).

Tabla 4.52. Superficie verde (sz) de las diferentes partes del tallo principal en el estadio de grano lechoso tardio (91 + 3
d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o
amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

E Hojas RH UE PE RT T TP
Tratamientos
Control 44.98a 10.33a 20.29a 18.38 15.40a 33.68 67.46 143.1
Sequia 42.34b 7.01b 24.50b 17.68 14.13b 32.68 64.49 138.3
P os 0.044 <.001 0.031 ns 0.048 ns ns ns
SED 1.244 0.607 1.835 0.613
Genotipos
cv. HA 41.83a 10.29a 26.23a 18.79a 14.72a 30.06a 63.57a 141.9a
RCSL-76 36.64b 5.54b 23.65a 15.11b 11.89b 22.62b 49.62b 115.5b
RCSL-8 46.64c 10.43a 17.37b 17.66a 14.42a 31.38a 63.45a 137.3a
RCSL-89 50.09¢ 8.43c 22.32ab 20.57c 18.02c 48.67¢c 87.27¢ 168.1c
P.os <.001 <.001 0.017 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 1.759 0.859 2.595 0.753 0.867 1.962 2.795 5.220
Interaccién
GXT (P.g5) ns ns ns ns ns ns ns ns

(E) espiga, (Hojas) bandera y penultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) penultimo entrenudo del tallo, (RT) resto
del tallo, (TT) total de la fraccion tallo (suma del Ultimo y penultimo entrenudos del tallo y resto del tallo) y (TP) tallo principal (suma de las
diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.

4.2.5.1.4.- Porcentaje de humedad de las partes del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico redujo, en comparaciéon con las plantas
control, el porcentaje de humedad de las hojas, bandera y penultima, y del resto de hojas del tallo
principal de las plantas (4.99% y 3.58%, respectivamente), y aumenté el porcentaje de humedad del
penultimo entrenudo y del resto del tallo (1.67% y 2.66%, respectivamente), y no tuvo efecto
significativo en el porcentaje de humedad de la espiga, del ultimo entrenudo del tallo y del tallo
principal (Tabla 4.53). El contenido porcentual de humedad de las hojas aumenté en la linea 8 en
comparacion con las otras lineas RCSL y fue similar al del cv. Harrington, y el del resto de hojas
aumentd en la linea 76 con respecto al resto de genotipos (Tabla 4.53). El porcentaje de humedad del
ultimo y pendltimo entrenudos del tallo y resto del tallo aumenté en los otros genotipos en
comparacion con la linea 89, y el del resto del tallo fue mayor en la linea 76 que en el cv. Harrington y
la linea 8 (Tabla 4.53).
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Tabla 4.53. Contenido porcentual de humedad (%) de las diferentes partes del tallo principal en el inicio del desarrollo del
grano (70 £ 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico
(sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los
efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

E Hojas RH UE PE RT TP
Tratamientos
Control 67.07 72.16a 75.65a 75.72 78.14a 78.39a 75.59
Sequia 64.79 68.56b 72.94b 75.02 79.47b 80.53b 74.88
P s ns <.001 0.036 ns 0.016 <.001 ns
SED 0.752 1.224 0.516 0.501
Genotipos
cv. HA 63.82 70.12ab 73.42a 76.05a 79.57a 80.45a 75.62
RCSL-76 67.02 69.83a 79.00b 76.46a 80.00a 81.94b 76.22
RCSL-8 67.86 72.22b 72.91a 77.21a 80.70a 79.67a 76.11
RCSL-89 65.03 69.28a 71.86a 71.76b 74.96b 75.78¢ 72.98
P.os ns 0.054 0.002 <.001 <.001 <.001 ns
SED 1.064 1.731 0.648 0.729 0.708
Interaccion
GXT (P.gs) ns ns ns ns ns ns ns

(E) espiga, (Hojas) bandera y penultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) penultimo entrenudo del tallo, (RT) resto
del tallo y (TP) tallo principal (suma de las diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.

En el estadio de grano lechoso medio, el déficit hidrico redujo, con respecto a las plantas de
control hidrico, el porcentaje de humedad de las hojas en un 7.83% (Tabla 4.54), y a su vez aumentdé
el porcentaje de humedad del resto del tallo en un 5.5% (Tabla 4.54), y no tuvo efecto en el
porcentaje de humedad de la espiga, el ultimo entrenudo del tallo y del tallo principal (Tabla 4.54).
Los efectos inducidos por la sequia en las partes del tallo principal antes indicadas fueron
sensiblemente superiores a los observados al inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.54). El
porcentaje de humedad de |a espiga aumentd en las otras lineas RCSL en comparacién con la linea 89
y fue similar al del cv. Harrington (Tabla 4.54). El contenido porcentual de humedad del resto del tallo
fue mayor en los otros genotipos que en la linea 89, y mayor en la linea 76 que en la linea 8 y el cv.
Harrington (Tabla 4.54).

Tabla 4.54. Contenido porcentual de humedad (%) de las diferentes partes del tallo principal en el estadio de grano lechoso
medio (80 + 2 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico
(sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Los
efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

E Hojas RH UE PE RT TP
Tratamientos
Control 63.78 72.39a 72.4 72.98 72.70 72.48a 69.87
Sequia 63.25 66.72b 66.5 71.53 75.67 76.49b 70.57
Pos ns <.001 0.011 ns <.001 <.001 ns
SED 1.287 2.150 0.424 0.529
Genotipos
cv. HA 63.36ab 68.90 71.7 71.74 74.89 75.42a 70.73
RCSL-76 64.08a 70.74 76.4 74.10 77.40 77.82b 72.81
RCSL-8 65.13a 70.02 65.9 73.46 75.81 74.94a 70.61
RCSL-89 61.49b 68.54 63.7 67.71 68.63 69.74c 66.74
P.os 0.024 ns 0.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.789 3.030 0.552 0.600 0.748 0.828
Interaccion
GXT (P.gs) ns ns 0.039 0.006 0.043 ns 0.036
SED 4.290 0.781 0.849 1.171

(E) espiga, (Hojas) bandera y pendultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) penultimo entrenudo del tallo (RT) resto
del tallo y (TP) tallo principal (suma de las diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.
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Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.54) mostraron que el
déficit hidrico redujo el porcentaje de humedad del resto de hojas en las lineas 8 y 89 y el del ultimo
entrenudo del tallo en la linea 89 (Fig. 4.52ab). La escasez en la disponibilidad hidrica también
incrementod el porcentaje de humedad del penultimo entrenudo del tallo en todos los genotipos de
cebada (Fig. 4.52c), y el del ultimo entrenudo del tallo y del tallo principal en el cv. Harrington (Fig.
4.52bd). En plantas de control hidrico, el porcentaje de humedad del ultimo y penultimo entrenudos
del tallo y del tallo principal aumentd en los otros genotipos en comparacion con la linea 89 (Fig.
4.52bcd), el del ultimo y penultimo entrenudos del tallo fue mayor en las lineas 8 y 76 que en el cv.
Harrington (Fig. 4.52bc), y el del tallo principal fue mayor en la linea 76 que en el cv. Harrington (Fig.
4.52d). En plantas de déficit hidrico, el contenido porcentual de humedad del resto de hojas
aumenté en Harrington y la linea 76 en comparacion con las otras lineas RCSL (Fig. 4.52a). El
porcentaje de humedad del ultimo y penultimo entrenudos del tallo y del tallo principal fue mayor en
el cv. Harrington y las demas lineas RCSL que en la linea 89 (Fig. 4.52bcd), el del penultimo entrenudo
fue mayor en la linea 76 que en la linea 8 (Fig. 4.52c), y el del tallo principal fue mayor en el cv.
Harrington y la linea 76 que la linea 8 (Fig. 4.52d).
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Figura 4.52. Contenido porcentual de humedad de las partes del tallo principal en el estadio de grano lechoso medio (80 +
2 d.d.s.). a) Resto de hojas (RH), b) ultimo entrenudo del tallo (UE), c) penultimo entrenudo del tallo (PE) y d) tallo principal
(TP) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia
disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales
representan la diferencia minima significativa, Isd.
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En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico disminuyd, con respecto a las plantas
control, el porcentaje de humedad de las hojas en un 6.54%, y aumentd el contenido porcentual de
humedad del resto del tallo en un 7.37% y no tuvo efecto en el porcentaje de humedad del resto de
hojas, espiga y tallo principal (Tabla 4.55). El contenido porcentual de humedad de las hojas aumentd
en las otras lineas RCSL y Harrington en comparacion con la linea 89, y el del resto de hojas fue
mayor en Harrington y la linea 76 que en la linea 8 (Tabla 4.55). El porcentaje de humedad del resto
del tallo aumenté en la linea 76 y Harrington en comparacién con las lineas 8 y 89, y el del tallo
principal fue mayor en el cv. Harrington que en las lineas 8 y 89, y mayor en la linea 76 que en la linea
89 (Tabla 4.55).

Tabla 4.55. Contenido porcentual de humedad (%) de las diferentes partes del tallo principal en el estadio de grano
lechoso tardio (91 * 3 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit
hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente
controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED,
error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

E Hojas RH UE PE RT TP
Tratamientos
Control 54.03 71.24a 66.0 69.04 70.64 68.67a 63.74
Sequia 51.74 66.58b 67.7 70.68 74.89 74.13b 65.18
P.gs ns <.001 ns 0.006 <.001 <.001 ns
SED 0.530 0.549 0.575 0.579
Genotipos
cv. HA 55.44 69.28a 70.0a 70.84 73.37 72.83a 66.27a
RCSL-76 51.67 69.35a 71.0a 72.39 75.80 74.49a 65.55ab
RCSL-8 54.31 69.83a 62.2b 70.24 72.45 69.35b 63.89bc
RCSL-89 50.12 67.15b 64.2ba 65.97 69.44 68.91b 62.13c
P.os ns 0.007 0.038 <.001 <.001 <.001 0.003
SED 0.750 3.390 0.776 0.813 0.819 1.054
Interaccion
GXT (P.gs) ns ns ns 0.009 0.012 ns ns
SED 1.098 1.150

(E) espiga, (Hojas) bandera y penultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) penultimo entrenudo del tallo, (RT) resto
del tallo y (TP) tallo principal (suma de las diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.55) mostraron que la
sequia aumento el porcentaje de humedad del ultimo y penultimo entrenudos del tallo en la linea 8 y
el cultivar Harrington (Fig. 4.53), y el del penultimo entrenudo del tallo en la linea 76 (Fig. 4.53b). En
condiciones de control hidrico, el porcentaje de humedad del ultimo y penultimo entrenudos del
tallo aumentd en la linea 76 en comparacion con Harrington y las demas lineas RCSL (Fig. 4.53), y el
del ultimo entrenudo del tallo aumenté en la linea 8 en comparacion con la linea 89 (Fig. 4.53a). En
condiciones de déficit hidrico, el contenido porcentual de humedad del ultimo y pendltimo
entrenudos del tallo aumentd en el resto de genotipos en comparacion con la linea 89 (Fig. 4.53), y el
porcentaje de humedad del penultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 76 que en la linea 8
(Fig. 4.53b).
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Figura 4.53. Contenido porcentual de humedad en el estadio de grano lechoso tardio (91 * 3 d.d.s.). a) Ultimo entrenudo
del tallo (UE) y b) penultimo entrenudo del tallo (PE) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.2.5.1.5.- Peso seco de las partes del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico redujo, en comparacidn con las plantas de
control hidrico, el peso seco de las hojas, ultimo y penultimo entrenudos del tallo, resto y total del
tallo y tallo principal en un 22.41%, 13.92%, 18.42%, 21.22%, 19.1% y 12.71%, respectivamente, y
aumentd el del resto de hojas en un 9.45% (Tabla 4.56). El peso seco de las hojas fue mayor en
Harrington y las otras lineas RCSL que en la linea 76 (Tabla 4.56). El peso de la espiga y del resto de
hojas aumentd en la linea 89 en comparacion con el resto de genotipos y en el cv. Harrington con
respecto a la linea 76 (Tabla 4.56). El peso seco del tallo principal, de cada una de las fracciones del
tallo y del total de la fraccion tallo fue mayor en la linea 89 que en los demas genotipos, y mayor en
Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Tabla 4.56).

Tabla 4.56. Peso seco (g) de las diferentes partes del tallo principal en el inicio del desarrollo del grano (70 + 1 d.d.s.) de
plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia
disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidn estadistica.

E Hojas RH UE PE RT T TP
Tratamientos
Control 0.451 0.058a 0.316a 0.237a 0.228a 0.754a 1.220a 2.045a
Sequia 0.407 0.045b 0.349b 0.204b 0.186b 0.594b 0.987b 1.785b
Pos ns 0.007 0.015 0.008 0.001 0.001 <.001 0.004
SED 0.004 0.013 0.012 0.016 0.045 0.058 0.082
Genotipos
cv. HA 0.429a 0.062a 0.336a 0.207a 0.182a 0.551a 0.941a 1.768a
RCSL-76 0.309b 0.029b 0.288b 0.152b 0.124b 0.395b 0.671b 1.297b
RCSL-8 0.374ab 0.057a 0.302ab 0.193a 0.167a 0.529a 0.889a 1.622a
RCSL-89 0.605c¢ 0.058a 0.404c 0.329c¢ 0.356¢ 1.221c 1.906¢ 2.973¢
P.os <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.035 0.006 0.018 0.017 0.011 0.063 0.082 0.116
Interaccién
GXT (P.gs) ns ns ns ns ns ns ns ns

(E) espiga, (Hojas) bandera y pendltima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) pendltimo entrenudo del tallo, (RT) resto
del tallo, (TT) total de la fraccién tallo (suma del Ultimo y pendltimo entrenudos y resto del tallo) y (TP) tallo principal (suma de las
diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.
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En el estadio de grano lechoso medio, el déficit hidrico no tuvo efecto en el peso seco de la espiga
y del resto de hojas (Tabla 4.57), aunque condujo, en comparacidn con las plantas de control hidrico,
a un descenso del peso seco de las hojas, resto y total del tallo y tallo principal en un 23.81%,
31.66%, 27.66% y 17.35%, respectivamente (Tabla 4.57). El peso de las hojas aumentd en el resto de
genotipos en comparacion con la linea 76 (Tabla 4.57). El peso de la espiga fue mayor en la linea 89
gue en el cv. Harrington y las otras lineas RCSL, y el del resto de hojas aumentd en la linea 89 en
comparacién con la linea 76 (Tabla 4.57). El peso del resto del tallo, del total de la fraccién tallo y del
tallo principal aumentd en la linea 89 en comparacion con Harrington y las demas lineas RCSL, y el del
total de la fraccidn tallo y del tallo principal fue mayor en Harrington que en la linea 76, y en la linea 8
tendié a aumentar, sin llegar a alcanzar significacién estadistica, con respecto a la linea 76 (Tabla
4.57).

Tabla 4.57. Peso seco (g) de las diferentes partes del tallo principal en el estadio de grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) de
plantas de cebada las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia
disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacidén estadistica.

E Hojas RH UE PE RT T TP
Tratamientos
Control 0.924 0.063a 0.271 0.293 0.300 0.875a 1.468a 2.726a
Sequia 0.849 0.048b 0.294 0.242 0.222 0.598b 1.062b 2.253b
Pos ns 0.010 ns <.001 <.001 <.001 <.001 0.002
SED 0.006 0.008 0.009 0.072 0.083 0.137
Genotipos
cv. HA 0.875a 0.065a 0.281ab 0.267 0.241 0.626a 1.133a 2.354a
RCSL-76 0.720a 0.034b 0.247a 0.187 0.161 0.434a 0.781b 1.782b
RCSL-8 0.785a 0.059a 0.282ab 0.223 0.216 0.580a 1.019ab 2.144ab
RCSL-89 1.167b 0.064a 0.319b 0.395 0.425 1.307b 2.127¢ 3.677c
P.os <.001 0.002 0.010 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.088 0.008 0.019 0.011 0.012 0.101 0.117 0.194
Interaccién
GXT (P.gs) ns ns ns 0.001 <.001 ns ns ns
SED 0.016 0.017

(E) espiga, (Hojas) bandera y penultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) penultimo entrenudo del tallo, (RT) resto
del tallo, (TT) total de la fraccién tallo (suma del ultimo y pendltimo entrenudos y resto del tallo) y (TP) tallo principal (suma de las
diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.57) mostraron que el
déficit hidrico redujo el peso seco del Ultimo y penultimo entrenudos del tallo en el cv. Harrington y
la linea 89 (Fig. 4.54), y el del penultimo entrenudo del tallo también en la linea 8 (Fig. 4.54b). El peso
seco del ultimo y penultimo entrenudos del tallo aumenté con ambos niveles de disponibilidad
hidrica en la linea 89 en comparacién con los otros genotipos y en el cv. Harrington y la linea 8 con
respecto a la linea 76 (Fig. 4.54). Y el peso seco del ultimo entrenudo del tallo fue también mayor en
el cv. Harrington que en la linea 8 (Fig. 4.54a).
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Figura 4.54. Peso seco de las partes del tallo principal en el estadio de grano lechoso medio (80 * 2 d.d.s.). a) Ultimo
entrenudo del tallo (UE) y b) penultimo entrenudo del tallo (PE) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento
con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano lechoso tardio, el estrés hidrico no tuvo efecto significativo en el peso seco
de la espiga y del resto de hojas (Tabla 4.58), al igual que en la anterior fase del desarrollo de la
cebada, pero disminuyd, con respecto a las plantas control, el peso seco de las hojas, ultimo vy
penultimo entrenudos del tallo, resto y total del tallo y tallo principal en un 23.1%, 16.33%, 23.1%,
22%, 21.1% y 9.98%, respectivamente (Tabla 4.58). El peso de las hojas fue mayor en el resto de
genotipos que en la linea 76, y mayor en la linea 8 que en la linea 89 (Tabla 4.58). El peso seco de la
espiga aumento en la linea 89 en comparacién con Harrington y las demas lineas RCSLy en la linea 8
con respecto a la linea 76 (Tabla 4.58). El peso seco del ultimo y penultimo entrenudos del tallo, resto
y total del tallo y tallo principal fue mayor en la linea 89 que en el cv. Harrington y las otras lineas
RCSL, y mayor en Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Tabla 4.58).

Tabla 4.58. Peso seco (g) de las diferentes partes del tallo principal en el estadio de grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de
plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia
disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

E Hojas RH UE PE RT L TP
Tratamientos
Control 1.345 0.065a 0.264 0.294a 0.299a 0.840a 1.433a 3.107a
Sequia 1.345 0.050b 0.271 0.246b 0.230b 0.655b 1.131b 2.797b
Pos ns <.001 ns 0.001 <.001 0.002 <.001 0.024
SED 0.013 0.019 0.053 0.080 0.129
Genotipos
cv. HA 1.227ab 0.068ac 0.286 0.262a 0.249a 0.624a 1.135a 2.716a
RCSL-76 1.152a 0.033b 0.245 0.193b 0.173b 0.446b 0.811b 2.241b
RCSL-8 1.332b 0.071a 0.278 0.275a 0.269a 0.763a 1.307a 2.989a
RCSL-89 1.668c 0.058c 0.260 0.350c 0.369c¢ 1.156¢ 1.875¢ 3.862c
P.os <.001 <.001 ns <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.083 0.005 0.019 0.026 0.075 0.114 0.183
Interaccién
GXT (P.gs) ns ns ns ns ns ns ns ns

(E) espiga, (Hojas) bandera y penultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) penultimo entrenudo del tallo, (RT) resto
del tallo, (TT) total de la fraccién tallo (suma del Ultimo y pendltimo entrenudos y resto del tallo) y (TP) tallo principal (suma de las
diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.

164



Resultados Exp. 2

4.2.5.1.6.- Longitud de las fracciones del tallo del tallo principal.

En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico disminuyé la longitud del ultimo entrenudo
del tallo y del total del tallo y no tuvo efecto significativo en la del penultimo entrenudo y resto del
tallo (Tabla 4.59). La longitud del total de la fraccion tallo y cada una de las tres partes en las que fue
fraccionado aumentd en la linea 89 en comparacion con el resto de genotipos (Tabla 4.59), y la del
penultimo entrenudo y del total del tallo fue mayor en el cv. Harrington que en las lineas 76 y 8
(Tabla 4.59).

Tabla 4.59. Longitud (cm) de las fracciones del tallo del tallo principal en los estadios de desarrollo correspondientes al
inicio del desarrollo del grano (70 £ 1 d.d.s.), grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) y grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de
plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia
disponibilidad hidrica (control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT

d.d.s. C S P_as SED HA 76 8 89 P.o‘s SED P.o‘s SED

UE 19.18a 16.86b 0.016 0.895 17.71a 16.68a 16.51a 21.18b 0.004 1.266 ns

70+1 PE 13.38 12.79 ns 12.57a 11.19b 11.44b 17.14c <.001 0.541 ns
RT 31.82 30.94 ns 28.55a 25.21a 26.40a 45.36b <.001 1776 ns
T 64.38a 60.59b 0.004 1.196 58.84a 53.08b 54.35b 83.67c <.001 1.691 ns
UE 19.67a 17.74b 0.018 0.762 19.25a 18.48a 16.90b 20.19a 0.036 1.078 ns
30+2 PE 13.52 12.48 <.001 0.254 12.85 1161 1151 16.04 <.001 0.359 0.009 0.508
RT 31.78a 28.44b 0.035 1.490 28.65a 22.56b 28.65a 40.58c <.001 2.107 ns
1T 64.97a 58.66b <.001 1.168 60.75a 52.65b 57.06c 76.80d <.001 1.652 ns
UE 19.85a 17.81b 0.003 0.624 18.38a 17.93a 17.49a 21.53b <.001 0.882 ns
91+3 PE 13.11 12.57 ns 12.39a 11.65a 11.76a 15.55b <.001 0.678 ns
RT 29.95 28.70 ns 27.77 21.21 2811 40.20 <.001 1.427 0.036 2.018
T 62.91a 59.08b 0.030 1.658 58.54a 50.79b 57.36a 77.28c <.001 2.345 ns

(UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) pendltimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo y (TT) total de la fraccién tallo (suma de la longitud
del dltimo y penultimo entrenudos y resto del tallo). d.d.s. dias después de la siembra. ns, sin significacion estadistica.

cv. Harrington RCSL-76 RCSL-8 RCSL-89

Figura 4.55. Genotipos de cebada a los 76 d.d.s. de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. Harrington) con
déficit hidrico (S) izquierda o amplia disponibilidad hidrica (C) derecha, cultivadas en una cdmara de crecimiento con
ambiente controlado. Cada maceta contiene 6 plantas.
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En el estadio de grano lechoso medio, el estrés hidrico redujo, en comparacion con las plantas de
control hidrico, la longitud del dltimo entrenudo, resto del tallo y del total del tallo (Tabla 4.59). La
longitud del dltimo entrenudo del tallo fue mayor en el resto de genotipos que en la linea 8 (Tabla
4.59). La longitud del resto y del total del tallo aumentd en la linea 89 en comparacion con los otros
genotipos, y en el cv. Harrington y la linea 8 con respecto a la linea 76, y la longitud del total del tallo
fue mayor en Harrington que en la linea 8 (Tabla 4.59).

La interaccidn significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.59) mostré que la limitacidn
de la disponibilidad hidrica condujo a una reduccién de la longitud del penultimo entrenudo del tallo
en Harrington y la linea 89 (Fig. 4.56). En condiciones de amplia disponibilidad hidrica, la longitud del
penultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en Harrington y las otras lineas RCSL, y
mayor a su vez en el cv. Harrington que en las lineas 8 y 76 (Fig. 4.56). En condiciones de escasa
disponibilidad hidrica, la longitud del penultimo entrenudo del tallo aumenté en la linea 89 en
comparacion con los otros genotipos y en el cv. Harrington tendié a aumentar, sin llegar a alcanzar
significacion estadistica, con respecto a la linea 8 (Fig. 4.56).
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Figura 4.56. Longitud del pendltimo entrenudo del tallo (PE) en el estadio de grano lechoso medio (80 + 2 d.d.s.) de
plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad
hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la
diferencia minima significativa, Isd.

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico disminuyd la longitud del Gltimo entrenudo
y del total del tallo, y no tuvo efecto en la longitud del pendltimo entrenudo del tallo (Tabla 4.59).
Entre genotipos, la longitud del dltimo y penultimo entrenudos del tallo y del total del tallo aumentd
en la linea 89 en comparacion con Harrington y las lineas 8 y 76, y la longitud del total del tallo fue
mayor en Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Tabla 4.59).

El analisis de la varianza de la longitud del resto del tallo alcanzé significaciéon estadistica para la
interaccion genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.59), mostrando que la sequia disminuyo la
longitud del resto del tallo en el cv. Harrington y tendid a disminuir, sin llegar a alcanzar significacién
estadistica, dicha fraccion del tallo en la linea 8 (Fig. 4.57). En plantas de control hidrico, la longitud
del resto del tallo aumenté en la linea 89 en comparacién con en el resto de genotipos y en el cv.
Harrington y la linea 8 en comparacién con la linea 76 (Fig. 4.57). En plantas de déficit hidrico, la
longitud del resto de tallo fue mayor en la linea 89 que en Harrington y las otras lineas RCSL, y mayor
en lalinea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.57).
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Figura 4.57. Longitud del resto del tallo (RT) en el estadio de grano lechoso tardio (91 + 3 d.d.s.) de plantas de cebada de
las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas
en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima
significativa, Isd.

cv. Harrington RCSL-76 RCSL-8

Figura 4.58. Genotipos de cebada a los 96 d.d.s. de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. Harrington) con
déficit hidrico (S) izquierda o amplia disponibilidad hidrica (C) derecha, cultivadas en una cdmara de crecimiento con
ambiente controlado. Cada maceta contiene 1 planta.

4.2.5.2.- Parametros de crecimiento de las plantas de cebada en la madurez.

En la madurez de las plantas, se contaron el nimero de tallos hijos y de espigas por planta, se
separd el tallo principal del resto de la planta y se fraccioné en las mismas partes que en las
anteriores etapas del desarrollo de las plantas.

4.2.5.2.1.- Peso seco de las partes del tallo principal.

En la madurez, el déficit hidrico no tuvo efecto en el peso seco de las hojas, bandera y penultima,
de las plantas de cebada y condujo, en comparacién con las plantas de control hidrico, a un descenso
del peso seco del resto del tallo y tallo principal en un 15% y 12.7%, respectivamente (Tabla 4.60),
junto a un aumento del peso del resto de las hojas, que se estimo en un 19.4% (Tabla 4.60). El peso
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del resto del tallo y del tallo principal aumentd en la linea 89 en comparacion con los otros genotipos,
y en el cv. Harrington y la linea 8 con respecto a la linea 76 (Tabla 4.60). No se observaron diferencias
significativas entre genotipos en el peso de las hojas (Tabla 4.60).

Tabla 4.60. Peso seco (g) de las diferentes partes del tallo principal en la madurez (161 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de
las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (cv. HA) con déficit hidrico (sequia) o amplia disponibilidad hidrica
(control), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en
negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma
letra carecen de significacidn estadistica.

E Hojas RH UE PE RT T TP
Tratamientos
Control 1.771 0.076 0.237a 0.267 0.233 0.587a 1.087 3.171a
Sequia 1.560 0.042 0.294b 0.200 0.174 0.499b 0.873 2.768b
Pos <.001 ns 0.027 <.001 <.001 0.004 <.001 <.001
SED 0.039 0.024 0.008 0.009 0.028 0.033 0.082
Genotipos
cv. HA 1.654 0.055 0.264 0.215 0.176 0.452a 0.844 2.871a
RCSL-76 1.457 0.028 0.285 0.169 0.136 0.371b 0.676 2.446b
RCSL-8 1.597 0.061 0.242 0.224 0.180 0.473a 0.876 2.776a
RCSL-89 1.952 0.093 0.271 0.327 0.321 0.876¢ 1.524 3.841c
P.os <.001 ns ns <.001 <.001 <.001 <.001 <.001
SED 0.055 0.011 0.012 0.040 0.046 0.116
Interaccién
GXT (P.gs) 0.025 ns ns 0.002 0.002 ns 0.003 ns
SED 0.077 0.016 0.017 0.066

(E) espiga, (Hojas) bandera y pendultima, (RH) resto de hojas, (UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) pendltimo entrenudo del tallo, (RT) resto
del tallo, (TT) total de la fraccidn tallo (suma del Gltimo y penultimo entrenudos y resto del tallo) y (TP) tallo principal (suma de las
diferentes partes). ns, sin significacion estadistica.

Los analisis de la varianza del peso de la espiga, Ultimo y penultimo entrenudos del tallo y total del
tallo mostraron significacion estadistica para la interaccién genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla
4.60), que pusieron de manifiesto que el estrés hidrico redujo el peso seco de la espiga en todos los
genotipos de cebada, exceptuando la linea 89 (Fig. 4.59a), y el del dltimo y penultimo entrenudos del
tallo y del total del tallo en Harrington y las lineas 8 y 89 (Fig. 4.59bcd). En plantas de control hidrico,
el peso seco de la espiga, del ultimo y penultimo entrenudos del tallo y del total del tallo aumenté en
el resto de genotipos en comparacion con la linea 76 (Fig. 4.59), el del dltimo y penultimo entrenudos
del tallo y total del tallo fue mayor en la linea 89 que en el cv. Harrington y la linea 8 (Fig. 4.59bcd), y
el de la espiga fue mayor en la linea 89 que en la linea 8, y fue similar al del cv. Harrington (Fig.
4.59a). En plantas de déficit hidrico, el peso seco de la espiga, Ultimo y penultimo entrenudos del
tallo y total del tallo aumenté en la linea 89 en comparacién con el resto de genotipos, y el del ultimo
entrenudo del tallo fue mayor en el cv. Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.59).
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Figura 4.59. Peso seco de las partes del tallo principal en la madurez (161 + 1 d.d.s.). a) Espiga (E), b) dltimo entrenudo del
tallo (UE), c) pendltimo entrenudo del tallo (PE) y c) total de la fraccidn tallo (TT) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76,
8y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de
crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.2.5.2.2.- Longitud de las fracciones del tallo del tallo principal.

El déficit hidrico redujo, en comparacién con las plantas de control hidrico, la longitud del total
del tallo en un 8.79% y no tuvo efecto en la longitud del resto del tallo (Tabla 4.61). La longitud del
resto y del total del tallo aumenté en la linea 89 en comparacion con los otros genotipos, y en el cv.
Harrington y la linea 8 con respecto a la linea 76 (Tabla 4.61).

Tabla 4.61. Longitud (cm) de las fracciones del tallo del tallo principal en la madurez (161 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada
de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C),
cultivadas en una cadmara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los
valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de
significacidn estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.os SED
UE 20.91 17.16 <.001 0.504 18.89 18.21 17.76 21.27 <.001 0.713 0.045 1.001
PE 14.02 12.63 <.001 0.343 12.91 11.32 12.35 16.71 <.001 0485 0.022 0.686
RT 30.23 29.63 ns 28.06a 24.12b 28.35a 39.19¢ <.001 1.666 ns
T 65.16a 59.43b <.001 1.149 59.86a 53.66b 58.46a 77.17c <.001 1.625 ns

(UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) penultimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo y (TT) total de la fraccidn tallo (suma de la longitud
del dltimo y penultimo entrenudos y resto del tallo). ns, sin significacidn estadistica.

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.61) mostraron que la
escasez en la disponibilidad hidrica redujo la longitud del ultimo y penultimo entrenudos del tallo en
la linea 89 y Harrington (Fig. 4.60), y la del ultimo entrenudo del tallo en la linea 8 (Fig. 4.60a). En
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plantas de control hidrico, la longitud del ultimo y penultimo entrenudos del tallo aumentd en la
linea 89 en comparacién con las otras lineas RCSL y Harrington (Fig. 4.60), y la del penultimo
entrenudo fue mayor en el cv. Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.60b). En plantas de
déficit hidrico, la longitud del ultimo entrenudo del tallo aumentd en la linea 89 en comparacién con
la linea 8, y fue similar a la de Harrington y la linea 76 (Fig. 4.60a). La longitud del penultimo
entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en el cv. Harrington y las otras lineas RCSL (Fig.
4.60b).
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Figura 4.60. Longitud de las fracciones del tallo del tallo principal en la madurez (161 + 1 d.d.s.). a) Ultimo entrenudo del
tallo (UE) y b) penultimo entrenudo del tallo (PE) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.2.5.2.3.- Peso especifico de las fracciones del tallo del tallo principal.

El déficit hidrico disminuyd el peso especifico del ultimo entrenudo del tallo (Tabla 4.62). El peso
especifico del dltimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en el resto de genotipos,
mayor en el cv. Harrington y la linea 8 que en la linea 76, y mayor a su vez en la linea 8 que en
Harrington (Tabla 4.62).

Tabla 4.62. Peso especifico (mg-cm'l) de las fracciones del tallo del tallo principal en la madurez (160 + 1 d.d.s.) de plantas
de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica
(C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita.
Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra
carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
C S P.ys SED HA 76 8 89 P.gs SED P.ys SED
UE 12.57a 11.66b <.001 0.237 11.40a 9.27b 12.53¢ 15.26d <.001 0.335 ns
PE 16.10 13.50 <.010 0.336 13.57 12.06 14.52 19.05 <.001 0.475 0.024 0.671
RT 18.87 1649 <.001 0.595 16.07 15.38 16.63 22.64 <001 0.842 0.001 1.191
T 16.21 1441 <.001 0.340 14.06 12.59 14.94 19.67 <.001 0.481 0.002 0.680

(UE) ultimo entrenudo del tallo, (PE) penultimo entrenudo del tallo, (RT) resto del tallo y (TT) total de la fraccidn tallo (suma de la longitud
del Ultimo y penultimo entrenudos y resto del tallo). ns, sin significacion estadistica.

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.62) mostraron que el
estrés hidrico condujo a un descenso del peso especifico del penultimo entrenudo del tallo en todos
los genotipos de cebada (Fig. 4.61a), del peso especifico del resto del tallo en la linea 89 (Fig. 4.61b),
y del total del tallo en las lineas 8 y 89 (Fig. 4.61c). En plantas de control hidrico, el peso especifico
del penultimo entrenudo y resto del tallo y del total del tallo aumenté en la linea 89 en comparacién
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con los otros genotipos, y en Harrington y la linea 8 con respecto a la linea 76 (Fig. 4.61), a excepcidn
del peso especifico del resto del tallo que fue similar al del cv. Harrington (Fig. 4.61b). En plantas de
déficit hidrico, el peso especifico del penultimo entrenudo y del resto del tallo y del total del tallo
aumenté en la linea 89 en comparacidon con los otros genotipos (Fig. 4.61), el del penultimo
entrenudo del tallo fue mayor en Harrington y la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.61a) y el del total
del tallo fue mayor en la linea 8 que en la linea 76 (Fig. 4.61c).
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Figura 4.61. Peso especifico del a) penultimo entrenudo del tallo (PE), b) resto del tallo (RT) y c) total de la fraccién tallo
(TT) en la madurez (161 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con
déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Las
barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.2.5.2.4.- Biomasa total.

En la madurez del cultivo, el andlisis de la varianza de la biomasa de las plantas alcanzé
significacidn estadistica para la interaccién genotipo x disponibilidad hidrica, mostrando que el déficit
hidrico condujo, en comparacion con las plantas control, a un descenso de la biomasa en Harrington
y las lineas 8, 76 y 89, que se estimo en un 42.14%, 53.72%, 45.60% y 43.68%, respectivamente (Fig.
4.62). En condiciones de control hidrico, la acumulacién de biomasa aumentdé en la linea 8 en
comparacién con el cv. Harrington y las otras lineas RCSL, y en la linea 89 con respecto al cv.
Harrington (Fig. 4.62). En condiciones de déficit hidrico, la biomasa no varié significativamente entre
genotipos (Fig. 4.62).
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Figura 4.62. Biomasa total en la madurez (161 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.
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4.2.5.2.5.- Numero de tallos y espigas por planta.

En la madurez, la escasez en la disponibilidad hidrica disminuyd, con respecto a las plantas
control, el nimero de espigas por planta en un 55.93% (Tabla 4.63). El nimero de espigas por planta
aumentd en el resto de genotipos en comparacion con la linea 89 (Tabla 4.63).

Tabla 4.63. Numero de tallos (NT) y nimero de espigas (NE) por planta y porcentaje de tallos con espigas (%E) en la
madurez (161 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico
(S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Los efectos
significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.gs SED
NT  20.06 12.06 <.001 0.554 16.62 15.25 15.62 16.75 ns <.001 0.784
NE 13.75a 6.06b <.001 0.469 10.12a 11.25a 10.25a 8.00b <.001 0.663 ns
%E 68.8 54.1 <.001 2.80 59.0 73.0 67.7 46.3 <.001 3.96 <.001 5.60

ns, sin significacion estadistica.

Las interacciones significativas genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.63) pusieron de
manifiesto que el déficit hidrico redujo notablemente el nimero de tallos por planta en todos los
genotipos de cebada, mas aun en las lineas 8 y 76 (Fig. 4.63a), y redujo también el porcentaje de
tallos con espiga en la linea 89 y el cv. Harrington (Fig. 4.63b). En condiciones de control hidrico, el
numero de tallos por planta aumentd en la linea 8 en comparacién con la linea 89 y el cv. Harrington,
y fue similar al de la linea 76 (Fig. 4.63a). El porcentaje de tallos con espiga fue mayor en el cv.
Harrington y la linea 76 que en las otras lineas RCSL (Fig. 4.63b). En condiciones de déficit hidrico, el
numero de tallos por planta aumentoé en la linea 89 y el cv. Harrington en comparacién con las lineas
8 y 76 (Fig. 4.63a). Por el contrario, el porcentaje de espigas fue mayor en las lineas 8 y 76 que en la
linea 89 y Harrington (Fig. 4.63b).
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Figura 4.63. a) Nimero de tallos por planta (NT) y b) porcentaje de tallos con espigas (%E) en la madurez (161 + 1 d.d.s.)
de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia
disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente controlado Las barras verticales
representan la diferencia minima significativa, Isd.
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4.2.6.- Efecto del déficit hidrico en la produccion de grano de los genotipos de cebada.

Como en la anterior experimentacion, en la madurez de las plantas se separé la espiga del tallo
principal del resto de espigas de la planta. Esto facilitd la estimacion del nimero de granos y el peso
del grano por espiga y el peso por grano tanto de la espiga del tallo principal como del resto de
espigas de la planta, y la suma de ambos permitié la determinacién de los pardmetros indicados por
planta.

4.2.6.1.- Espiga del tallo principal.

El déficit hidrico redujo, en comparacion con las plantas de control hidrico, el nimero de granos,
el peso del grano y el peso por grano de la espiga del tallo principal en un 7.41%, 13.57% y 6.55%,
respectivamente (Tabla 4.64). El numero de granos por espiga aumento en la linea 8 en comparacion
con el resto de genotipos (Tabla 4.64). El peso del grano por espiga y el peso por grano fue mayor en
la linea 89 que en los otros genotipos, y el peso por grano mayor en Harrington que en las lineas 8 y
76, y mayor a su vez en la linea 76 que en la 8 (Tabla 4.64).

Tabla 4.64. Nimero de granos (NG, n2 granos-E’l), peso del grano (PGE, g-E’l) por espiga y peso por grano (PG, mg) de la
espiga del tallo principal en la madurez (161 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar
Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con
ambiente controlado. Los efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones
(n=4); SED, error estandar de la diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT

C S P.gs SED HA 76 8 89 P.os SED P.gs

NG 27.00a 25.00b 0.008 0.688 24.50a 25.50a 27.75b 26.25a 0.020 0.974 ns
PGE 1.40a 1.21b <.001 0.034 1.275a 1.232a 1.258a 1.464b <.001 0.048 ns
PG 52.03a 48.62b <.001 0.656 52.01a 48.24b 45.26¢ 55.79d <.001 0.928 ns

ns, sin significacién estadistica.

4.2.6.2.- Espigas por planta.

El déficit hidrico redujo, en comparacion con las plantas de control hidrico, el peso del grano por
planta en un 56.07% y no tuvo efecto en el peso por grano (Tabla 4.65). El peso del grano por planta
fue mayor en las lineas 8 y 76 que en la linea 89 y el cv. Harrington (Tabla 4.65). El peso por grano
aumento en la linea 89 en comparacion con los otros genotipos, y en la linea 76 en comparacién con
la linea 8 y fue similar al del cv. Harrington (Tabla 4.65).

Tabla 4.65. Numero de granos (NG, n2 granos-P’l), peso del grano (PGE, g-P’l) por planta y peso por grano (PG, mg) de las
espigas en la madurez (161 = 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del cultivar Harrington (HA) con
déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de crecimiento con ambiente controlado. Los
efectos significativos se muestran en negrita. Los valores son medias de cuatro repeticiones (n=4); SED, error estandar de la
diferencia. Valores con la misma letra carecen de significacion estadistica.

Tratamientos Genotipos GxT
C S P.os SED HA 76 8 89 P.os SED P.os5 SED
NG 2741 1204 <.001 8.15 188.8 221.9 221.8 156.6 <.001 11.52 0.048 16.29
PGP 1194a 5.32b <.001 0.29 7.88a 9.74b 9.04b 7.87a <.001 0.415 ns
PG 44,19 44.57 ns 42.62ab 43.94a 40.74b 50.21c <.001 1.172 ns

ns, sin significacién estadistica.
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La interaccion significativa genotipo x disponibilidad hidrica (Tabla 4.65) mostrd que el déficit
hidrico redujo, en comparacién con las plantas control, el nimero de granos por planta en el cv.
Harrington vy las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (59.14%, 55.54%, 56.28% y 52.77%) (Fig. 4.64). En
plantas de control hidrico, el nUmero de granos por planta fue mayor en las otras lineas RCSL y el cv.
Harrington que en la linea 89, y mayor a su vez en las lineas 8 y 76 que en Harrington (Fig. 4.64). En
plantas de déficit hidrico, el nimero de granos por planta aumenté en las lineas 76 y 8 en
comparacion con la linea 89 y fue similar al del cv. Harrington (Fig. 4.64).
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Figura 4.64. Numero de granos (NG) por planta en la madurez (161 + 1 d.d.s.) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8
y 89, y del cultivar Harrington (HA) con déficit hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una cdmara de
crecimiento con ambiente controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd.

4.2.6.3.- indice de Cosecha (IC).

El andlisis de la varianza del indice de cosecha alcanzd significacidn estadistica para la interaccion
genotipo x disponibilidad hidrica, y puso de manifiesto que el déficit hidrico redujo el indice de
cosecha en la linea 76 y el cv. Harrington y no tuvo efecto en las otras lineas RCSL (Fig. 4.65). En
condiciones de control hidrico, el indice de cosecha fue mayor en la linea 76 que en los otros
genotipos, mayor en el cv. Harrington que en las otras lineas RCSL, y mayor a su vez en la linea 8 que
en la linea 89 (Fig. 4.65). En condiciones de déficit hidrico, el indice de cosecha aumenté en la linea
76 con respecto al resto de genotipos, y en el cv Harrington y la linea 8 en comparacién con la linea
89 (Fig. 4.65).
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Figura 4.65. indice de cosecha (IC) en la madurez (161 # 1 d.d.s) de plantas de cebada de las lineas RCSL 76, 8 y 89, y del
cultivar Harrington controlado. Las barras verticales representan la diferencia minima significativa, Isd. (HA) con déficit
hidrico (S) o amplia disponibilidad hidrica (C), cultivadas en una camara de crecimiento con ambiente
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5.1.- EXPERIMENTO 1.

5.1.1.- El déficit hidrico moderado afecta a la asimilacion fotosintética del CO, en la post-
antesis de la cebada.

Las plantas perciben y responden rapidamente a alteraciones en el estado hidrico induciendo una
serie de cambios fisioldgicos, celulares y moleculares que se desarrollan en paralelo y modulan segun
la intensidad, duracién y velocidad de evolucién de la limitacién hidrica impuesta (Chaves et al.,
2009). La fotosintesis es uno de los procesos claves afectados por el déficit hidrico, via limitaciones
en la difusion del CO, al cloroplasto y/o restricciones metabdlicas, cuyo impacto relativo varia con la
intensidad del estrés y la especie vegetal (Pinheiro and Chaves, 2011).

En este primer experimento se impuso un déficit hidrico moderado a las plantas de cebada que
indujo, en todos los genotipos, un acusado descenso de la asimilacién fotosintética del CO, (con luz
saturante y concentracién de CO, de crecimiento, 390 pmol-mol™), tanto en el estadio de desarrollo
correspondiente al inicio del desarrollo del grano como en el de grano lechoso tardio (Fig. 4.1a, Fig.
4.3a). Ademds, la fotosintesis de la penultima hoja de las plantas de cebada fue menor en el estadio
de grano lechoso tardio que en el inicio del desarrollo del grano, con ambos niveles de disponibilidad
hidrica e independientemente del nivel de CO, de medida, lo que sugiere que en estadios avanzados
del desarrollo foliar tuvo lugar un descenso de la asimilacion del carbono. Una disminucion de la
fotosintesis con el progreso el desarrollo de las plantas se ha encontrado en trigo (Gutiérrez et al.,
2009) como consecuencia de la senescencia foliar. El descenso de fotosintesis inducido por la sequia
se acompano de una notable disminucién de la conductancia de los estomas que fue mayor que las
apreciadas en la Ay en el contenido de clorofilas, que se ha asociado con la actividad fotosintética en
la cebada (Gonzalez et al., 2010) y fue también disminuido con el déficit hidrico en el inicio del
desarrollo del grano y en el estadio de grano lechoso tardio, un 10% y 15.8%, respectivamente (Tabla
4.12). Se ha indicado que la primera de las respuestas de las plantas al estrés hidrico es el descenso
de la conductancia de los estomas (Sharkey, 1990; Chaves, 1991; Cornic, 2000) como consecuencia
de su cierre. Dicha respuesta parece ser mediada por el acido abscisico (ABA) sintetizado en las
raices, que es transportado a las hojas y al alcanzar las células oclusivas de los estomas modifica su
apertura. Esto disminuye la pérdida de agua y ralentiza la deshidratacion (Chaves and Oliveira, 2004;
Wilkinson and Davies, 2010), y ejerce también un efecto similar, limitando el desarrollo foliar (Van
Volkenburgh and Davies, 1983) y manteniendo el desarrollo radicular (Sharp et al., 1994).

El efecto del estrés hidrico en los parametros de intercambio gaseoso varié entre genotipos en
funcién de la superficie verde de las hojas bandera y pendultima, que fue mayor en la linea 8 y el cv.
Harrington que en las lineas 76 y 89 (Tabla 4.14). La disminucidn de la g, inducida por la sequia fue
mas acusada en los genotipos con mayor superficie verde foliar, especialmente en la linea 8,
probablemente porque consumieron antes el agua en el medio de la raiz. El cierre de los estomas con
el estrés hidrico limita la pérdida de agua por transpiracion y permite mantener la turgencia celular
(Souza et al., 2004; Hamidou et al., 2007). En consonancia con dicha apreciacién, el déficit hidrico
condujo, en comparacién con las plantas control, a un aumento del porcentaje de humedad de las
hojas en el estadio de desarrollo correspondiente al inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.15), que
podria derivarse de una mayor capacidad de ajuste osmético (Hamidou et al., 2007).

Con 390 pmol-mol™ de CO, en la medida, el déficit hidrico redujo en el inicio del desarrollo del
grano la concentracién de CO, en los espacios intercelulares en todos los genotipos, a excepcion de
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la linea 89 (Fig. 4.1c), mientras que en el estadio de grano lechoso tardio sélo disminuyé la C; en la
linea 76 y el cv. Harrington (Fig. 4.3c). Se ha sugerido que la apertura no uniforme de los estomas en
estrés hidrico conduce a una estimacion errénea del CO, intercelular (Farquhar et al., 1987) y
sobreestima la concentracién interna de CO, (Terashima, 1992), lo que podria enmascarar cualquier
efecto estomatico en la reducciéon de la asimilaciéon del CO, (Cornic, 2000). Para poder distinguir
entre los efectos estomaticos y no estomaticos de la sequia sobre la fotosintesis, se realizaron
medidas con concentraciones altas de CO,, 2000 umol-mol’l, gue pueden aumentar la concentracion
de este gas en los espacios intercelulares aunque los estomas estén cerrados. Se sabe que la
exposicidon de los estomas (en aislados de epidermis, discos foliares, hojas separadas de la planta o la
planta entera) a concentraciones elevadas de CO, generalmente disminuye su apertura (Morison,
1987; Mansfield et al., 1990), aunque esta no es una respuesta universal (Morison, 1998), ya que se
han mostrado incrementos de la g, con 1000 pmol-mol™ de CO, e incluso a concentraciones
superiores (Wheeler et al., 1999) y también variaciones a lo largo del desarrollo. La variabilidad en la
respuesta de la g; al CO, parece depender de la especie vegetal y de las condiciones de crecimiento
(Bunce, 2004). En nuestro experimento, con concentraciones altas de CO, en la medida, la g, en
plantas de control hidrico fue ligeramente menor que la encontrada a concentraciones ambientales
de CO,, en todos los genotipos y en ambos estadios de desarrollo, y el descenso de la g, inducido por
la sequia, con respecto a las plantas control, fue mayor. Este resultado es coherente con la
apreciacion de que la sensibilidad del estoma al CO, es muy dependiente del estado hidrico de la
planta (Vavasseur and Raghavendra, 2005). La concentracién intercelular de CO, en la hoja de todos
los genotipos de cebada aumento al elevar la concentracion de CO, en la medida (Fig. 4.2c, Fig. 4.4c),
pero el porcentaje de pérdida respecto a las plantas control inducido por el estrés hidrico fue mayor
gue cuando la medida se realizd a la concentracion de CO, de crecimiento (Fig. 4.1c, Fig. 4.3c). Mas
atin, con 2000 umol-mol™ de CO, se atenud la disminucién de la fotosintesis inducida por el déficit
hidrico en aquellos genotipos en los que el efecto de la sequia fue mas acusado con 390 pmol-mol™
de CO, en la medida. El agotamiento relativamente mayor del CO, intercelular, acompafado de
menor disminuciéon de la fotosintesis por el déficit hidrico, sugieren que la restriccion de la difusidn
del CO, pudo ser la causa principal de la limitacién de la asimilacién de CO, con la sequia de larga
duracién, con independencia de cualquier trastorno metabdlico (Flexas and Medrano, 2002), en
consonancia con otros estudios (Cornic, 1994; Sanchez-Rodriguez et al., 1999; Cornic, 2000; Chaves
et al., 2004). Esta disminucién de la difusion del CO, es resultado del cierre de los estomas vy,
posiblemente, de una reduccion de la conductancia del mesoéfilo (Cornic, 2000; Chaves and Oliveira,
2004; Flexas et al., 2004; Grassi and Magnani, 2005).

Los genotipos de cebada tuvieron una influencia significativa en los parametros de intercambio
gaseoso segun la disponibilidad hidrica, ya que en plantas de control hidrico, la fotosintesis aumenté
en el cv. Harrington y en las lineas 89 y 8 en comparacién con la linea 76, con ambos niveles de CO,
en la medida y en los dos estadios de desarrollo investigados. En el inicio del desarrollo del grano, el
contenido hidrico relativo foliar, que es el pardmetro mds cominmente empleado para la estimacién
del estado hidrico de la planta (Teulat et al., 2001), fue menor en las lineas 76 y 8 que en el cv.
Harrington y la linea 89, siendo significativa la diferencia de la primera con las dos Ultimas y de la
linea 8 con la dltima (Fig. 4.14). Estas diferencias posiblemente se mantuvieron en el estadio de
grano lechoso tardio, con el progreso del desarrollo de la planta y la evolucién del estrés hidrico, lo
gue sugiere que las lineas 76 y 8 podrian mostrar una mayor sensibilidad a cualquier alteracién en el
estado hidrico. Y se ha indicado que la fijacién fotosintética del CO, disminuye cuando desciende el
contenido hidrico relativo foliar (Lawlor and Cornic, 2002). Por su parte, el mayor contenido hidrico
relativo foliar del cv. Harrington en condiciones de control hidrico fue acompafado en ambos
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estadios de desarrollo de mayor g, que las lineas RCSL, lo que facilitdé una mayor transpiracion,
difusién del CO, desde la atmdsfera, C, y como se ha indicado, fotosintesis (Fig. 4.1). En las plantas
de control de la linea 89, aunque el contenido hidrico relativo fue comparativamente alto, la g, fue
menor que en los demas genotipos, y la menor apertura estomatica redujo la transpiracién y la C
(Fig. 4.1). Pero con respecto al cv. Harrington y la linea 8, la fotosintesis de la linea 89 no disminuyd
en el inicio del desarrollo del grano (Fig. 4.1a), aunque si lo hizo en el estadio de grano lechoso tardio
(Fig. 4.3a), independientemente del nivel de CO, utilizado en la medida. La linea 89 fue uno de los
genotipos con mayor biomasa, altura y velocidad de desarrollo. Sin embargo, su consumo de agua
por planta a lo largo del experimento, en comparacion con los demds genotipos, disminuyd en
condiciones de control hidrico, mientras que fue similar en condiciones de déficit hidrico. Estas
caracteristicas podrian relacionarse con el cierre de estomas y la menor transpiracion en la linea 89
en condiciones de control hidrico, que evitarian la pérdida de agua (Hamidou et al., 2007). M4s aun,
en el inicio del desarrollo del grano la A y la g, aumentaron en la linea 89 en comparacion con los
demas genotipos en condiciones de déficit hidrico (Fig. 4.1a, Fig. 4.1b). La capacidad de ajuste
osmotico puede favorecer la fotosintesis en condiciones de déficit hidrico (Shangguan et al., 1999).
En plantas de trigo que acumulan mayores contenidos de carbohidratos, se ha observado que el
estado hidrico mejora y la capacidad de osmoregulacién es mayor (Nayyar and Walia, 2004). En
lineas de cebada con gran capacidad de acumulacidn de solutos, ello facilita el mantenimiento de la
turgencia celular y las funciones metabdlicas a bajos niveles de hidratacién, atenua los efectos del
déficit hidrico en la apertura de los estomas y mantiene la fotosintesis (Hamidou et al., 2007;
Gonzalez et al., 2008). Ciertos metabolitos pueden estar involucrados en la proteccion del
fotosistema Il contra alteraciones durante el estrés hidrico y ayudarian al mantenimiento de la
integridad del PSIl (Lu and Zhang, 1999). En relacién con dichas apreciaciones, es de interés sefialar
que la acumulacién de carbohidratos solubles foliares en la linea 89 fue mayor que en los demas
genotipos y el contenido hidrico relativo foliar aumentd con respecto al de las otras lineas RCSL
aunque no varié en comparacion con el cv. Harrington. La linea 89 mostré ademas una mayor masa
especifica foliar (0.763, 0.774, 0.736 y 0.926 g-cm™ en Harrington y las lineas 8, 76 y 89,
respectivamente, P < 0.001, Isd 0.0791), lo que sugiere que la acumulacién de solutos prevendria de
una disminucién del potencial hidrico foliar, evitaria un dafio metabdlico (Souza et al., 2004), y
facilitaria el mantenimiento de la actividad fotosintética en déficit hidrico.

En condiciones de estrés hidrico, la linea 8 mostrd la menor g, y E de todos los genotipos de
cebada cuando la medida se realizé a la concentracién de CO, de crecimiento, tanto en el inicio del
desarrollo del grano como en el estadio de grano lechoso tardio (Fig. 4.1bd, Fig. 4.3bd). Su
fotosintesis fue menor que en la linea 89 y tendid a serlo con respecto al cv. Harrington y la linea 76
en el inicio del desarrollo del grano (Fig.4.1a), mientras que disminuyé en comparacién con el cv.
Harrington y la linea 89 en el estadio de grano lechoso tardio (Fig. 4.3a). Se ha descrito
anteriormente que la linea 8 mostrd una mayor superficie verde de las hojas bandera y penultima y
el contenido hidrico relativo fue menor que el de la linea 89 y tendié a ser menor con respecto al cv.
Harrington. Ademas, fue el genotipo en el que los descensos inducidos por la sequiaenla A, g, Ciy E
fueron mas acusados, independientemente de la concentracion de CO, en la medida. Todo lo
anterior indica que cualquier alteracion en el estado hidrico al poseer mayor superficie foliar facilita
que se intensifiquen los efectos en los parametros de intercambio gaseoso. El descenso observado
en la g, sugiere que el cierre de estomas limité la transpiracién y redujo la C;, efectos que no fueron
superados con CO, alto en la medida. Parece, por tanto, que un descenso de la difusidon del CO,
disminuyd la fotosintesis en la linea 8 en comparacién con las otras lineas RCSL y el cv. Harrington.
Finalmente, los genotipos con un mayor contenido hidrico relativo foliar, la linea 89 y el cv.
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Harrington, fueron los que mostraron la mayor A y g, en condiciones de déficit hidrico, la linea 89 en
el inicio del desarrollo del grano, y fue superada por el cv. Harrington en el estadio de grano lechoso
tardio. En un estudio con trigo, se ha mostrado que los genotipos mas resistentes a la sequia tenian
una mayor capacidad fotosintética y conductancia de los estomas en déficit hidrico que aquellos mas
susceptibles (Ritchie et al.,, 1990), lo que sugiere que el cv. Harrington y la linea 89 fueron los
genotipos mas resistentes a la sequia moderada de larga duracidon impuesta en nuestras condiciones
experimentales.

5.1.2.- El déficit hidrico altera la particion del Cy N en las hojas y el ultimo entrenudo del
tallo. Relacidn con el contenido y grado de polimerizacion de los fructanos.

La fotosintesis, como proceso clave del metabolismo primario, desempefia una funcién
importante en la respuesta de las plantas a la sequia (Flexas et al., 2004). Puesto que la productividad
de los cultivos depende de los fotoasimilados generados a nivel de planta entera, cualquier
alteracién en la fijacién fotosintética del CO, inducida por el déficit hidrico ird acompafiada de
cambios en el contenido de carbohidratos y compuestos nitrogenados en los diferentes drganos
(Pinheiro et al., 2001; Antonio et al., 2008) y modificara la particion de fotoasimilados en la planta, lo
que redundara en la produccion de biomasa y el rendimiento de grano en los cereales (Schnyder,
1993). Los carbohidratos desempefian un papel clave en la integracion a nivel de planta entera de las
respuestas a perturbaciones internas y ambientales, actian como sustratos y moduladores de la
actividad de enzimas involucradas en el metabolismo del carbono y del nitrégeno, y regulan la
expresion de genes relacionados con dichos metabolismos (Rolland et al., 2006; Osuna et al., 2007).
En cereales, como el trigo y la cebada, el principal producto de la fotosintesis en las hojas es la
sacarosa (Koroleva et al., 1998), que bien es acumulada, convertida en fructanos (el principal
carbohidrato de reserva en tejidos vegetativos), o exportada a otras partes de la planta a través del
floema (Pollock and Cairns, 1991; Vijn and Smeekens, 1999; Miiller et al., 2000). Este grupo de
plantas generalmente almacena sacarosa y fructanos en las hojas en mayor medida que el almidén
(Koroleva et al., 1997). Los fructanos son polimeros de fructosa sintetizados a partir de la sacarosa y
desempeiian un papel importante en la particién de carbohidratos durante el crecimiento y la
diferenciacion de drganos (Hendry, 1993). El llenado del grano depende de dos fuentes principales de
carbono, la fotosintesis de las hojas y de la espiga, y de la movilizacién de los carbohidratos solubles
en agua desde el tallo a los granos en crecimiento (Ehdaie et al., 2008). Cuando la provisién de
carbono fotosintético es disminuida por la sequia, el llenado del grano depende aun mas de la
removilizacién de los recursos del tallo (Schnyder, 1993; Blum et al., 1994; Ehdaie et al., 2008). Por
ello, se ha propuesto que el tallo puede contribuir a la supervivencia de la planta actuando como un
drgano de almacenaje temporal (Rodrigues et al., 1995) y los cambios inducidos por el déficit hidrico
en el contenido de carbohidratos y compuestos nitrogenados de la hoja y el tallo parecen constituir
una estrategia general de adaptacion a la sequia (Pinheiro et al., 2001), que repercutira en el llenado
y rendimiento de grano. En consonancia con dicha apreciacidn, se ha evaluado la variabilidad
genotipica en la acumulacién de carbohidratos solubles e insolubles en las hojas y el tallo del tallo
principal, y su contribucién al llenado del grano bajo sequia de larga duracién y su dependencia de la
intensidad de la limitacién en la disponibilidad hidrica del suelo y el estadio de desarrollo de la
planta.

180



Discusion

5.1.2.1.- Particion del Cy N en las hojas.

A los 49 dias después de la siembra, los carbohidratos acumulados en el momento de mdaxima
fotosintesis, entre las 4—6 horas después del comienzo del fotoperiodo, en la sexta hoja de las
plantas de cebada fueron los fructanos, la sacarosa y el almiddn, junto a la glucosa y fructosa en
mucha menor proporcién (Tabla 4.3). Los fructanos son el principal carbohidrato de reserva en las
hojas y otros drganos vegetativos de los cereales (Pollock and Cairns, 1991; Koroleva et al., 1997;
Koroleva et al., 1998) y aunque se acumularon mayoritariamente en la hoja mas joven
completamente extendida de las plantas de cebada, los niveles de almidén fueron también elevados.
Cambios similares en el patréon de acumulacién de azucares foliares se han encontrado en la tercera
hoja de plantas de cebada a las dos horas después del comienzo del fotoperiodo (Morcuende et al.,
2004), las ligeras diferencias contempladas en la cuantia de cada uno de los carbohidratos descritos
entre ambos estudios se atribuyeron a la fase del desarrollo foliar, a la progresién del fotoperiodo
y/o a las condiciones de crecimiento.

La limitacion en la disponibilidad hidrica del suelo condujo a un aumento de los niveles foliares de
almidén y no modificé significativamente el contenido de fructanos, glucosa, sacarosa vy
carbohidratos solubles totales de la sexta hoja de las plantas de cebada (Tabla 4.3). Una
caracteristica comunmente observada en plantas sometidas a sequia es que la demanda de carbono
para el crecimiento de la parte aérea de la planta y la expansidn foliar disminuye antes de que la
provision de carbono por la fotosintesis pueda ser alterada por el déficit hidrico (Miller et al., 2001,
Hummel et al., 2010; Mdller et al., 2011). Por ello, a diferencia del mayor aumento de sacarosa y de
otros carbohidratos solubles en agua frecuentemente encontrados en las hojas de diferentes
especies vegetales con la sequia (Quick et al., 1992; Pilon-Smits et al., 1995; Hare et al., 1998; De
Roover et al., 2000; Kim et al., 2000), la mayor acumulacién de almiddn en plantas de déficit hidrico
sugiere que en ausencia de colectores de fotoasimilados potentes, como previsiblemente ocurre en
etapas tempranas del desarrollo foliar de la cebada, pudo tener lugar un desacoplamiento entre el
suministro y la demanda de carbono por la limitacidn del crecimiento con respecto a las plantas de
control hidrico, lo que atenuaria la exportacion de carbono y el excedente de asimilados favoreceria
la particiéon del carbono hacia la sintesis de almidon (Wagner, 1986; Miller et al., 2000).
Recientemente, se ha mostrado que el almiddn es un importante integrador del metabolismo de las
plantas y el crecimiento en respuesta a cambios ambientales y del desarrollo, y equilibra el
crecimiento con la provision de carbono (Sulpice et al., 2009). Las hojas acumularon
mayoritariamente polisacdridos solubles en agua, fructanos, los cuales se clasifican en varios tipos
dependiendo de sus uniones glucosidicas (Vijn and Smeekens, 1999; Lasseur et al.,, 2011) y en
cereales predominan los del tipo gramineas compuestos de unidades de fructosa con uniones 3(2-6)
y ramificaciones con uniones B(2-1) que difieren en el grado de polimerizaciéon (Kawakami and
Yoshida, 2005). La variabilidad en la cantidad de fructanos de grado de polimerizaciéon 3 y 4 en las
hojas de distintas especies herbaceas muestra la complejidad de las enzimas involucradas en la
sintesis de fructanos, las fructosiltransferasas, o los efectos de las condiciones ambientales (Cairns
and Pollock, 1988; Bancal et al., 1991; Chatterton and Harrison, 1997). La evaluacion del grado de
polimerizacidn de dichos azlcares en la sexta hoja de las plantas de cebada mostré un predominio de
fructanos con un grado de polimerizacién no superior a 10, agrupados en las fracciones de fructanos
de bajo DP (trimeros, tetrdmeros y pentameros) y medio DP (hexdmeros hasta DP 10), con respecto a
aquellos con un alto grado de polimerizacién (DP > 10) (Tabla 4.7). Un perfil similar de acumulacidn
de fructanos se ha mostrado en experimentos con hojas de cebada cortadas e iluminadas para
inducir la biosintesis de fructanos (Wagner and Wiemken, 1989; Bancal et al., 1992) y difiere del
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patrén encontrado en otras especies vegetales como Lolium que acumulan fructanos de alto DP
entre 25-30 (Sims et al., 1992; Bonnett et al., 1994) y de algunos microorganismos, que también
pueden sintetizar fructanos, en los que el peso molecular supera a los de las plantas y el grado de
polimerizacién puede llegar a alcanzar hasta 100000 unidades de fructosa (Turk et al., 1997). Bancal
et al. (1992) compararon la composicién de los fructanos acumulados en hojas cortadas iluminadas
durante 24 y 60 horas con la de los tallos de plantas de cebada cultivadas en el campo unos 10 dias
después de la antesis y observaron el mismo tipo de fructanos en los extractos de hojas inducidas o
de los tallos, aunque las cantidades de cada uno de ellos diferian ampliamente. Las hojas iluminadas
durante 60 horas mostraron una mayor fraccién de fructanos con un alto grado de polimerizacién,
junto a un incremento de algunos otros fructanos con un grado de polimerizacién inferior que
aquellas iluminadas durante 24 horas, ello sugiere que la induccién de la biosintesis de fructanos a
mas largo plazo se acompafia de una mayor acumulaciéon de fructanos con alto DP. Esto podria
justificar que las hojas jévenes fotosintéticamente activas acumulen mas fructanos de alto DP, junto
a fructanos de menor grado de polimerizacién, que las hojas bandera y penultima en el inicio del
desarrollo del grano y etapas posteriores del desarrollo de las plantas de cebada como se describird
mas adelante (Tabla 4.7). Se ha mostrado que la principal diferencia entre los tipos de fructanos que
se acumulan a corto y a largo plazo es la abundancia de uniones entre los fructosilos, predominando
en el primer caso las uniones B(2-1) y en el segundo las B(2-6) (Carpita et al., 1991). El déficit hidrico
no modificd significativamente las fracciones foliares de fructanos de bajo, medio o alto grado de
polimerizacién (Tabla 4.7), al igual que ocurrié con el contenido foliar de fructanos antes indicado
(Tabla 4.3). Esto contrasta con el incremento de fructanos de DP 2 8 inducido por la sequia en Lolium
perenne (Thomas and James, 1999).

En este estadio del desarrollo foliar de la cebada, el déficit hidrico redujo también el contenido
foliar de fructosa en la linea 89 (Tabla 4.3, Fig. 4.5), posiblemente como consecuencia de una
induccidn de la biosintesis de fructanos (Morcuende et al., 2004), lo que facilitaria la incorporacion
de la fructosa a la sintesis de fructanos y la liberacién de la glucosa de la sacarosa (Koroleva et al.,
1998; Morcuende et al., 2004). En consonancia con dicha apreciacion, el contenido de glucosa
aumentd en la linea 89 en comparacion con los otros genotipos de cebada (Tabla 4.3). Las mayores
concentraciones de glucosa a menudo se correlacionan con una elevada divisidn y expansion celular
(Weber et al., 2005; Rolland et al., 2006) y precisamente la linea 89 mostré un crecimiento
ligeramente mas acelerado y una mayor biomasa y altura que los demas genotipos (Tabla 4.17). Por
otra parte, el contenido de proteinas foliares de la linea 89 fue también mayor que en las otras lineas
RCSL, y tendié a aumentar con respecto al cv. Harrington (Tabla 4.12). La sintesis de proteinas
representa un sumidero importante de energia (Penning de Vries, 1975) y se ha propuesto que es
necesaria una estrecha interrelacién entre el metabolismo del carbono y la sintesis de proteinas para
prevenir la deficiencia en carbono (Smith and Stitt, 2007), especialmente en tejidos en crecimiento
en los que la mayoria de la sintesis de proteinas contribuye a la generacién de nueva biomasa (Piques
et al., 2009). Y se sabe que los carbohidratos aumentan la expresion (Cheng et al., 1992), la actividad
y el estado de activacién de la nitrato reductasa (Kaiser and Huber, 1994; Scheible et al., 1997a;
Morcuende et al., 1998) e incrementan el flujo del carbono desde la glicélisis hacia la biosintesis de
acidos organicos y aminodacidos y posterior sintesis de proteinas (Morcuende et al., 1998; Osuna et
al., 2007). En relacidn con dichas argumentaciones, los resultados sugieren que la mejora del estado
de carbono de la linea 89 pudo facilitar la asimilacion del nitrégeno y la induccidn de la sintesis de
proteinas foliares, al igual que en el cv. Harrington.
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Las plantas usan el carbono fijado fotosintéticamente para el crecimiento y el almacenaje (Turk et
al., 1997). Los carbohidratos no estructurales desempefan un papel central en el metabolismo de las
plantas como fuentes de carbono y energia en las células, y sus niveles se ajustan continuamente
como resultado del balance entre el suministro y la demanda de carbono a nivel de planta entera,
por lo que el metabolismo de los azlcares es enormemente dindmico y varia con el estado de
desarrollo de las plantas y en respuesta al ambiente (Rolland et al., 2006; Ramel et al., 2009). En el
inicio del desarrollo del grano, con la progresion del desarrollo de las plantas, la acumulacién de
carbohidratos foliares, con la excepcion de la sacarosa (Tabla 4.4), fue menor que en la anterior
etapa del crecimiento. El descenso de carbohidratos de reserva se relaciond con la exportacion del
carbono para la diferenciacién de érganos (Hendry, 1993). La sacarosa es el compuesto de transporte
preferencial de esqueletos carbonados (Komor, 2000) y es temporalmente polimerizada en fructanos
en el tallo (Van den Ende et al., 2003). El menor almacenaje de carbono en las hojas de cebada
sugiere la existencia de un fuerte gradiente de sacarosa entre las hojas, bandera y penultima, y otros
drganos para mantener el desequilibrio temporal entre el suministro de carbono fotosintético y la
demanda de carbono por los colectores de asimilados (Roth et al., 1997). En conformidad con la
disminucién del contenido de fructanos, las fracciones de fructanos foliares, independientemente de
su grado de polimerizacion, fueron menores que en la sexta hoja de las plantas de cebada como se
anticipd anteriormente (Tabla 4.7). Ademas, con la progresiéon de la sequia, el déficit hidrico condujo
a una mayor acumulacion de carbohidratos solubles en las hojas de las plantas de cebada, como
resultado del aumento del contenido de sacarosa, fuctanos, glucosa y fructosa y no modificé
significativamente el contenido foliar de almidén (Tabla 4.4), aminoacidos y proteinas (Tabla 4.12).
Aun cuando el déficit hidrico condujo a un descenso de la asimilacion fotosintética del CO, en el
inicio del desarrollo del grano (Fig. 4.1a), los carbohidratos solubles en agua se acumularon en las
hojas, particularmente la sacarosa (Tabla 4.4). La inhibicion del desarrollo de la parte aérea
disminuiria la demanda metabdlica de la planta y facilitaria la acumulacién en las hojas de
compuestos osméticamente activos aun cuando la fotosintesis se encontraba limitada (Chaves and
Oliveira, 2004), como evidencia la reduccion de la superficie verde y del peso seco de las distintas
partes del tallo principal de la planta (Tabla 4.14, Tabla 4.16). Un aumento de los niveles de sacarosa
y de otros azUcares no estructurales se ha encontrado frecuentemente en condiciones de estrés
hidrico (Pilon-Smits et al., 1995; Hare et al., 1998) y se ha propuesto que contribuyen al ajuste
osmotico y al mantenimiento de la turgencia celular (Hare et al., 1998), al sostenimiento de la
fotosintesis y el crecimiento (Cattivelli et al., 2008), a la proteccion de la integridad de las membranas
(Hincha et al., 2002) y a la prevencion de la desnaturalizacion de las proteinas (Bartels and Sunkar,
2005). La alteracion de la particion de fotosintatos en favor de la sintesis de sacarosa con el déficit
hidrico se ha atribuido principalmente a la activacidn de la sacarosa fosfato sintasa por fosforilacién
reversible de la proteina (Toroser and Huber, 1997). En un estudio de expresién génica global con
plantas de trigo, el incremento de carbohidratos foliares inducido por la sequia se acompafié de una
reduccion de la expresion de la mayoria de los genes que codifican enzimas cloroplasticas
involucradas en la fijacion del CO, y de un aumento de los niveles de transcritos de los genes que
codifican enzimas citoplasmaticas y vacuolares de las rutas metabdlicas que producen glucosa,
fructosa y fructanos (Xue et al., 2008a), lo que sugiere una coordinacidn en la regulacién de la
expresion de genes claves involucrados en la asimilacién del carbono y la acumulaciéon de
carbohidratos. El déficit hidrico condujo a un aumento del contenido foliar de fructanos en la linea 89
y tendid a aumentarlos en los demds genotipos (Fig. 4.6), y en dichas condiciones, la acumulacién de
fructanos fue notablemente mayor en la linea 89 que en las otras lineas RCSL y el cv. Harrington,
mientras que en condiciones de control hidrico no hubo diferencias significativas entre ellos (Fig.
4.6). Estos resultados estdn de acuerdo con estudios previos que muestran que el tipo de
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carbohidrato acumulado en la hoja depende del genotipo y la especie vegetal (Pelleschi et al., 1997;
Pinheiro et al., 2001; Villadsen et al., 2005) y aquellos que relacionan los cambios en la particién del
carbono con la tolerancia a la deshidratacion (Ingram and Bartels, 1996). Los fructanos, junto a su
papel como carbohidrato de reserva (Pollock and Cairns, 1991), confieren tolerancia a la sequia y al
frio (Vijn and Smeekens, 1999; Pérez et al., 2011). Se ha encontrado una correlacién positiva entre el
contenido de fructanos vy la resistencia a la sequia (Volaire et al., 1998). La acumulacién de fructanos
en condiciones de escasa disponibilidad hidrica se ha relacionado con un aumento de transcritos del
gen que codifica la sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST), que se acompafia de un aumento
de la actividad del enzima y consiguiente induccion de la biosintesis de fructanos (De Roover et al.,
2000). En nuestras condiciones, el aumento del contenido de fructanos inducido por el déficit hidrico
se acompafié de un incremento de la fraccion de fructanos de grado de polimerizacién bajo y alto, y
en menor medida de aquellos de DP medio (Tabla 4.7). En consonancia con estudios previos de
induccion de la biosintesis de fructanos en hojas de cebada iluminadas durante periodos prolongados
(Bancal et al., 1992) y aquellos que mostraron una mayor acumulacién de fructanos de alto peso
molecular inducida por la sequia en Porella Platyphylla (Marschall et al., 1998). Se ha sugerido que en
condiciones de estrés hidrico los genotipos tolerantes acumulan mayores cantidades de fructanos
que los sensibles (Volaire and Leliévre, 1997; Kerepesi and Galiba, 1998). Plantas transgénicas de
tabaco y remolacha azucarera que acumulan fructanos muestran una elevada tolerancia a la sequia
(Pilon-Smits et al., 1995; Pilon-Smits et al., 1999). Y se ha mostrado que la acumulacién de solutos
osmoticamente activos facilita la entrada de agua dentro de la célula y limita la salida,
proporcionando la turgencia necesaria para la expansion celular (Hare et al., 1998), a la vez que
contribuyen al sostenimiento de la fotosintesis y el crecimiento (Cattivelli et al., 2008). En sintonia
con dichas apreciaciones, cabe sefialar que la linea 89, en comparacidn con los demds genotipos de
cebada, no sélo mostré un mayor contenido foliar de fructanos y una mayor fraccién de fructanos de
DP bajo y alto, junto a una mayor altura y una ligera aceleracién del desarrollo, sino que también la
fotosintesis fue mayor en condiciones de déficit hidrico en el inicio del desarrollo del grano (Fig. 1a).

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico condujo a un aumento del contenido foliar
de fructosa, sacarosa y almidén, mientras que la glucosa y los fructanos, la fraccién de fructanos de
DP medio vy alto, y el total de carbohidratos solubles variaron en interaccidn con el genotipo (Tabla
4.5), reflejando la diferente sensibilidad a la sequia de los genotipos de cebada, lo que posiblemente
dependa del estado de desarrollo y de la capacidad intrinseca de cada uno de ellos (Reymond et al.,
2003). La persistencia en el tiempo de la limitacién hidrica del suelo condujo a un aumento de la
acumulacién de carbohidratos en las hojas de las plantas de cebada en este estadio del desarrollo, en
consonancia con los cambios metabdlicos previamente observados en el inicio del desarrollo del
grano (Tabla 4.4). Con el avance del desarrollo de las plantas, la asimilacién fotosintética del carbono
disminuyé ligeramente en comparacion con la anterior fase del desarrollo (Tabla 4.2, Tabla 4.1), y se
asocioé con un descenso del contenido de clorofilas (Tabla 4.12) como consecuencia de la senescencia
foliar. Sin embargo, la disminucion de la fotosintesis parecié ser mas acusada en plantas con amplia
disponibilidad hidrica que en aquellas con escasa disponibilidad hidrica con respecto al inicio del
desarrollo del grano (Tabla 4.2, Tabla 4.1), lo que se tradujo en que los efectos de la sequia en la
fotosintesis de los distintos genotipos fuesen mas atenuados, particularmente en el cv. Harrington
(Fig. 4.3a). Sin embargo, la provision de carbono fotosintético posiblemente pudo ser suficiente, con
independencia de la disponibilidad hidrica, para satisfacer los requerimientos de carbono de otros
drganos, y el excedente pudo acumularse. Lo cual permitio la mejora del estado de carbono de las
hojas de las plantas de cebada en esta fase del desarrollo en comparacién con el inicio del desarrollo
del grano (Tabla 4.5, Tabla 4.4). La alteracion de la fotosintesis y el crecimiento con la sequia se ha
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observado en diferentes especies vegetales (Tardieu et al., 1999; Chaves et al., 2002). En un estudio
con Arabidopsis sobre los cambios en el uso del carbono bajo sequia de diferente intensidad se ha
mostrado una fuerte reduccién en la expansidn foliar durante el dia, que se acompaid de un
aumento de azlcares, mientras que el crecimiento durante la noche fue menos afectado (Hummel et
al., 2010), y la fotosintesis se mantuvo bastante estable incluso con un déficit hidrico mas severo.
Ademas, se ha mostrado que en cereales la acumulacidon de carbohidratos solubles en agua en el
tallo tiene lugar en etapas reproductivas tempranas, alcanzando un maximo entre las dos y cuatro
semanas después de la antesis, coincidiendo con el mantenimiento de la fotosintesis foliar (Schnyder,
1993). En conformidad con dicha apreciacién se encuentran los cambios observados en el patrén de
acumulacién de azlcares en el ultimo entrenudo del tallo de las plantas de cebada, los cuales se
discutirdn mds adelante. Por otra parte, la estabilidad encontrada en el contenido foliar de sacarosa
es un aspecto interesante digno de resaltar (Tabla 4.5), ya que corrobora el mantenimiento de la
fotosintesis en el estadio de grano lechoso tardio. El contenido de sacarosa se mantuvo bastante
constante tanto cuando se estimo la concentracion de sacarosa en la sexta hoja brevemente después
de la imposicidn de la sequia (Tabla 4.3), o en las hojas bandera y penultima a mas largo plazo desde
la imposicion de la sequia, en los estadios de desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del
grano (Tabla 4.4) y grano lechoso tardio (Tabla 4.5). No obstante, el déficit hidrico condujo a una
mayor acumulacion de sacarosa en fases reproductivas, cuando aumenté el tiempo de exposicion a
la sequia. La sintesis de fructanos es dependiente de la acumulacién de sacarosa, y la sacarosa es no
solo el sustrato para la sintesis de dichos carbohidratos sino también un efector para la induccion de
la actividad (Wagner, 1986; Pollock and Cairns, 1991) y la expresion génica de las
fructosiltransferasas (Mdller et al., 2000; Nagaraj et al., 2001). Se han mostrado evidencias de que la
regulacién de la sintesis de fructanos en las hojas de cebada es independiente de la hexoquinasa y
parece depender de la sensibilizacidn por sacarosa (Miiller et al., 2000). Y se ha propuesto que es
necesaria la existencia de una concentracion umbral de sacarosa para la induccién de la sintesis de
fructanos, como evidencian ciertos estudios con hojas cortadas de Lolium temulentum (Cairns and
Pollock, 1988), de hojas de cebada incubadas en agua bajo iluminacion (Simmen et al.,, 1993) y/o
incubadas con sacarosa en la oscuridad (Wagner et al., 1986) para inducir la biosintesis de fructanos.

Las alteraciones inducidas por el déficit hidrico en la particién del carbono a nivel foliar en este
estadio del desarrollo se acompaiiaron de un descenso del contenido de aminodcidos y proteinas
foliares solubles (Tabla 4.12), lo cual podria derivar de una menor sintesis de proteinas, o bien de una
mayor degradacidn y/o exportacidn a otros 6rganos. Una disminucion de proteinas se ha encontrado
en hojas de Lupinus albus, que fue mas acusada con la progresion de la sequia (Pinheiro et al., 2001),
y en otras especies vegetales (Bray, 1993; Chen et al., 1994; Riccardi et al., 1998). La pérdida de
proteinas foliares se ha relacionado con un descenso de la actividad nitrato reductasa, enzima clave
en la regulacién de la asimilacion de nitrégeno (Ferrario-Méry et al., 1998; Foyer et al., 1998; Correia
et al., 2005; Hummel et al., 2010). Correia et al. (2005) asociaron el descenso de actividad NR
inducido por la sequia en plantas de girasol y Lupinus con un agotamiento de nitrato, que es un
potente inductor de la expresidn del enzima (Lin et al., 1994; Scheible et al., 1997a). Un descenso en
los niveles de transcritos de los genes que codifican la NR con la sequia se ha encontrado en plantas
de maiz y tabaco (Ferrario-Méry et al., 1998; Foyer et al., 1998). Sin embargo, en un estudio con
Arabidopsis, los niveles de nitrato se mantuvieron con el establecimiento de la sequia y relacionaron
la disminucién de la NR con la menor concentracidn intercelular de CO, por el descenso de la
conductancia de los estomas, lo que contribuyd a la inactivacién post-traduccional de la NR (Kaiser
and Brendle-Behnisch, 1991), al igual que en un estudio con plantas de espinaca (Kaiser and Forster,
1989). Se ha propuesto también que el cierre de estomas inducido por la sequia no sélo podria
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disminuir la concentracién de CO, intercelular sino que podria limitar la absorcion de nutrientes por
la raiz al disminuir la transpiracién, lo que afectaria a la toma de nitrato y a la asimilaciéon del
nitrogeno (Larsson et al., 1989).

El contenido de fructanos y de carbohidratos solubles en agua varié entre genotipos con la
disponibilidad hidrica (Tabla 4.5), y la pauta de cambio de dichos carbohidratos fue similar. Asi, en
plantas de control hidrico el cv. Harrington tuvo un mayor contenido de fructanos y WSC que los
demas genotipos, con contenidos similares entre ellos, pero el déficit hidrico aumentd los niveles de
fructanos y, por tanto, de WSC en la linea 8 y tendid a hacerlo en las lineas 76 y 89, no asi en
Harrington, hasta el punto de que la linea 8 tuvo un mayor contenido de dichos carbohidratos que las
otras lineas RCSL, mientras que Harrington tuvo contenidos similares a los de las lineas RCSL (Fig.
4.7ab). Ademas, el contenido foliar de almidon aumentd en la linea 89 con respecto a la linea 76 y el
cv. Harrington y tendidé a aumentar en comparacion con la linea 8 (Tabla 4.5). La variabilidad entre los
genotipos en la particion del carbono en los carbohidratos de reserva podria derivar
presumiblemente de la velocidad de asimilacion del CO, (Ruuska et al., 2006) y podrian reflejar
también variaciones entre la acumulacién y la removilizacién del carbono derivadas de la velocidad
de desarrollo de cada uno de ellos. En relacién con este Ultimo aspecto, los resultados parecen
mostrar que la linea 76 y el cv. Harrington tuvieron una pauta de desarrollo ligeramente mds lenta
que las lineas 8 y 89, ya que el contenido de clorofilas en los primeros genotipos fue mayor que en
los segundos, y podria inferirse una mejora del estado nitrogenado no sélo por el aumento de
clorofilas sino también del contenido foliar de proteinas (Tabla 4.12) como consecuencia de una
senescencia mas tardia. Del mismo modo, aunque en las lineas 8 y 89 la senescencia fuese mas
rapida, la segunda fue aun mas acelerada que la primera. Por ello, en la linea 89 esa ligera
aceleracién del desarrollo con respecto a los demds genotipos pudo propiciar una mayor exportacién
de los carbohidratos solubles foliares a otros drganos, no asi del almidén que seria posteriormente
degradado como se aprecia en el estadio de grano pastoso temprano (Tabla 4.5, Tabla 4.6). En
consonancia con esa mayor exportacion, la linea 89 tuvo el mayor contenido de fructanos y
carbohidratos solubles en el ultimo entrenudo del tallo en esta misma fase del desarrollo (Tabla 4.9).
En el cv. Harrington, la fotosintesis disminuyd menos que en el resto de genotipos, lo que facilitaria
que la concentracion de fructanos y carbohidratos solubles en agua en condiciones de control hidrico
fuese mayor que en las lineas RCSL (Fig. 4.7ab). Mientras que en la linea 8 el efecto del déficit hidrico
en la fotosintesis fue mas acusado que en ningln otro genotipo de cebada (Fig. 4.3a), lo que pudo
facilitar la acumulacién de compuestos con capacidad osmodtica como los fructanos y, por
consiguiente, del total de carbohidratos solubles en agua (Fig. 4.7ab), junto a un aumento de las
fracciones de fructanos de DP medio y alto (Tabla 4.7).

En el estadio de grano pastoso temprano, independientemente de la disponibilidad hidrica
estudiada, los niveles foliares de fructanos, sacarosa y almidén fueron menores que aquellos
observados en el estadio de grano lechoso tardio (Tabla 4.6, Tabla 4.5). El descenso de fotosintesis
podria explicar la disminucién del contenido de carbohidratos foliares en esta fase mas avanzada del
desarrollo del grano. Considerando la estrecha relacidn existente entre el contenido foliar de
clorofilas y la asimilacién fotosintética del carbono (Gonzdlez et al., 2010), ain en ausencia de
informacidn relacionada con los parametros de intercambio gaseoso, podria inferirse por el descenso
del contenido de clorofilas (Tabla 4.12) que pudo tener lugar una importante reduccién de la
fotosintesis como consecuencia de la senescencia foliar. El contenido de clorofilas disminuyd un
30.8% en plantas de control hidrico y un 48.2% en plantas con escasa disponibilidad hidrica con
respecto a la anterior fase del desarrollo de las plantas (Tabla 4.12). Ademas, el déficit hidrico
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condujo a un aumento del contenido foliar de carbohidratos solubles en agua y de fructanos (Tabla
4.6), y el incremento de estos ultimos se reflejé en un aumento de las fracciones de fructanos
cualquiera que fuera su grado de polimerizacidon, bajo, medio y alto (Tabla 4.7). No obstante, cabe
sefialar que la acumulacidn de fructanos fue menor que en el estadio de grano lechoso tardio (Tabla
4.5), y por ello también disminuyeron las fracciones de DP bajo y medio dependiendo de la
disponibilidad hidrica (Tabla 4.7). El menor contenido de sacarosa observado en esta fase del
desarrollo podria constituir otra evidencia de la disminucién de la fotosintesis, particularmente en la
linea 89 (Tabla 4.5, Tabla 4.6), en la que muy posiblemente no se logré alcanzar el umbral minimo de
sacarosa para mantener la sintesis de fructanos y disminuyeron notablemente. En conjunto, estos
resultados podrian indicar que predomind la removilizacion de asimilados por la menor provisién de
carbono fotosintético, por lo que la degradacidn de sacarosa y fructanos condujo a un aumento del
contenido hexosas con respecto a la anterior fase del desarrollo, que fue mas acusada en los
genotipos que mostraron una senescencia mds rdpida, de acuerdo con estudios previos (Joudi et al.,
2012). La removilizacidn de los carbohidratos foliares ayudaria a mantener el gradiente de sacarosa
necesario para satisfacer la demanda de otros 6rganos, en particular de la espiga para el llenado del
grano (Li et al., 2013). En conformidad con esa mayor redistribucidon de asimilados, los compuestos
nitrogenados también disminuyeron, aunque se mantuvo el efecto del déficit hidrico en el contenido
de proteinas foliares y aminoacidos observado en el anterior estadio del desarrollo (Tabla 4.12). Si
bien no sélo pudo aumentar la exportacién sino también la degradacion de proteinas, con
independencia de la disponibilidad hidrica, lo que muy posiblemente propicié la acumulacién de
aminodacidos, en sintonia con los cambios observados en anteriores fases de la post-antesis de la
cebada. Por otra parte, la variabilidad genotipica en el contenido foliar de metabolitos del carbono y
del nitrégeno podria derivar de las diferencias observadas en la pérdida de capacidad fotosintética y
en la velocidad de desarrollo entre los genotipos como se anticipd anteriormente. La senescencia
foliar fue mas acelerada en las lineas 8 y 89 que en la linea 76 y el cv. Harrington, ya que la pérdida
de clorofilas fue mas intensa en las primeras lineas RCSL (Tabla 4.12). En el cv. Harrington vy la linea
76, la limitacidn de la fotosintesis pudo ser menos acusada, y menor aun en el cv. Harrington como
podria inferirse por la menor pérdida de clorofila (Tabla 4.12), el mayor contenido de sacarosa y la
menor acumulacidén de glucosa y fructosa (Tabla 4.6), junto al mayor contenido de proteinas foliares
que en los demas genotipos (Tabla 4.12). Entre las lineas 8 y 89, la mayor velocidad de desarrollo de
la linea 89 con respecto a la

inea 8 condujo a una mayor pérdida de clorofilas en la primera linea
RCSL (Tabla 4.12). En la linea 89, la senescencia mas temprana se acompafié de una mayor
removilizacién del carbono foliar, que condujo a un notable descenso del contenido de sacarosa,
almiddn y fructanos, junto a un aumento de hexosas (Tabla 4.6). El descenso de fructanos segun el
grado de polimerizacion fue mayor para aquellos de DP medio y alto (Tabla 4.7), los cuales
disminuyeron notablemente en la linea 89 en comparacién con los otros genotipos de cebada, y
generarian fructanos de menor grado de polimerizacion mas facilmente metabolizables, lo que
podria explicar que no hubiera diferencias en la fraccién de fructanos de DP bajo entre los genotipos
(Tabla 4.7). La degradacion de fructanos de peso molecular elevado a fructanos de menor peso
molecular, y compuestos mas osmdticamente activos, se ha encontrado en plantas de trigo
sometidas a estrés hidrico durante el periodo de llenado del grano (Virgona and Barlow, 1991). La
mayor removilizacién de asimilados foliares en la linea 89 se acompafié también de un descenso del
contenido de proteinas solubles, lo que sugiere una mayor exportacion a otros dérganos y/o
degradacion. Una mayor degradacion o velocidad de recambio de proteinas pudo conducir a un
aumento del contenido de aminodacidos foliares (Tabla 4.12). Cambios similares a los descritos en la
linea 89, aunque mas tenues, pudieron apreciarse en la linea 8 tanto en el contenido de
carbohidratos como de proteinas (Tabla 4.6, Tabla 4.12).
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5.1.2.2.- Particion del Cy N en el dltimo entrenudo del tallo.

Como se ha descrito anteriormente, el estrés hidrico aumentd el contenido de carbohidratos
solubles en agua en las hojas de los genotipos de cebada, al igual que en otros estudios con cebada
(Teulat et al., 2001) y otras especies vegetales (Kim et al., 2000; Cramer et al., 2007). El aumento de
la concentracién foliar de carbohidratos parecid ser consecuencia del desacoplamiento entre la
provisién de carbono por la fotosintesis y la demanda de carbono para el crecimiento inducido por la
sequia (Mdller et al., 2011), que a menudo se acompafia de un aumento del contenido de
carbohidratos en otros érganos, como las raices, tallos, flores y frutos (Jiang and Huang, 2001;
Bogeat-Triboulot et al., 2007; Mercier et al., 2009). Se sabe que el tallo es el principal 6rgano para el
almacenaje de las reservas de carbohidratos (Ehdaie et al., 2006b; Li et al., 2013) y actia como
reservorio transitorio de nutrientes, proporcionando el sustrato necesario para mantener el
transporte y el suministro de asimilados al grano durante el periodo oscuro del ciclo diurno y en las
etapas tardias del llenado del grano, cuando el aparato fotosintético comienza la senescencia y la
velocidad de produccién de fotoasimilados es inferior a las necesidades del grano (Schnyder, 1993).
Durante la fase reproductiva de la cebada, en la linea 89, la acumulacion de carbohidratos solubles
en agua en el ultimo entrenudo del tallo fue mayor en el inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.8)
que en el estadio de grano pastoso temprano (Tabla 4.10), mientras que en el resto de genotipos fue
mayor en el estadio de grano pastoso temprano. La linea 89 alcanzé el maximo contenido de
carbohidratos solubles en el estadio de grano lechoso tardio (Tabla 4.9), al igual que la linea 8,
aunque en menor cuantia que la anterior linea RCSL, y en la linea 76 y el cv. Harrington, el contenido
de azlcares solubles fue menor que en el estadio de grano pastoso temprano (Tabla 4.9, Tabla 4.10).
Se ha indicado que la acumulacién de carbohidratos solubles en el tallo de cereales tiene lugar
durante etapas reproductivas tempranas, alcanzando un maximo entre las 2—4 semanas después de
la antesis, con posterioridad los WSC son degradados y translocados al grano para mantener la
sintesis de almidén en etapas tardias del llenado del grano (Wardlaw and Willenbrink, 1994). En el
presente estudio, los carbohidratos solubles en la linea 89 se acumularon aproximadamente desde el
inicio del desarrollo del grano hasta el estadio de grano lechoso tardio y después disminuyeron,
mientras que en la linea 76 y el cv. Harrington se prolongd desde el inicio del desarrollo del grano
hasta el estadio de grano pastoso temprano, y en la linea 8 comenzaron a disminuir en este ultimo
estadio de desarrollo o brevemente antes. Ello evidencia la existencia de cierta variabilidad en el
patrén de acumulacion de carbohidratos solubles entre los distintos genotipos de cebada durante las
fases de desarrollo. En cereales de grano pequeio, la acumulacién de carbohidratos solubles en el
tallo se considera una caracteristica importante que contribuye a la plasticidad fenotipica (Dreccer et
al., 2013).

En el inicio del desarrollo del grano, los carbohidratos se almacenaron en el tltimo entrenudo del
tallo principalmente como fructanos, seguidos de la sacarosa y las hexosas, mientras que el almidén
se acumulé en mucha menor cuantia (Tabla 4.8). Los fructanos fueron el principal componente de los
carbohidratos solubles en agua almacenados en el ultimo entrenudo del tallo de las plantas de
cebada, al igual que en otros estudios con trigo (Virgona and Barlow, 1991; Ruuska et al., 2006; Xue
et al., 2008b; Joudi et al., 2012; Khoshro et al., 2014), lo que sugiere que la sintesis de fructanos se
indujo en los tallos cuando la disponibilidad de carbono fue superior a la demanda de otros
colectores de asimilados (Ruuska et al., 2008). El déficit hidrico condujo a una mayor acumulacién de
carbohidratos solubles en el ultimo entrenudo del tallo como consecuencia del aumento de glucosa,
sacarosa y fructanos (Tabla 4.8), mientras que no tuvo efecto en la acumulaciéon de carbohidratos
insolubles como el almidén, cambios similares a los observados en el contenido foliar de

188



Discusion

carbohidratos en esta fase del desarrollo de las plantas de cebada, como se ha indicado con
anterioridad (Tabla 4.4). Estos resultados estan de acuerdo con nuestros estudios previos con cebada
cultivada en el campo en dos ambientes chilenos con diferente disponibilidad hidrica, los cuales
mostraron un aumento de carbohidratos solubles en el tallo de las plantas en condiciones de escasez
hidrica (Méndez et al., 2011; Del Pozo et al., 2012), y con otros estudios con trigo (Mcintyre et al.,
2011; Joudi et al., 2012; Khoshro et al., 2014), y difieren de aquellos reportados por Ehdaie et al.
(2006b) en los que la sequia redujo el contenido de carbohidratos solubles en los entrenudos
inferiores del tallo de distintos genotipos de trigo, con la excepcidn del ultimo entrenudo del tallo en
los que no vario significativamente. El aumento del contenido de carbohidratos solubles en agua en
el dltimo entrenudo del tallo con la limitacién en la disponibilidad hidrica se acompafié de un
incremento de los niveles de proteinas y aminodcidos (Tabla 4.13). Un aumento de la concentracién
de proteinas en el tallo se ha encontrado en plantas de Lupinus albus sometidas a sequia (Pinheiro et
al., 2001), lo que refuerza el papel que desempeiia el tallo como reserva temporal de asimilados y la
labor que ejerce en la estrategia de adaptacion de las plantas a la sequia (Rodrigues et al., 1995;
Pinheiro et al., 2001). Las plantas sometidas a estrés hidrico frecuentemente desarrollan ajuste
osmotico por aumento del contenido de azlcares y aminoacidos (Plaut et al., 2004). La mayor
acumulacién de fructanos inducida por la sequia se acompaifid también de un incremento de la
fraccién de fructanos cualquiera que fuese su grado de polimerizacidon con respecto a las plantas
control (Tabla 4.11), en especial los fructanos de grado de polimerizacion medio que aumentaron un
54.2% con respecto a las plantas control, mientras que los fructanos de DP bajo y alto aumentaron
en menor medida (41% y 33.3%, respectivamente). En consonancia con aquellos estudios que
mostraron un descenso de la fraccién de fructanos de DP alto en el tallo de plantas de cebada en
comparacién con la composicién de fructanos en hojas en las que se indujo la biosintesis de
fructanos (Bancal et al., 1992) y en el tallo de plantas de trigo (Ruuska et al., 2008) y con la
apreciacion de un predominio de fructanos de DP 4-10 en los tallos de plantas de trigo (Wardlaw and
Willenbrink, 1994).

Entre genotipos varid el patrén de acumulacidon de azucares solubles, la linea 89 tuvo el mayor
contenido de fructanos y carbohidratos solubles y la linea 76 el menor, y Harrington y la linea 8
tuvieron contenidos similares (Tabla 4.8). Los fructanos representaron el 52.7% y el 12.3% del total
de carbohidratos solubles en la lineas 89 y 76, respectivamente, y un 24.2% y 30.7% en la linea 8 y el
cv. Harrington, lo que sugiere una mayor particidn del carbono hacia los fructanos en el ultimo
entrenudo del tallo en la linea 89. El contenido de glucosa de las lineas 8 y 89 fue mayor que el de la
linea 76 y Harrington. La sequia redujo el contenido de fructosa del ultimo entrenudo del tallo de la
linea 89 (Fig. 4.9), posiblemente como consecuencia de una mayor biosintesis de fructanos. En
condiciones de control hidrico, el contenido de fructosa fue mayor en la linea 89 que en el resto de
genotipos de cebada, y en la linea 8 mayor que en la linea 76. Sin embargo, en condiciones de déficit
hidrico, las lineas 8 y 89 tuvieron un mayor contenido de fructosa que la linea 76 y el cv. Harrington
(Fig. 4.9). Los mayores niveles de hexosas en las lineas 8 y 89 podrian relacionarse posiblemente con
una mayor velocidad de importacién de sacarosa o posiblemente con diferencias en la actividad
invertasa y fructosiltransferasa en el tallo de estas lineas RCSL con respecto a los restantes genotipos
de cebada (Esmaeilpour-Jahromi et al., 2012). Se ha encontrado frecuentemente mayores niveles de
hexosas en el tallo de plantas de trigo en condiciones de déficit hidrico, en congruencia con una
mayor actividad invertasa acida soluble (Joudi et al., 2012), lo que contribuiria al ajuste osmético y al
mantenimiento de la turgencia celular como mecanismo de proteccion frente a la sequia (Trouverie
et al., 2003; Joudi et al., 2012; Khoshro et al., 2014). Estos resultados parecen mostrar una amplia
variabilidad genotipica en el contenido de carbohidratos solubles en el ultimo entrenudo del tallo en
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el inicio del desarrollo del grano tanto en condiciones de amplia como escasa disponibilidad hidrica.
El mayor contenido de carbohidratos solubles en agua lo tuvo la linea 89 y el menor la linea 76,
mientras que la linea 8 y Harrington tuvieron contenidos similares (Tabla 4.8). En conformidad con
otros estudios que mostraron que el contenido de WSC en el tallo depende del genotipo y el
ambiente (Goggin and Setter, 2004; Ruuska et al., 2006; Ehdaie et al., 2008; Mclintyre et al., 2011;
Esmaeilpour-Jahromi et al., 2012; Joudi et al., 2012; Khoshro et al., 2014).

El contenido de fructanos y carbohidratos solubles en el ultimo entrenudo del tallo disminuyd
notablemente en la linea 76 en comparacién con la linea 89, al igual que las fracciones de fructanos
agrupadas segun el grado de polimerizacién, y en mayor extension la fraccién correspondiente a los
fructanos de alto DP (Tabla 4.11). En un estudio comparativo entre dos genotipos de trigo, uno con
alto (Westonia) y otro con bajo (Janz) contenido de WSC en el tallo, los niveles de cada uno de los
fructanos separados segun su grado de polimerizacién fueron sistematicamente menores en Janz, y
Unicamente se detectaron trazas de fructanos de DP alto > 13 en comparacidon con Westonia (Ruuska
et al., 2006). La mayor concentracion de fructanos se asocié con mayores proporciones de fructanos
con alto grado de polimerizacién, un patrén similar al encontrado en este estudio entre las lineas que
mostraron el mayor y menor contenido de WSC, lineas 89 y 76, y en algun otro (Wardlaw and
Willenbrink, 2000; Ruuska et al., 2008). En el inicio del desarrollo del grano, los fructanos que
predominaron en el ultimo entrenudo del tallo de las plantas de cebada fueron aquellos con DP de
6-10 y pudo observarse que las cantidades relativas de algunas de las fracciones de fructanos
agrupadas segun el DP en la linea 8 y el cv. Harrington fueron semejantes a las encontradas en la
linea 76, aunque variaron cuantitativamente con respecto a la linea 89 (Tabla 4.11). La apreciacion de
perfiles similares en la composicidn de fructanos entre los genotipos sugiere que la biosintesis de los
polimeros de fructosa tuvo lugar por un mecanismo secuencial semejante, por el que la formacion de
fructanos de mayor DP depende de componentes de menor DP que aumentan gradualmente el
grado de polimerizacidon en cada genotipo. En cereales, la sintesis de fructanos del tipo gramineas a
partir de la sacarosa en la vacuola involucra la actividad de varias fructosiltransferasas, la 1-SST, 6-
SFT, 1-FFT, junto a la actividad de las enzimas involucradas en la hidrélisis de dichos carbohidratos,
las fructano exohidrolasas (Vijn and Smeekens, 1999; Van den Ende et al., 2003). En el tallo de
plantas de trigo se ha propuesto que la acumulaciéon de fructanos comporta la incorporacion de
residuos fructosilos via uniones B(2-6), que conducen a un incremento gradual del grado de
polimerizacién, con ramificaciones con uniones B(2-1). Las uniones B(2-6) de los fructanos son
generadas por la accién consecutiva de las enzimas 1-SST y 6-SFT (Chalmers et al., 2005) y las uniones
B(2-1) por la actividad de las enzimas 1-SST y 1-FFT (Xue et al., 2008b). El predominio de uniones B(2-
6) en los polimeros de fructosa del tallo parece relacionarse con la degradaciéon de las ramificaciones
por la accién simultdnea de las fructano exohidrolasas durante la biosintesis de fructanos (Van den
Ende et al., 2003). En nuestro estudio, los perfiles de la composiciéon de fructanos son similares a
aquellos previamente mostrados en los tallos de trigo, consistentes con dicho mecanismo de sintesis
(Bancal and Triboi, 1993; Ruuska et al., 2006; 2008). Esto sugiere que las diferencias genotipicas en la
composicion de fructanos segun su grado de polimerizacién podrian depender posiblemente de la
disponibilidad de sacarosa para la acumulacién de reservas y de su capacidad de transformacion, de
acuerdo con las apreciaciones indicadas por (Ruuska et al., 2006).

Xue et al. (2008b) asociaron las diferencias genotipicas en la acumulacion de WSC en el tallo con
la regulacidon diferencial de algunos genes del metabolismo de los carbohidratos a nivel
transcripcional. El analisis comparativo a nivel molecular, por técnicas de expresion génica global, de
genotipos de trigo con diferente contenido de WSC en el tallo mostré una fuerte correlacién positiva
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entre el nivel de expresion de genes que codifican las fructosiltransferasas y el contenido de
fructanos y carbohidratos solubles en agua en el tallo, y una correlacién negativa entre los niveles de
transcritos de genes involucrados en la hidrdlisis de sacarosa y la concentracidn de WSC. Ademas, se
observé un descenso de transcritos de genes que codifican proteinas involucradas en la desviacién
de la UDP-glucosa a la sintesis de pared celular, que se acompaiid de una disminucién del contenido
de polisacdridos de pared celular en el tallo, principalmente hemicelulosas. Por lo que el alto
contenido de WSC en el tallo se relaciond con una mayor acumulacidn de fructanos, una reduccion
de la hidrdlisis de sacarosa y una menor particién del carbono a los polisacaridos de pared celular. Y
se observd también un descenso de transcritos de los genes que codifican la fructoquinasa y la
piruvato deshidrogenasa, indicativo de una disminucién del flujo del carbono al ciclo de los acidos
tricarboxilicos, lo que podria contribuir positivamente a la acumulacién de carbohidratos solubles en
el tallo. Con posterioridad, Khoshro et al. (2014) mostraron también un aumento de expresion de
algunos de los genes que codifican fructosiltransferasas, la 1-SST y la 6-SFT, en los diferentes
entrenudos del tallo de cultivares de trigo con un alto contenido de fructanos con respecto a
aquellos con un menor contenido, en consonancia con los resultados de Xue et al. (2008b). En ambos
estudios, la fuerte correlacion positiva entre la expresion génica de la 1-SST y la 6-SFT vy las
concentraciones de WSC del tallo sugiere que ambas enzimas estan relacionadas con la variacién
genotipica en la acumulacidn de fructanos (Xue et al., 2008b; Khoshro et al., 2014) y evidencia el
predominio de fructanos con uniones B(2-6) en los tallos (Carpita et al., 1991; Bancal et al., 1992;
Bancal and Triboi, 1993), que se engloban en la fraccién de fructanos de DP medio, como podria
también inferirse en nuestro estudio con cebada.

Por otra parte, se ha mostrado que la asimilacidn del nitrégeno en aminoacidos es un importante
factor que influye en los niveles de carbohidratos solubles en agua en los tallos de cereales. Mcintyre
et al. (2011) observaron una represion de genes que codifican enzimas involucradas en la sintesis de
aminodcidos, como la fenilalanina, metionina, serina y glicina, y proteinas, junto a una induccién de
algunos genes que codifican enzimas involucradas en la degradacidn de proteinas, como las
proteasas, proteinas quinasas y peptidasas, en genotipos de trigo con un alto contenido de WSC en el
tallo. Un incremento de transcritos para varias proteinas quinasas y proteasas en plantas de trigo
deficientes en nitrégeno fue también encontrado por Ruuska et al. (2008). Por lo que Mclintyre et al.
(2011) relacionaron, las observaciones antes indicadas, con una menor concentracién de nitrégeno
expresado en materia seca en las lineas con un alto contenido de WSC en el tallo con respecto a
aquellas con un bajo contenido de WSC, de acuerdo con algun otro estudio (Van Herwaarden et al.,
1998; Ruuska et al., 2008). Lo cual podria reflejar una relacion inversa entre WSC y anabolismo del
nitrégeno en los tallos del trigo alrededor de la antesis, y sugiere que la asimilacién del nitrégeno en
aminoacidos controla los niveles de carbohidratos solubles en agua en los tallos (Mclntyre et al.,
2011). En sintonia con dichas argumentaciones, en la linea 76, el genotipo que tuvo el menor
contenido de WSC (Tabla 4.8), el contenido de proteinas en el Gltimo entrenudo del tallo aumenté en
comparacién con los otros genotipos de cebada, aunque con respecto a la linea 8 estuvo préximo a la
significacidn (Tabla 4.13). Por lo que la eficiente translocacion del nitrégeno al grano en las lineas con
alto contenido de carbohidratos tuvo lugar por removilizacion de proteinas, en sintonia con las
apreciaciones previas de Ruuska et al. (2008). Ademas, dada la estrecha interrelacién entre el
metabolismo del Cy N en plantas, cabe resaltar que la sacarosa es no sdlo el sustrato para la sintesis
de fructanos sino que también actia como inductor de la actividad y la expresién de las
fructosiltransferasas (Pollock and Cairns, 1991; Miiller et al., 2000). Y por su parte, el nitrato es no
solo el sustrato en la asimilacién de nitréogeno en plantas sino que también actia como molécula
sefial que regula la expresién de genes involucrados en el metabolismo del C y N (Scheible et al.,
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2004). En hojas de cebada, el nitrato condujo a un descenso del contenido de fructanos y de la
proteina 6-SFT, y no alterd los niveles de sacarosa y otros carbohidratos, indicativo de que el nitrato,
y no metabolitos posteriores en la ruta de asimilaciéon de nitrégeno, es una seial negativa para la
expresion de la 6-SFT, independiente de la sefalizacion positiva mediada por carbohidratos
(Morcuende et al., 2004). En plantas deficientes en nitrédgeno, el aumento de fructanos se relacioné
con una induccion de la expresion de la 6-SFT (Wang et al., 2000). Y se ha mostrado que la
acumulacién de fructanos en los tallos de plantas de trigo deficientes en nitrégeno se acompané de
un incremento de transcritos de los genes que codifican las fructosiltransferasas, mientras que los
transcritos de las fructano exohidrolasas no variaron (Ruuska et al., 2008). En nuestro estudio, la
linea 76 mostrd un mayor contenido de proteinas, por lo que previsiblemente podria también tener
un mayor contenido de nitrato que los demas genotipos, lo que podria inducir un descenso de la
expresiéon de al menos una de las fructosiltransferasas, la 6-SFT, conduciendo a una menor
acumulacién de fructanos y, por tanto, también de WSC, en conformidad con nuestros resultados y
con los estudios previos antes indicados.

En el estadio de grano lechoso tardio, el contenido de carbohidratos solubles en agua en el
ultimo entrenudo del tallo de las plantas de cebada aumenté tanto con amplia como con escasa
disponibilidad hidrica del suelo con respecto a los niveles observados al inicio del llenado del grano
(Tabla 4.9). El aumento del contenido de sacarosa pudo derivar posiblemente del incremento de la
provision de fotoasimilados al tallo como consecuencia del mantenimiento de la fotosintesis y el
incremento de la demanda de carbono de otros drganos y/o el aumento de la exportacién de los
entrenudos inferiores del tallo, lo que pudo facilitar la acumulacidn de fructanos, al igual que ocurrio
en las hojas (Tabla 4.5). Una cierta concentracién umbral de sacarosa induce la sintesis de fructanos,
como se anticipé con anterioridad, la cual parece ser especifica de la especie y del tipo de tejido
vegetal como indicé Ritsema et al. (2009). Los niveles de hexosas, glucosa y fructosa, disminuyeron
con respecto a los niveles observados al inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.9, Tabla 4.8), lo que
sugiere que estos azucares fueron metabolizados, y bien fueron exportados al grano en desarrollo,
presumiblemente como sacarosa, o bien fueron utilizados en la sintesis de sacarosa y fructanos,
almacendndose temporalmente en el tallo. La mayor acumulacidn de fructanos se acompaind de un
importante incremento de las fracciones de fructanos cualquiera que fuese su grado de
polimerizacién (Tabla 4.11), particularmente aquellos que parecen ser los mayoritarios en tallos, los
de grado de polimerizacién medio (Carpita et al., 1991; Bancal et al., 1992). Ademas, el déficit hidrico
condujo a un incremento de sacarosa y carbohidratos solubles en agua, y a un aumento préximo a la
significacién de fructanos (Tabla 4.9). Goggin and Setter (2004) en un estudio con tres cultivares de
trigo en dos ambientes con diferente disponibilidad hidrica también encontraron una mayor
acumulacién de carbohidratos en el tallo de la plantas de trigo en el ambiente de escasa
disponibilidad hidrica. En esta fase del desarrollo, el contenido de sacarosa en el ultimo entrenudo
del tallo fue mayor en el cv. Harrington y la linea 89 que en la linea 76 (Tabla 4.9), indicativo de una
mayor particion del carbono hacia la sacarosa en el Ultimo entrenudo del tallo en los dos primeros
genotipos en los que el efecto del déficit hidrico en la fotosintesis fue mas atenuado (Fig. 4.3a). En las
lineas 76 y 8, genotipos en los que el efecto de la sequia en la fotosintesis fue mas acusado, el déficit
hidrico condujo, con respecto a las plantas control, a una mayor acumulacién de almidén y de
hexosas (Fig. 4.10), y a un aumento de las fracciones de fructanos de DP bajo y alto Unicamente en la
linea 76 (Fig. 4.12), como consecuencia posiblemente de una limitaciéon en la demanda de los
colectores de asimilados en plantas con escasa disponibilidad hidrica. El contenido de fructanos y la
fraccion de fructanos de DP medio aumenté en la linea 89 en comparacion con las otras lineas RCSLy
el cv. Harrington (Tabla 4.9, Tabla 4.11), de acuerdo con una induccién de la sintesis de fructanos.
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Ademas, el contenido de almiddn en plantas de control hidrico fue mayor en la linea 89 que en los
demas genotipos, aunque con déficit hidrico Unicamente aumentd con respecto a Harrington (Fig.
4.10c). Estos resultados parecen confirmar la mayor capacidad de acumulacién de asimilados en el
tallo de la linea 89, y reflejan que en esta fase del desarrollo alcanzé el maximo contenido de
carbohidratos en el Ultimo entrenudo del tallo (Fig. 4.10c). En relacion con los compuestos
nitrogenados, el contenido de proteinas disminuyé un 9.5% con respecto a la anterior fase del
desarrollo en plantas con escasa disponibilidad hidrica, mientras que en plantas de control hidrico
apenas varié el contenido proteico del ultimo entrenudo del tallo (Tabla 4.13). Esto sugiere que la
sequia posiblemente indujo una importante removilizacién de nitrégeno al grano desde las reservas
almacenadas en drganos vegetativos, y la translocaciéon del nitrogeno fue mayor en la linea 89 que en
ningun otro genotipo, ya que mostré una mayor pérdida de proteinas con respecto al inicio del
desarrollo del grano.

En el estadio de grano pastoso temprano, con la progresion de la senescencia foliar y la mayor
limitacidn de la fotosintesis, el contenido de sacarosa, fructanos y el total de carbohidratos solubles
disminuyd, con ambos niveles de disponibilidad hidrica en el suelo, en comparacién con el estadio de
grano lechoso tardio (Tabla 4.10, Tabla 4.9). El descenso de fructanos en etapas avanzadas de la post-
antesis de la cebada se acompafid de una disminucién generalizada de las fracciones de fructanos
cualquiera que fuera su grado de polimerizacidn, principalmente aquellas de grado de polimerizacién
medio (Tabla 4.11). Schnyder (1993) propuso que la pérdida de fructanos del tallo requiere la
induccion de las fructano exohidrolasas. El tallo de los cereales contiene fructanos con uniones B(2-1)
y B(2-6), y la hidrdlisis de los fructanos requiere la accion combinada de la fructano 1-exohidrolasa y
6-exohidrolasa, 1-FEH y 6-FEH (Van den Ende et al., 2005; Joudi et al., 2012). En un estudio con trigo
en etapas avanzadas del desarrollo del grano se ha observado un aumento de la actividad fructano
exohidrolasa, junto a un aumento de la razdon fructosa/glucosa y a una disminucion de la
concentracién de fructanos en el tallo (Van den Ende et al., 2003). El drastico descenso del contenido
de carbohidratos solubles en agua en la linea 89 sugiere una induccién de la removilizacién de las
reservas de carbono (Tabla 4.10). Del mismo modo, el importante descenso de los niveles de almidén
en la linea 89 en comparacidn con el resto de genotipos parece indicar que fue hidrolizado a glucosa.
El aumento de la razon fructosa/glucosa en la linea 89 (1.47, 2.38, 1.19, 3.87 en Harrington vy las
lineas 8, 76 y 89, respectivamente, Isd 0.651) podria explicarse por la acumulacién de fructosa como
consecuencia de la hidrélisis de fructanos por las fructano exohidrolasas (Van den Ende et al., 2003;
Morcuende et al., 2004; Joudi et al., 2012). Estos resultados sugieren un aumento de la degradacion
de los fructanos almacenados en el ultimo entrenudo del tallo en dicho genotipo para mantener la
exportacion de sacarosa al grano en crecimiento (Van den Ende et al., 2003; Joudi et al., 2012).
Ademas, el descenso del contenido de fructanos en la linea 89 se acompafié de una disminucion de la
sacarosa y de la fraccion de fructanos de bajo DP con respecto a los demas genotipos (Tabla 4.10,
Tabla 4.11) y, en condiciones de escasa disponibilidad hidrica, de los fructanos de grado de
polimerizacion medio y alto (Fig. 4.13). Lo cual parece indicar que la contribucién de los fructanos del
ultimo entrenudo del tallo al llenado del grano fue posiblemente mayor en condiciones de escasa
disponibilidad hidrica. En la linea 89 no sélo aumentd la removilizacion de carbono sino también de
nitrégeno, como puede inferirse por el descenso de proteinas con respecto al estadio de grano
lechoso tardio, que se estimé en un 39.8% (Tabla 4.13). Esto condujo aque fuese el genotipo que
tuviera el menor contenido de proteinas en el Ultimo entrenudo del tallo en esta fase del desarrollo.
La mayor utilizaciéon de las reservas de almacenaje en la linea 89 contrasta con la induccion de la
biosintesis de fructanos en el cv. Harrington y la linea 76 con respecto a las etapas mas tempranas de
la post-antesis de la cebada (Tabla 4.10). Harrington tuvo, en comparacidn con el resto de genotipos,
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el mayor contenido de fructanos y carbohidratos solubles en agua en condiciones de control hidrico
(Fig. 4.11), posiblemente como consecuencia de una menor disminucidon de la fotosintesis. En
condiciones de escasa disponibilidad hidrica, la fotosintesis pudo estar mas limitada y, por ello, el
contenido de WSC y de fructanos tendié a disminuir, lo que condujo a un ligero descenso de las
fracciones de fructanos de DP medio y alto con respecto a las plantas control (Fig. 4.13). En las lineas
8y 76, por el contrario, la sequia indujo la acumulacion de fructanos (Fig. 4.11), que se acompafié de
un aumento de aquellos de DP alto y tendieron a aumentar los de DP medio (Fig. 4.13), en
conformidad con el papel de los fructanos en conferir tolerancia a la sequia (Volaire and Lelievre,
1997). La mayor acumulacién de fructanos en estas dos lineas RCSL en condiciones de sequia podria
derivarse de una menor demanda de los colectores de asimilados, o bien de una mayor
removilizacién de carbono de los entrenudos inferiores. Aln a pesar de que no se ha determinado el
contenido de carbohidratos en el resto del tallo, podria ser posible, puesto que el efecto de la sequia
en la fotosintesis en el estadio de grano lechoso tardio fue mds acusado que en Harrington y la linea
89.

En conjunto, los resultados muestran una elevada variabilidad en la capacidad de acumulacidon de
reservas en el tallo y su utilizacién entre las lineas recombinantes y el cv. Harrington durante la post-
antesis, de acuerdo con estudios previos (Ehdaie et al., 2006b; Ruuska et al., 2006; Xue et al., 2009;
Joudi et al., 2012).

5.1.3.- El déficit hidrico afecta al crecimiento del tallo principal durante la post-antesis de
la cebada.

5.1.3.1.- Crecimiento en el inicio del desarrollo del grano.

El crecimiento celular es uno de los procesos fisiolégicos mas sensibles a la sequia (Taiz and
Zeiger, 2006b). El crecimiento esta intrinsecamente relacionado con la transpiracién, de manera que
cualquier factor que disminuya la transpiracién puede potencialmente reducir la acumulacién de
biomasa de las plantas (Davies and Wilkinson, 2012). La sequia induce el cierre de los estomas para
preservar la pérdida de agua por transpiracion y mantener la turgencia celular (Chaves, 1991), lo cual
puede limitar la fotosintesis y la produccidon de fotoasimilados y, finalmente, la acumulacion de
biomasa (Bhargava and Sawant, 2013). Entre las respuestas mas tempranas de las plantas al déficit
hidrico se encuentra la reduccidn de la expansién foliar y del desarrollo de la parte de la parte aérea
de la planta (Tardieu et al., 2000). Dicha limitacién se relaciona con un descenso de la turgencia
celular (Benesova et al., 2012) por inhibicién del flujo de agua desde el xilema a los alrededores de
las células en crecimiento (Nonami, 1998), disminuyendo el volumen celular y la turgencia de la
célula. El metabolismo de las plantas depende del contenido hidrico de las hojas (Sinclair and Ludlow,
1985), y para evaluar el estado hidrico y la turgencia de las plantas se utiliza frecuentemente el
contenido hidrico relativo foliar (Teulat et al., 2001), que ademas se considera un indicador del
volumen celular (Teulat et al.,, 2003). La limitacion en la disponibilidad hidrica no modificé el
contenido hidrico relativo de las hojas, bandera y penultima, en el estadio correspondiente al inicio
del desarrollo del grano (Fig. 4.14). Resultados similares a los obtenidos en nuestros estudios previos
sobre el efecto de la sequia terminal en la hoja bandera de un grupo de 80 lineas RCSL de cebada
cultivadas en el campo (Del Pozo et al., 2012) y aquellos con trigo crecido en el campo y en
invernadero con diferentes regimenes hidricos durante la fase de ahijamiento de las plantas (Blum et
al., 1990). EI RWC fue mayor en la linea 89 y el cv. Harrington que en la linea 76 (Fig. 4.14), lo que
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evidencia la existencia de cierta variabilidad genotipica en el RWC en nuestras condiciones
experimentales. En un estudio con cebada cultivada en cinco ambientes Mediterraneos, aridos y
semidridos, en los que la pluviosidad oscilé entre 255-458 mm, el RWC fue significativamente
diferente entre los genotipos en tres de los cinco ambientes estudiados (Teulat et al., 2003), al igual
gue en nuestro experimento de campo con un amplio grupo de lineas RCSL de cebada (Del Pozo et
al., 2012). El contenido hidrico relativo foliar se ha propuesto como una caracteristica para la
seleccidn de genotipos tolerantes a la sequia (Teulat et al., 2001), por lo que en base a este criterio la
linea 89 y el cv. Harrington podrian considerarse mas tolerantes a la sequia que las otras lineas RCSL.
En esta etapa temprana del desarrollo del grano, el contenido foliar de carbohidratos solubles en
agua en la linea 89 y el cv. Harrington tendié a aumentar con respecto a las otras lineas RCSL (Tabla
4.4), y se ha propuesto que los genotipos tolerantes al déficit hidrico acumulan mas carbohidratos
solubles que los sensibles (Volaire and Lelievre, 1997). La mayor acumulacién de solutos
osmoticamente activos muy posiblemente pudo facilitar el mantenimiento de la turgencia celular por
ajuste osmatico en dichos genotipos (Teulat et al., 1997; Zhang et al., 1999; Hamidou et al., 2007) y
limitar los efectos adversos del estrés hidrico en la fotosintesis y el crecimiento (Tahara et al., 1990).
La limitacidn en la disponibilidad hidrica del suelo no sélo no modificé el RWC de las hojas, sino que
tampoco alteré su superficie verde (Tabla 4.14) y el area especifica foliar (SLA, 126 y 127 cm®-g” en
plantas control y sequia, respectivamente), aunque redujo su peso seco (Tabla 4.16). La carencia de
efecto de la sequia en el drea especifica foliar contrasta con la reduccién inducida por la sequia en
plantas de cebada cultivadas en el campo (Del Pozo et al., 2012) y en condiciones de invernadero
(Chen et al., 2010). No obstante, se encontrd cierta variabilidad genotipica en dicho parametro,
puesto que el area especifica foliar fue mayor en el cv. Harrington y las lineas 8 y 76 que en la linea
89 (131.2, 130.1, 136.4, 109.3 cm>-g™ en Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente, P <
0.001), en conformidad con estudios previos reportados por Giunta et al. (2002) y Del Pozo et al.
(2012). Un mayor SLA se ha relacionado con una mayor eficiencia en el uso del nitrégeno
fotosintético (Poorter and Evans, 1998). La variabilidad genotipica también se observé en los otros
dos parametros foliares evaluados, ya que tanto la superficie verde como el peso seco foliar
aumentaron en la linea 8 y el cv. Harrington en comparacion con las lineas 76 y 89 (Tabla 4.14, Tabla
4.16), y a su vez el peso seco foliar fue mayor en la linea 89 que en la 76 (Tabla 4.16), como
consecuencia posiblemente de la mayor acumulacién de carbohidratos (Tabla 4.4).

Aun cuando el déficit hidrico no tuvo efecto en el drea verde de las hojas bandera y penultima, si
que redujo la superficie verde del resto de hojas del tallo principal en las lineas RCSL y tendié a
hacerlo en el cv. Harrington (Fig. 4.15b). Esto sugiere que la sequia moderada de larga duracion muy
posiblemente indujo un ajuste del drea foliar a nivel del tallo principal y redujo la expansidn foliar de
las hojas inferiores del tallo principal, de mayor tamafio que las hojas mas jovenes, bandera y
penultima, de mucho menor tamafo, fotosintéticamente mas activas y, por tanto, principales
exportadoras de fotoasimilados en la fase reproductiva de las plantas de cebada. Son varios los
estudios que indican que la expansién foliar es fuertemente reducida por una limitaciéon en la
disponibilidad hidrica (Hummel et al., 2010; Mdller et al., 2011) y que han mostrado evidencias de la
elevada susceptibilidad de la expansion de las hojas al déficit hidrico (Schonfeld et al., 1988; Teulat et
al., 1997; Tardieu et al., 2000). Se ha propuesto que la reduccién de la dimensidn del follaje podria
disminuir el drea de transpiracion, lo que evitaria la pérdida de agua y podria contribuir al
mantenimiento de la turgencia celular (Chaves and Oliveira, 2004; Farooq et al., 2009). En nuestro
experimento, el porcentaje de humedad de las hojas y del resto de hojas no varié entre los genotipos
de cebada (Tabla 4.15), posiblemente la modificacién de la superficie de las hojas del tallo principal
pudo facilitar el mantenimiento de un estado hidrico similar. Los resultados podrian revelar una
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posible estrategia de adaptacién del crecimiento y la turgencia de las células para mantener el
estado hidrico de las hojas (Munns et al., 2000) por descenso del drea de evapotranspiracion (Rizza
et al., 2004). Se ha descrito que en plantas expuestas a estrés hidrico la reduccidn del area foliar en el
dosel vegetal disminuye el consumo de agua después de la antesis y limita el impacto negativo
previsible de la sequia en el indice de cosecha y el rendimiento de grano (Richards and Townley-
Smith, 1987). Ademas, Yang et al. (2000) propusieron que el llenado del grano estd estrechamente
unido al proceso de senescencia a nivel de planta entera, y que el estrés hidrico durante el llenado
del grano induce la senescencia temprana de la planta (Plaut et al., 2004). En este estudio, la
reduccion de la superficie verde del resto de hojas inducida por la sequia pudo derivarse de una
aceleracién de la senescencia con respecto a las plantas de control hidrico.

Con relacién a los parametros de crecimiento de otras partes importantes del tallo principal
durante la fase reproductiva de la cebada, como son la espiga y el ultimo entrenudo del tallo, el
déficit hidrico redujo el peso de la espiga y no modifico la superficie verde del ultimo entrenudo del
tallo, aunque el peso de esta fraccion del tallo y el drea verde de la espiga variaron entre los
genotipos con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.16, Tabla 4.14). En la linea 76, la superficie verde del
ultimo entrenudo del tallo fue menor que la de los demas genotipos (Tabla 4.14), y el peso seco de
dicha fraccion del tallo, con ambos niveles de disponibilidad hidrica, disminuyd en comparacién con
las otras lineas RCSL y el cv. Harrington (Fig. 4.16b). Sin embargo, su longitud fue similar a la del cv.
Harrington, y mayor a su vez que la de la linea 8, aunque menor que la de la linea 89 (Tabla 4.17).
Estos resultados sugieren que el ultimo entrenudo del tallo de la linea 76 tuvo un menor didmetro
que el del resto de genotipos. Ademds, en esta linea 76, la superficie verde de la espiga, con ambos
niveles de disponibilidad hidrica, fue menor que en los otros genotipos (Fig. 4.15a), y el peso de la
espiga también disminuyd en comparacion con las otras lineas RCSL y tendié a disminuir con
respecto al cv. Harrington (Tabla 4.16). En Harrington y las lineas 8 y 89, la superficie verde del ultimo
entrenudo del tallo fue similar (Tabla 4.14), pero la longitud de dicha fraccién del tallo aumenté en la
linea 89 en comparacion con dichos genotipos (Tabla 4.17). Mientras que el peso seco, con ambos
niveles de disponibilidad hidrica, fue también mayor que en Harrington y la linea 8, con valores
similares entre ellos (Fig. 4.16b), al igual que la superficie verde de la espiga (Fig. 4.15a), alin a pesar
de que el déficit hidrico redujo ambos parametros en la linea 89. El efecto de la sequia tanto en el
peso del ultimo entrenudo del tallo como en el drea verde de la espiga de la linea 89 fue similar, ya
gue redujo, con respecto a las plantas de control hidrico, el peso seco del ultimo entrenudo del tallo
un 26.2% (0.332 y 0.245 g del ultimo entrenudo del tallo en plantas control y sequia,
respectivamente, Fig. 4.16b) y la superficie verde de la espiga un 25.7% (46.82 y 34.77 cm” de la
espiga en plantas control y sequia, respectivamente, Fig. 4.15a), mientras que el peso de la espiga
fue también mayor en la linea 89 que en los demas genotipos (Tabla 4.16). Estudios previos con trigo
han mostrado que la sequia antes de la antesis influye en el tamafno de las espigas (Ehdaie et al.,
2008), de acuerdo con las variaciones observadas en la superficie verde de la espiga en la linea 89.
Estos resultados parecen indicar cierta relacion entre el peso seco del ultimo entrenudo del tallo y la
superficie verde de la espiga (Fig. 4.16b, Fig. 4.15a) en este estadio del desarrollo de las plantas de
cebada, puesto que la pauta de cambio de ambos parametros fue similar para los distintos genotipos
con la disponibilidad hidrica (Fig. 4.16b, Fig. 4.15a). Y el descenso del peso seco del ultimo entrenudo
del tallo y del area verde de la espiga en la linea 89 inducido por la sequia muy posiblemente pudo
derivarse de la aceleracidon del crecimiento con respecto a los demds genotipos, ya que en la
madurez se observé un descenso del peso de dicha fraccion del tallo en todos ellos (Fig. 4.19b), mas
acusado aln en la linea 89 en la que dicho efecto se observd en esta etapa mas temprana del
desarrollo. En conformidad con estos resultados, se ha mostrado que los efectos del déficit hidrico en
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el crecimiento de los distintos 6rganos de la planta dependen del genotipo y de la etapa de
desarrollo del cultivo (Gonzélez et al., 2008), y que los diferentes érganos o tejidos durante el
crecimiento responden especificamente y de forma dindmica a la sequia (Claeys and Inzé, 2013).

En las lineas 76 y 89, genotipos en los que la sequia redujo, en comparacidn con las plantas de
control hidrico, el drea verde del resto de hojas mas intensamente, un 65.2% y 63.4%,
respectivamente (Fig. 4.15b), la superficie verde del tallo principal fue también disminuida (Fig.
4.15e), mas aun en la linea 89 como consecuencia del descenso del drea verde de la espiga y del
resto del tallo (Fig. 4.15a, Fig. 4.15c). En la linea 8 y el cv. Harrington, genotipos en los que el area
verde del resto de hojas fue afectado por la sequia mas levemente que en las otras lineas RCSL, un
33.3% y 21.5%, respectivamente (Fig. 4.15b), la superficie verde del tallo principal no fue modificada
por la sequia con respecto a las plantas de control hidrico (Fig. 4.15e). Un patréon de cambios
bastante similar se observd en los pesos, ya que la sequia redujo el peso seco del resto de las hojas
en las lineas 76 y 89 (Fig. 4.16a), mds aun en esta ultima linea RCSL, y el peso del tallo principal en la
linea 89, y tendid a disminuirlo en la linea 76 (Fig. 4.16e). La reduccion tan notable del peso seco del
tallo principal de la linea 89, inducida por la sequia, se atribuyd no sdlo a la pérdida de peso del resto
de las hojas sino también de la fraccién tallo, por descensos del peso del ultimo entrenudo y del
resto del tallo, mas acentuado el de este ultimo (Fig. 4.16d, Fig. 4.16b, Fig. 4.16c). En la linea 89, el
porcentaje de humedad de las partes en las que fue dividido el tallo principal de la planta, con la
excepcion de las hojas, fue menor que en los otros genotipos (Tabla 4.15), si bien mostrd un
contenido hidrico relativo elevado, lo que indica una mayor capacidad de ajuste osmodtico por
acumulacidn de carbohidratos solubles en agua y posiblemente de otros solutos osmdticamente
activos, los cuales podrian contribuir al mantenimiento de la integridad celular y a la proteccion de
membranas (Blum, 2005; Sanders and Arndt, 2012) y conferir tolerancia a la sequia (Arnau et al.,
1998). En conjunto, estos resultados muestran una amplia variabilidad genotipica en la acumulacion
de biomasa en el tallo principal en respuesta a la sequia y parecen indicar que los genotipos con una
mayor superficie verde del resto de las hojas del tallo principal en condiciones de control hidrico
fueron mas susceptibles a una reduccion de la expansion foliar y de la acumulacién de biomasa
inducida por la sequia. Seria plausible suponer que la imposicidn del déficit hidrico pudo inducir una
acusada limitacion en la expansidn foliar con la progresidn del desarrollo del tallo principal, lo cual no
solo limitaria la transpiracién sino que dificultaria posiblemente la interceptacion de la radiacion
solar durante el periodo de crecimiento (Pereira and Chaves, 1993), lo que se traduciria en una
menor acumulacién de biomasa a nivel del tallo principal. Teulat et al. (1997) en ensayos realizados
con una poblacién de lineas recombinantes puras (RIL) sometidas a estrés hidrico en etapas
tempranas del desarrollo observaron una disminucién del RWC y de los parametros de crecimiento, y
en otros estudios con cereales (Schonfeld et al.,, 1988), leguminosas (Lecoeur et al., 1995) y
Arabidopsis (Hummel et al., 2010) se ha encontrado también una reduccién del crecimiento con la
sequia.

En cereales, los tallos son el principal rgano de almacenaje de carbohidratos (Bonnett and Incoll,
1992; Blum et al., 1994; Li et al., 2013; Noorka and Noorka, 2013) y las reservas acumuladas en el
tallo pueden contribuir al desarrollo y llenado del grano, particularmente bajo condiciones
ambientales adversas como la sequia (Schnyder, 1993; Wardlaw and Willenbrink, 1994). La
acumulacién y removilizacién de reservas en el tallo puede estimarse por monitorizaciéon de los
cambios en el peso seco del tallo durante el periodo de llenado del grano (Hunt, 1979; Borrell et al.,
1993; Cruz-Aguado et al., 2000; Ehdaie et al., 2006a), lo que constituye una estimacion indirecta a la
determinacidn exacta del contenido de carbohidratos solubles en agua en el tallo directamente,
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mucho mas precisa. En plantas de trigo se ha mostrado que la capacidad de acumulacién potencial
de reservas en el tallo y su posterior movilizacion dependen de la longitud y del peso especifico
(proporcidon de peso seco/longitud) del tallo (Ehdaie et al., 2008). Por ello, en esta etapa del
desarrollo del grano se evaluaron varias caracteristicas, tales como longitud, peso y peso especifico,
en las partes en las que se dividié la fracciéon tallo del tallo principal, ultimo entrenudo y resto del
tallo y en el total de la fraccidn tallo, de los distintos genotipos con ambos niveles de disponibilidad
hidrica. La sequia redujo, en comparacién con las plantas de control hidrico, la longitud del ultimo
entrenudo del tallo un 3.7% (Tabla 4.17). La longitud del ultimo entrenudo del tallo fue mayor en la
linea 89 que en los otros genotipos de cebada, y mayor en el cv. Harrington y la linea 76 que en la
linea 8 (Tabla 4.17), lo que indica que la longitud del dltimo entrenudo del tallo fue mayor en el
genotipo que tuvo la mayor longitud del total del tallo o una mayor altura de planta. En la linea 89, el
déficit hidrico redujo el peso especifico del ultimo entrenudo del tallo un 22.6% (13.93 y 10.78
mg-cm™ en plantas control y sequia, respectivamente, Fig. 4.18a), atribuible al descenso del peso de
dicha fraccion del tallo inducido por la sequia, anteriormente indicado, que se estimé en un 26.2%
(0.332 y 0.245 g en plantas control y sequia, respectivamente, Fig. 4.16b). El peso especifico del
ultimo entrenudo del tallo varid entre genotipos con la disponibilidad hidrica (Fig. 4.18a). Asi, en
control hidrico el mayor peso especifico lo tuvo la linea 89 y el menor la linea 76, y el de Harrington y
la linea 8 fue similar, pero la sequia disminuyd el peso especifico en la linea 89 hasta el punto de que
las diferencias entre genotipos se atenuaron, excepto por el valor todavia menor en la linea 76 (Fig.
4.18a). Blum et al. (1997) propusieron que el almacenaje de reservas aumenta en tallos mas largos y
con mayor peso especifico. En conformidad con dichas apreciaciones, la linea 89 tuvo una mayor
longitud y contenido de carbohidratos solubles en agua en el ultimo entrenudo del tallo que los
demas genotipos (Tabla 4.8), y un mayor peso especifico con respecto a la linea 76 con ambos niveles
de disponibilidad hidrica, no asi con respecto a Harrington y la linea 8 que Unicamente tuvo lugar en
plantas de control hidrico (Fig. 4.18a). No obstante, el peso de dicha fraccién del tallo si que aumenté
en la linea 89 en comparacidn con Harrington y la linea 8 en plantas control y en déficit (Fig. 4.16b).
Por el contrario, la linea 76 tuvo el menor peso y peso especifico del ultimo entrenudo del tallo,
independientemente del nivel de disponibilidad hidrica (Fig. 4.16b, Fig. 4.18a), y el menor contenido
de carbohidratos solubles en agua (Tabla 4.8). En relacion con la propuesta de Blum et al. (1997), la
linea 76 concuerda en lo relacionado con el peso especifico y difiere en la caracteristica relacionada
con la longitud, ya que la longitud del ultimo entrenudo del tallo en la linea 76 no fue la menor (Tabla
4.17). Estudios previos de Blum et al. (1994) presentaron evidencias de la existencia de una buena
asociacion entre el peso seco y el contenido de carbohidratos solubles del tallo entre genotipos,
tratamientos y muestreos, y propusieron que las variaciones en el peso seco del tallo después de la
antesis reflejarian las variaciones en el contenido de carbohidratos solubles en el tallo de las plantas
de trigo. En conformidad con el menor peso seco y contenido de carbohidratos solubles encontrado
en el ultimo entrenudo del tallo de la linea 76 (Fig. 4.16b, Tabla 4.8), y de modo similar, con el mayor
peso y contenido de carbohidratos solubles en dicha fraccion del tallo en la linea 89 (Fig. 4.16b, Tabla
4.8). Ademas, el mayor peso seco de la espiga lo tuvo la linea 89 y la linea 76 el menor (Tabla 4.16),
de acuerdo con la propuesta de que el peso de las espigas fue mayor en genotipos de trigo con alto
contenido de carbohidratos solubles que en aquellos con un menor contenido (Dreccer et al., 2009).

La longitud del resto del tallo, la otra parte en la que se dividid la fraccidn tallo del tallo principal,
no varié con la disponibilidad hidrica en Harrington y las lineas 8 y 76 (Fig. 4.17a), al igual que la
longitud del total del tallo (Fig. 4.17b). Sin embargo, el déficit hidrico redujo, con respecto a las
plantas de control hidrico, la longitud del resto y del total del tallo en la linea 89, un 33.6% (54.80 y
36.40 cm en plantas control y sequia, Fig. 4.17a) y 24.8% (78.67 y 59.13 cm en plantas control y
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sequia, Fig. 4.17b), respectivamente. Estos resultados sugieren que el resto del tallo fue mas
susceptible a la sequia que el Ultimo entrenudo del tallo en la linea 89, condicionando la altura de la
planta y alterando la contribucidn de las distintas fracciones a la longitud total del tallo segun la
disponibilidad hidrica en dicha linea RCSL. Por ello, la contribucién de la longitud de cada uno de los
segmentos en los que se dividid la fraccién tallo del tallo principal a la longitud total del tallo fue
similar con la disponibilidad hidrica en el cv Harrington y las lineas 8 y 76, estimandose, como
promedio, la contribucién de la longitud del ultimo entrenudo y del resto del tallo a la longitud total
enun 42.4% vy 57.6% en Harrington, un 52.3% y 47.7% en la linea 76, y un 41.7% y 58.3% en la linea 8,
respectivamente (Tabla 4.17). Sin embargo, en la linea 89 vario con la disponibilidad hidrica, mientras
qgue en condiciones de control hidrico, la contribucién del ultimo entrenudo del tallo a la longitud
total fue de un 30.3% (23.87 y 78.67 cm, longitud del ultimo entrenudo y del total del tallo,
respectivamente) y del resto del tallo un 69.7% (54.80 y 78.67 cm, longitud del resto y del total del
tallo, respectivamente). En condiciones de escasa disponibilidad hidrica, la contribucion de la
longitud del ultimo entrenudo del tallo al total aumentd, estimdndose en un 38.4% (22.73 y 59.13
cm, longitud del dltimo entrenudo y del total del tallo, respectivamente), en detrimento de la
contribucidn del resto del tallo que se estimd en un 61.6% (36.4 y 59.13 c¢cm, longitud del resto y del
total del tallo, respectivamente).

El déficit hidrico no sélo redujo la longitud del resto del tallo en la linea 89 (Fig. 4.17a) sino que
disminuyd notablemente su peso seco, que se estimé en un 52.2% de descenso con respecto a las
plantas de control hidrico (1.59 y 0.76 g en plantas control y sequia, respectivamente, Fig. 4.16c), por
lo que seria previsible esperar una reduccion del peso especifico de dicha fraccién del tallo (Tabla
4.17). En el andlisis de la varianza del peso especifico del resto del tallo, la interaccidn genotipo x
disponibilidad hidrica no alcanzé el umbral establecido para la significacidn de los resultados, pero
mostré una P=0.059 indicativa de que el estrés hidrico disminuyé el peso especifico del resto del tallo
en la linea 89 un 28.7% (29.24 y 20.84 mg-cm™ en plantas control y sequia, respectivamente, Isd
6.968) y en la linea 76 un 38.6% (23.94 y 14.69 mg-cm™ en plantas control y sequia, respectivamente,
Isd 6.968), y apenas tuvo efecto en el peso especifico del resto del tallo de la linea 8 y Harrington. El
descenso del peso especifico del resto del tallo en la linea 76 se relaciond con la pérdida de peso
inducida por la sequia en dicha fraccidn del tallo, que sin llegar a ser significativa, se estimé en un
27.1% (0.436 y 0.318 g en plantas control y sequia, respectivamente, Fig. 4.16¢), de acuerdo con la
propuesta de Ehdaie et al. (2006a) de que el peso seco es el determinante del peso especifico de los
entrenudos del tallo. Los cambios descritos en el peso especifico del resto del tallo repercutieron en
el peso especifico del total del tallo (Fig. 4.18b), ya que el déficit hidrico condujo, en comparacion con
las plantas control, a un descenso del peso especifico del total del tallo en la linea 89, que se estimd
en un 31.18% (24.56 y 16.90 mg-cm™ en plantas control y sequia, respectivamente, Fig. 4.18b),
bajada superior a la observada en el peso especifico del ultimo entrenudo del tallo (Fig. 4.18a), y a un
descenso proximo a la significacion en la linea 76 (Fig. 4.18b), en la que el peso especifico del ultimo
entrenudo del tallo no varié con la disponibilidad hidrica (Fig. 4.18a). Los resultados reflejan una
considerable variabilidad genotipica para las caracteristicas de los entrenudos del tallo en el inicio del
desarrollo del grano tanto con amplia como con escasa disponibilidad hidrica, principalmente en el
peso, en conformidad con un estudio con un amplio grupo de genotipos de trigo, en el que ninguno
de ellos mostré pesos similares para el ultimo, penultimo y resto de entrenudos del tallo (Ehdaie et
al., 2006a). Si bien, la longitud del resto del tallo también varié entre los genotipos, y ambos
parametros influyeron en la longitud y el peso especifico del total del tallo.
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5.1.3.2.- Crecimiento en la madurez. Contribucion de reservas en el tallo al rendimiento de grano.
Repercusiones en el contenido de Cy N en el grano.

En la madurez, al igual que al inicio del desarrollo del grano, se estimé la materia seca de cada una
de las partes en las que fue fraccionado el tallo principal y la biomasa total del tallo principal, y se
evalud también el rendimiento de grano de los genotipos segun la disponibilidad hidrica. Como era
previsible, con respecto a la anterior etapa del desarrollo, el peso de la espiga aumentd en la
madurez, una vez completada la fase de llenado del grano, y a diferencia de lo ocurrido en el inicio
del desarrollo del grano varié en las lineas RCSL y Harrington con la disponibilidad hidrica (Tabla
4.19). En comparacion con las plantas de control, el déficit hidrico condujo en Harrington y las lineas
8, 76 y 89, respectivamente, a un descenso del peso de la espiga (13.1%, 21.9%, 35.3% y 28.2%) (Fig.
4.19a). En plantas de control hidrico el mayor peso de la espiga lo tuvo la linea 89 y el menor la linea
76, y Harrington vy la linea 8 tuvieron pesos similares, y aun cuando la sequia disminuyd el peso de la
espiga de manera mas acusada en las lineas 76 y 89 se mantuvieron las diferencias entre genotipos,
con la excepcién de que el peso de la espiga de la linea 89 fue similar al del cv. Harrington (Fig.
4.19a). La biomasa del tallo principal también varid entre los genotipos con la disponibilidad hidrica
(Tabla 4.19). El déficit hidrico redujo, con respecto a las plantas control, la acumulacién de biomasa
del tallo principal en Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (18.4%, 28.2%, 33.4% y
32.5%) (Fig. 4.19d). Con ambos niveles de disponibilidad hidrica, las lineas 89 y 76 tuvieron el mayory
menor peso del tallo principal, respectivamente, mientras que Harrington y la linea 8 tuvieron pesos
similares entre ellos. El descenso inducido por la sequia en el peso seco del tallo principal fue mayor
que en el de la espiga en todos los genotipos, exceptuando la linea 76 cuyo descenso fue levemente
atenuado. Y la contribucidn del peso de la espiga a la biomasa del tallo principal representd para
Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente, en condiciones de control hidrico (57.2%, 56.5%,
63.5% y 54.7%) y en condiciones de déficit hidrico (60.9%, 61.5%, 61.7% y 58.2%). Estos resultados
evidencian que en plantas de control hidrico, la contribucién del peso de la espiga al total del tallo
principal fue mayor en la linea 76 que en los demas genotipos, y algo mayor en Harrington y la linea 8
gue en la linea 89. Sin embargo, en plantas con escasa disponibilidad hidrica, la contribuciéon del peso
de la espiga al total del tallo principal fue similar entre Harrington y las lineas 8 y 76, y ligeramente
menor en la linea 89. En relacion con el otro componente importante a la biomasa total del tallo
principal, la fraccion tallo, el peso seco del ultimo entrenudo del tallo también varié en las lineas
RCSL y Harrington con la disponibilidad hidrica del suelo (Tabla 4.19, Fig. 4.19b). Asi, la sequia
disminuyd, con respecto a las plantas control, el peso del ultimo entrenudo del tallo en Harrington y
las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (20.4%, 36.8%, 25.6% y 30.7%) (Fig. 4.19b). El descenso del
peso del ultimo entrenudo del tallo inducido por la sequia en todos los genotipos en la madurez
contrasta con el observado al inicio del desarrollo del grano, que tuvo lugar Unicamente en la linea 89
(Fig. 4.16b), el genotipo mas precoz. En plantas de control hidrico la mayor biomasa del ultimo
entrenudo del tallo la tuvo la linea 89 y la de la linea 8 fue mayor que la de la linea 76, y la de
Harrington similar a la de ambas lineas RCSL, pero la sequia redujo la biomasa de dicha fraccién del
tallo hasta el punto de que las diferencias entre genotipos se atenuaron, excepto por el peso todavia
mayor en la linea 89 (Fig. 4.16b). Con relacidn al resto del tallo, la interacciéon no alcanzé el umbral de
significacion establecido (P=0.087), pero si que pudo observarse que el déficit hidrico redujo en un
35.5% el peso del resto del tallo con respecto a las plantas de control hidrico (Tabla 4.19). Dicho
descenso fue mas drdstico que el inducido en el del Gltimo entrenudo del tallo, que en promedio se
estimd en un 28.8%, con la variabilidad entre genotipos antes indicada (Fig. 4.19b). No obstante, las
lineas 76 y 89 tuvieron el menor y mayor peso del resto del tallo, respectivamente, y Harrington y la
linea 8 tuvieron pesos similares entre ellas (Tabla 4.19). La pauta de cambio entre genotipos en el
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peso del resto del tallo fue similar para la longitud de dicha fraccion del tallo (Tabla 4.20), ya que las
lineas 76 y 89 tuvieron, con ambos regimenes hidricos, la menor y mayor longitud del resto del tallo,
respectivamente, y Harrington y la linea 8 tuvieron longitudes similares (Fig. 4.20a). Estos resultados
parecen evidenciar la existencia de una correlacién positiva entre el peso y la longitud del tallo como
indicaron Hunt (1979) y Ehdaie et al. (2006a). La variabilidad descrita en la acumulacién de materia
seca en las fracciones del tallo entre genotipos con la disponibilidad hidrica se reflejé también en el
total de la fraccién tallo (Tabla 4.19). De manera que la pérdida de materia seca inducida por el
déficit hidrico, con respecto a las plantas control, en el total de la fraccién tallo se estimé en
Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (27.5%, 35.8%, 30.5% y 38.2%) (Fig. 4.19c). Estos
resultados muestran que el descenso inducido por la sequia del peso seco del resto del tallo en
comparaciéon con el del dltimo entrenudo del tallo fue mayor en Harrington y las lineas 76 y 89, y
levemente inferior en la linea 8. En dichos genotipos, esa mayor pérdida de materia seca del resto
del tallo que del ultimo entrenudo del tallo podria indicar una mayor contribucién del resto del tallo
al llenado del grano con la escasez de agua. Ademas, la contribucion del peso de la fraccién tallo a la
biomasa total del tallo principal en condiciones de control hidrico representé en Harrington vy las
lineas 8, 76 y 89, respectivamente (34.2%, 33%, 28.5% y 38.3%) y en déficit hidrico (30.4%, 29.5%,
29.7% y 35.1%). Todo lo anterior parece indicar que mientras que el tallo era el érgano predominante
en peso en el inicio del desarrollo del grano, como suele ocurrir en etapas tempranas reproductivas
(Bonnett and Incoll, 1992), en la madurez, una vez completado el ciclo reproductivo de la cebada, lo
fue la espiga, y constatan que tuvo lugar una mayor pérdida de materia seca del tallo con déficit
hidrico que con amplia disponibilidad hidrica. Se sabe que los carbohidratos se movilizan desde el
tallo durante la ultima fase del llenado del grano (Willenbrink et al., 1998) y pueden potencialmente
contribuir hasta en un 20% al rendimiento de grano tanto en el trigo (Schnyder, 1993; Wardlaw and
Willenbrink, 2000) como en la cebada (Bingham et al., 2007b) en ausencia de estrés, y su
contribucion puede ser notablemente incrementada bajo condiciones ambientales adversas, como la
sequia (Schnyder, 1993; Wardlaw and Willenbrink, 2000; Yang and Zhang, 2006), segun el genotipo y
la duracidén e intensidad del déficit hidrico impuesto (Blum, 1998). En conformidad con dichas
argumentaciones, la variabilidad genotipica en la contribucidon del peso seco de la fraccién tallo al
total del tallo principal con la disponibilidad hidrica parece revelar que muy posiblemente tuvo lugar
una mayor movilizacién de materia seca del tallo al grano con la sequia, indicativo de una mayor
translocacion de los carbohidratos solubles desde las reservas almacenadas en el tallo (Beheshti,
2013).

En la madurez, la fraccion tallo y la espiga fueron las fracciones predominantes en peso y su
contribucion a la biomasa del tallo principal en plantas de control hidrico representé en Harrington y
las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (91.4%, 89.5%, 91.9% y 93%) y en déficit hidrico (91.3%, 91%,
91.3% y 93.3%). Estos resultados muestran que la contribucién del total de las hojas a la biomasa del
tallo principal oscilé entre un 7%—10.5% en plantas de control hidrico, mientras que en condiciones
de escasa disponibilidad hidrica varié entre un 6.7%-9%, lo que parece indicar que fue ligeramente
menor con déficit hidrico que con amplia disponibilidad hidrica. En consonancia con dicha
apreciacion, la sequia tendid a disminuir el peso de las hojas bandera y penultima y redujo en un
35.1% el peso del resto de las hojas con respecto a las plantas de control hidrico (Tabla 4.19). Entre
los genotipos, el peso de las hojas y del resto de hojas fue menor en la linea 76 que en Harrington y
las lineas 8 y 89, con pesos similares entre ellos (Tabla 4.19). Cabe resaltar que las lineas 89 y 8
mostraron, en comparacién con los demds genotipos, la minima y maxima contribucion del peso de
las hojas a la biomasa total del tallo principal con independencia de la disponibilidad hidrica. Aun
cuando para el peso del resto de las hojas, la interaccion genotipo x disponibilidad hidrica no alcanzé
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el umbral de significacion establecido, las lineas 8 y 89 tuvieron un mayor peso seco del resto de las
hojas en condiciones de control hidrico en la madurez, y el efecto de la sequia fue mas acentuado
gue en los otros genotipos, que se estimd en la linea 8 en un 44.5% (0.2443 y 0.1356 g en plantas
control y sequia, respectivamente, Isd 0.0179) y en la linea 89 en un 37.3% (0.1973 y 0.1237 g en
plantas control y sequia, respectivamente, Isd 0.0179), frente al 34.8% y 20.6% apreciado en la linea
76 y Harrington, respectivamente. Singh and Stoskopf (1971) sefalaron que en el peso seco de
plantas de trigo, el tallo y las hojas incidieron en un 33% y un 9%, respectivamente. En este estudio,
al realizar la extrapolacidn a nivel del tallo principal completo, los resultados concuerdan con dichas
apreciaciones con cierta variabilidad atribuible al genotipo y la disponibilidad hidrica. En condiciones
de control hidrico, la contribucién de la fraccién tallo y las hojas a la biomasa del tallo principal,
promediado entre genotipos, representé un 33.5% y 8.5%, respectivamente, y en condiciones de
escasa disponibilidad hidrica llegd a representar un 31.2% y 7.8%, respectivamente. Estos resultados
sugieren que en ausencia de estrés hidrico la contribucién de ambas fracciones fue similar a la
indicada por Singh and Stoskopf (1971), y disminuyd ligeramente con déficit hidrico.

Con respecto a la longitud de las fracciones del tallo, la sequia redujo, en comparacién con las
plantas de control hidrico, la longitud del ultimo entrenudo del tallo un 10.7% (Tabla 4.20), reduccién
mayor que la observada al inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.17), que se estimd en un 3.7%, lo
gue sugiere que muy posiblemente los genotipos no hubieran logrado la longitud maxima de esta
fraccion del tallo en las fases tempranas del desarrollo del grano. Estos resultados difieren de
aquellos observados con un amplio grupo de genotipos de trigo cultivado en el campo con diferentes
niveles de disponibilidad hidrica en el suelo, en los que la reduccidon de la longitud del ultimo
entrenudo del tallo se estimé en un 15% (Ehdaie et al., 2006a). La longitud de dicha fraccién del tallo
fue mayor en las lineas 76 y 89 que en Harrington y la linea 8, lo que parece indicar que los genotipos
con la menor y mayor altura de planta tuvieron una mayor longitud del dltimo entrenudo del tallo
que los genotipos con una altura de planta intermedia (Tabla 4.20). Al igual que al inicio del
desarrollo del grano, la longitud del resto del tallo varié entre genotipos con la disponibilidad hidrica
(Tabla 4.20). La sequia redujo, con respecto a las plantas control, la longitud del resto del tallo en
Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (15.6%, 19.2%, 32.7% y 34%) (Fig. 4.20a), el efecto
de la sequia en todos los genotipos difiere del observado en la anterior fase del crecimiento, en la
qgue la sequia Unicamente redujo la longitud del resto del tallo en la linea 89 (Fig. 4.17a). Dicho
descenso se estimé en un 33.6%, similar al encontrado en la madurez, indicativo de que dicha
fraccion del tallo en la linea 89 pudiera haber logrado la longitud maxima al inicio del desarrollo del
grano. En la madurez, en plantas de control hidrico la mayor longitud del resto del tallo la tuvo la
linea 89 y la menor la linea 76, con longitudes similares entre Harrington y la linea 8, y aun cuando el
efecto de la sequia fue mas acusado en las lineas 89 y 76 se mantuvieron las diferencias entre
genotipos (Fig. 4.20a). La pauta de cambio de la longitud total de la fraccion tallo fue similar a la
observada para el resto del tallo (Fig. 4.20b), Unicamente varié la intensidad del efecto. Ya que el
déficit hidrico redujo, con respecto a las plantas control, la longitud de la fraccién tallo en Harrington
y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (14.6%, 16.1%, 22.7% y 25.9%), efecto mds atenuado que el
encontrado en el resto del tallo, como consecuencia de la repercusion del ultimo entrenudo del tallo
en el total, que fue mds tenue. En la madurez, la sequia disminuyd la longitud de las fracciones del
tallo en todos los genotipos, a diferencia de lo ocurrido en el inicio del desarrollo del grano, ello
podria derivarse de la ligera ralentizacién del desarrollo de los demds genotipos con respecto a la
linea 89y, por tanto, podria relacionarse con el tiempo que los diferentes genotipos necesitaron para
lograr alcanzar su longitud maxima de acuerdo con la variabilidad encontrada en estudios previos
con trigo (Borrell et al.,, 1993; Ehdaie et al., 2006a) y cebada (Bonnett and Incoll, 1992). La
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contribucion de la longitud del resto del tallo a la total varié con la disponibilidad hidrica en los
genotipos de cebada, ya que en condiciones de control hidrico representd en Harrington y las lineas
8, 76 y 89, respectivamente (60.4%, 62.3%, 52.8% y 69.5%), y con escasa disponibilidad hidrica
(59.7%, 59.8%, 46% y 61.8%). Estos resultados parecen indicar que la contribucidn de la longitud del
resto del tallo al total de la fraccién tallo, o a la altura de la planta, en condiciones de control hidrico
fue mayor en la linea 89 que en los demas genotipos, y mayor a su vez en la linea 8 y Harrington que
en la linea 76. Mientras que en condiciones de escasa disponibilidad hidrica, dicha contribucion fue
levemente disminuida en la linea 8, sensiblemente mas disminuida en las lineas 76 y 89, y muy
similar en Harrington. Y podria también inferirse que la contribucidn del dltimo entrenudo del tallo al
total fue mayor en la linea 76 que en los demas genotipos, y en condiciones de escasa disponibilidad
hidrica la contribucion del ultimo entrenudo del tallo fue mayor que la del resto del tallo en la linea
76. Los resultados resaltan la variabilidad genotipica en la altura de la planta, ya que con
independencia de la disponibilidad hidrica la linea 89 tuvo la mayor altura de planta y la linea 76 la
menor, mientras que el cv. Harrington y la linea 8 presentaron una altura similar e intermedia entre
las otras lineas RCSL. Una mayor altura de planta en la linea 89 se habia observado en estudios
previos en el campo (Inostroza et al., 2007; 2009; Del Pozo et al., 2012).

El peso especifico del ultimo entrenudo del tallo también varid entre genotipos con la
disponibilidad hidrica (Tabla 4.21). En comparacion con las plantas de control, el déficit hidrico indujo
un importante descenso del peso especifico en las lineas 8 y 89 (28.9% y 25.3%, respectivamente), un
descenso muy proximo a la significacién en la linea 76 (15.8%), y en Harrington no logré alcanzar
significacidn estadistica (8.8%) (Fig. 4.21). Estos resultados difieren de los encontrados en el inicio del
desarrollo del grano, en el que la sequia redujo el peso especifico del Ultimo entrenudo del tallo
Unicamente en la linea 89 y no tuvo efecto en los restantes genotipos (Fig. 4.18a). Es importante
resaltar que el descenso del peso especifico del ultimo entrenudo del tallo en la linea 89 fue un 2.7%
mayor que en la anterior fase (22.6% y 25.3% descensos en el inicio del desarrollo del grano y en la
madurez, respectivamente). Aun cuando el uUltimo entrenudo del tallo de la linea 89 no hubiera
logrado alcanzar su longitud maxima en el inicio del desarrollo del grano, muy posiblemente su
capacidad maxima potencial de acumulacion de biomasa no la habria logrado, porque los
carbohidratos en dicha fraccidn del tallo continuaron aumentando hasta el estadio de grano lechoso
tardio (Tabla 4.9). Por ello, el descenso del peso especifico del Ultimo entrenudo del tallo antes
descrito podria representar la movilizacién o translocaciéon de materia seca del ultimo entrenudo del
tallo al grano en la etapa final del llenado del grano, de acuerdo con las apreciaciones de Borrell et al.
(1993). En conformidad con las argumentaciones anteriores, la disminucion del peso especifico del
ultimo entrenudo del tallo entre los genotipos podria relacionarse con la pérdida de peso inducida
por la sequia en dicha fraccidn del tallo con respecto al control, que se estimé en Harrington y las
lineas 8, 76 y 89, respectivamente (20.4%, 36.8%, 25.6% y 30.7%), como ya se indico anteriormente.
Puesto que la pérdida de peso del ultimo entrenudo del tallo fue mas acusada en las lineas 8 y 89
muy posiblemente pudo disminuir el peso especifico significativamente con la sequia, sin embargo, la
pérdida de peso fue mas tenue en la linea 76 y Harrington, 25.6% y 20.4%, respectivamente, y el
peso especifico o bien mostré un descenso proximo a la significacidon o tendié a disminuir (Fig. 4.21).
En condiciones de control hidrico la linea 89 tuvo el mayor peso especifico del ultimo entrenudo del
tallo y la linea 76 el menor, con valores similares entre Harrington y la linea 8, y a pesar de que la
sequia indujo un mayor descenso en las lineas 8 y 89 se mantuvieron las diferencias entre genotipos,
excepto que el peso especifico de dicha fraccion del tallo no varid en la linea 8 con respecto a la linea
76 (Fig. 4.21). A pesar de que la sequia indujo un ligero descenso de la longitud del dltimo entrenudo
del tallo, éste parametro fue similar entre las lineas 89 y 76, y mayor a su vez en dichas lineas que en
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Harrington y la linea 8 (Tabla 4.20). Por lo que la variabilidad genotipica descrita en el peso especifico
del dltimo entrenudo del tallo sugiere que dichos entrenudos fueron mucho mas gruesos en la linea
89 que en ningln otro genotipo y en la linea 76 mas delgados. Esto explicaria que aunque el dltimo
entrenudo del tallo fuese mas corto en Harrington y la linea 8 que en la linea 76, sus pesos
especificos aumentasen con respecto a los de la linea 76 en condiciones de control hidrico, y que el
peso especifico del ultimo entrenudo del tallo fuese mayor con ambos niveles de disponibilidad
hidrica en la linea 89 que en los demas genotipos, aun a pesar de la importante reduccién del peso
de dicha fraccion del tallo inducida por la sequia. Del mismo modo, la notable reduccién del peso del
Ultimo entrenudo del tallo en la linea 8 con déficit hidrico condujo a que el peso especifico no
mostrase diferencias significativas con respecto a la linea 76 en condiciones de escasa disponibilidad
hidrica. Esta variabilidad descrita parece indicar que la movilizacion de materia seca desde el ultimo
entrenudo del tallo al grano pudo ser menor en la linea 76 y Harrington que en los otros genotipos de
cebada.

Por otra parte, el déficit hidrico redujo, con respecto a las plantas control, el peso especifico del
resto del tallo y del total de la fraccidn tallo un 12.3% y un 16.7%, respectivamente. El peso especifico
del resto del tallo fue menor en la linea 76 que en los demas genotipos (Tabla 4.21), como seria
previsible ya que fue el genotipo que tuvo con ambos niveles de disponibilidad hidrica, el menor peso
y la menor longitud de dicha fraccion del tallo de todos los genotipos de cebada (Tabla 4.19, Fig.
4.20). Resulta interesante comprobar que el peso especifico del resto del tallo disminuyé tanto en
plantas control como en sequia con respecto al inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.18, Tabla
4.21), lo que sugiere una importante contribucién de dicha fraccidn del tallo en la movilizacién de
materia seca. Esto concuerda con los estudios de Borrell et al. (1993) y Ehdaie et al. (2006a) que
observaron que los pesos especificos de las fracciones del tallo disminuyeron progresivamente en
todos los genotipos examinados, como consecuencia principalmente de una reduccién del peso mas
gue de la longitud de las fracciones. Generalmente, la longitud maxima de los entrenudos se alcanza
antes que el maximo peso, y cuando las condiciones ambientales son favorables, una gran
proporcién de los fotoasimilados se acumulan en los entrenudos inferiores, los cuales alcanzan su
longitud maxima durante la antesis o brevemente después (Davidson and Chevalier, 1992). Por tanto,
los entrenudos inferiores deberian de tener la longitud apropiada para alcanzar su potencial de
acumulacién de materia seca entorno a esa fase del desarrollo y podrian contribuir a la movilizaciéon
de materia seca en la post-antesis. Entre los genotipos, se observé un importante descenso del peso
especifico del resto del tallo, con respecto al inicio del desarrollo del grano, en las lineas 76 y 89
(Tabla 4.18, Tabla 4.21), lo cual podria indicar una importante translocacién de materia seca desde
esta fraccion del tallo durante el proceso de llenado del grano (Borrell et al., 1993; Cruz-Aguado et
al., 2000; Ehdaie et al., 2006a). Estudios previos han mostrado que las reservas de carbohidratos
almacenados en los entrenudos inferiores fueron removilizadas mdas tempranamente que las
almacenadas en los entrenudos superiores tanto en trigo (Ehdaie et al., 2006a; Li et al., 2013) como
en cebada (Bonnett and Incoll, 1993).

El llenado del grano y, por extensién, el rendimiento de grano depende de la asimilacién y
distribucién del carbono y del nitrégeno, lo que influye también en la calidad del grano de los
cereales (Zhang et al., 2010). En relacién con el rendimiento de grano de la espiga del tallo principal,
el peso del grano por espiga varié entre genotipos con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.23). En
comparacion con las plantas de control, el déficit hidrico condujo a un descenso del peso del grano
por espiga en Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (12.7%, 18.8%, 35% y 32.5%) (Fig.
4.26). En condiciones de control hidrico el mayor peso del grano por espiga lo tuvo la linea 89 y el
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menor la linea 76, con valores similares entre Harrington y la linea 8, pero la sequia disminuyé el
peso del grano hasta el punto de que Harrington tuvo un mayor peso del grano que las lineas RCSL, y
la linea 76 tuvo un menor peso que las lineas 8 y 89, con pesos similares entre ellas (Fig. 4.26).
Ademas, el déficit hidrico redujo, con respecto a las plantas de control hidrico, el nimero de granos
por espiga y el peso por grano en un 20% y 7%, respectivamente (Tabla 4.23), de acuerdo con
estudios previos con escasa disponibilidad hidrica (Voltas et al., 1998). Entre los genotipos, la linea 8
tuvo un mayor numero de granos por espiga que los demds genotipos. Reynolds et al. (2005) y
Rebetzke et al. (2008) asociaron un alto nimero de granos por espiga con una mejor particion de
asimilados de las partes vegetativas a la espiga. El peso por grano fue mayor en la linea 89 y el cv.
Harrington que en las lineas 8 y 76 (Tabla 4.23), lo que parece indicar que los genotipos con menor
numero de granos por espiga desarrollaron granos de mayor tamafio. A nivel de la espiga del tallo
principal, el peso por grano mostrd exactamente la misma tendencia que a nivel de planta entera,
aunque en este ultimo caso, el peso por grano de cada uno de los genotipos fue significativamente
diferente (Tabla 4.24). El peso por grano se considera a menudo el pardmetro mas estable de los
componentes del rendimiento de grano en la cebada (Bingham et al., 2007b), aunque parece existir
cierta variabilidad que depende del genotipo y del ambiente (Voltas et al., 1998). Se han encontrado
variaciones significativas en el peso por grano, en ausencia de estreses abidticos, en cultivos de una
misma variedad que crecen en condiciones comparables en diferentes lugares y estaciones (Bingham
et al.,, 2007b). En cebada y trigo, las diferencias genotipicas en el peso por grano parecen
relacionarse con el establecimiento del tamafio del sumidero en las etapas tempranas del desarrollo
del grano, que es cuando tiene lugar la expansién y desarrollo del nimero de células del endospermo
y se establece el nimero de granulos de almidén (Calderini et al., 1999). En trigo, se han mostrado
evidencias de que aquellos genotipos con un alto contenido de carbohidratos solubles en el tallo
suelen presentar espigas con un mayor peso y con un menor numero de granos por unidad de peso
de la espiga (Fischer, 2008). En un estudio con cuatro lineas recombinantes puras de trigo con
diferente capacidad de acumulacion de carbohidratos solubles, se ha mostrado que en aquellas
lineas con un alto contenido de carbohidratos solubles disminuyé el nimero de granos y aumento el
peso por grano, y la contribucidn de los carbohidratos solubles al rendimiento de grano fue mayor
qgue en aquellas con un menor contenido de carbohidratos solubles (Dreccer et al., 2009). Dichas
apreciaciones parecen estar de acuerdo con los resultados obtenidos en la linea 89, que fue el
genotipo que tuvo el mayor contenido de carbohidratos solubles en agua en el ultimo entrenudo del
tallo en el estadio de grano lechoso tardio (Tabla 4.9), y en la madurez presentd un contenido de
carbohidratos solubles en el grano y peso por grano similar al cv. Harrington y mayor que el de las
lineas 8 y 76 (Tabla 4.25, Tabla 4.23), pero proporcionalmente utilizé mas reservas del tallo en el
llenado del grano que el cv. Harrington (Tabla 4.28).

El peso por grano es un importante componente tanto del rendimiento como de la calidad del
grano en la cebada, ya que el peso por grano se relaciona con el tamafo del grano, y éste con el
potencial para extraer malta (Lee et al., 1989). Granos de mayor tamafno son preferibles para la
industria porque presentan mejor potencial para la extraccién de malta (Bingham et al., 2007a;
Zhang and Li, 2010), ya que mejoran la calidad maltera al aumentar el poder diastatico (Li et al.,
2008). Sin embargo, granos muy grandes pueden llegar a tener un impacto negativo en la calidad
maltera, particularmente en la tasa de hidratacién con agua y la modificacién durante el malteado
(Zzhang and Li, 2010). En nuestro estudio, en consonancia con dichas apreciaciones, la linea 89 y
Harrington presentaron granos con mayor peso y, por ende, de mayor tamafio que las otras lineas
RCSL (Tabla 4.23), por lo que potencialmente parecen reunir mejores caracteristicas para el
procesamiento en la industria de la cerveza (Peltonen-Sainio et al., 2007).
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Los usos potenciales de los granos de la cebada, bien para la produccion de cerveza o para la
alimentacién humana o animal, dependen en gran medida de la calidad del grano, que puede ser
influenciada por numerosos factores ambientales y genéticos (Fox et al., 2003). El endospermo de la
cebada estd compuesto principalmente de carbohidratos, entre ellos el almiddn, los azdcares simples
y otros polisacaridos distintos del almiddn (fructanos, celulosa y arabinoxylanos). El almiddn es el
principal carbohidrato componente del endospermo, ya que puede llegar a representar entre un
38%—76% de los azlcares del grano segun el cultivar, y se trata de uno de los factores mas
importantes que contribuye a la calidad del grano, junto con las proteinas (Gous et al., 2013). En este
estudio, con independencia de la celulosa y los arabinoxylanos, el carbohidrato predominante en los
granos de la espiga principal de la cebada fue el almiddn (Tabla 4.25), que llegd a representar en el
total de carbohidratos evaluados (solubles y almiddn) en Harrington y las lineas 8, 76 y 89,
respetivamente (95.1%, 96.3%, 95.8% y 94.9%). El déficit hidrico no tuvo efecto en el contenido de
almiddn del grano y entre los genotipos de cebada no hubo diferencias en la acumulacién de almidén
en el grano (Tabla 4.25). Estos resultados fueron similares a los observados por Gous et al. (2013) con
varios genotipos de cebada y difieren de aquellos que han mostrado que la sequia condujo a un
descenso notable del contenido de almiddn en los granos maduros (Jiang and Yu, 2007; Zhang and Li,
2010). Una reduccién en la concentracién de almidén en el grano se ha encontrado también en
plantas de trigo cultivadas en una atmdsfera enriquecida en CO, (Hogy et al., 2013a). Sin embargo, el
déficit hidrico aumentd, con respecto a las plantas control, el contenido de carbohidratos solubles en
agua en un 9.8% (Tabla 4.25). La linea 89 tuvo el mayor contenido de fructanos en el grano, y las
lineas 8 y 76 tuvieron un contenido similar e inferior al del cv. Harrington (Tabla 4.25). Cierta
variabilidad en el contenido de fructanos del grano se ha encontrado entre genotipos de trigo blando
(Huynh et al., 2008), y en el grano de plantas crecidas en CO, elevado se ha encontrado también un
aumento del contenido de fructanos (Hogy et al., 2013a). El contenido de sacarosa fue mayor en
Harrington y la linea 76 que en las otras lineas RCSL, y mayor a su vez en la linea 89 que en la linea 8.
La variabilidad genotipica descrita en el contenido de sacarosa y fructanos condujo a que Harrington
y la linea 89 tuvieran el mayor contenido de carbohidratos solubles en el grano, y a que aumentasen
en la linea 76 con respecto a la linea 8 (Tabla 4.25). En la madurez, se estudié también la relacion
entre la acumulaciéon de carbohidratos en el grano y los carbohidratos en las hojas y el udltimo
entrenudo del tallo. En las hojas, la sequia redujo el contenido de almidén y aumentd el de
carbohidratos solubles en agua, fructanos y glucosa (Tabla 4.27). En el ultimo entrenudo del tallo, el
déficit hidrico redujo el contenido de almidén y no tuvo efecto en el nivel de hexosas, sacarosa,
fructanos y el total de carbohidratos solubles en agua (Tabla 4.28). El elevado contenido foliar de
fructosa y glucosa, junto al escaso contenido de fructanos en ambas partes del tallo principal, sugiere
que tuvo lugar un incremento de la degradacién de fructanos (Morcuende et al., 2004; Joudi et al.,
2012) y una importante removilizacion de carbono en las fases finales del llenado del grano
(Wardlaw and Willenbrink, 2000). Estos resultados parecen mostrar una elevada variabilidad
genotipica en el contenido de carbohidratos entre los 6rganos fuente (hojas y ultimo entrenudo del
tallo) y el grano con la disponibilidad hidrica.

Durante el llenado del grano, el dosel vegetal aumenta la tasa de respiraciéon (McCullough and
Hunt, 1989) y la fotosintesis de la hoja bandera puede llegar a no ser suficiente para mantener la
respiracion y el crecimiento del grano bajo condiciones ambientales adversas como la sequia
(Rawson et al., 1983), por lo que el llenado del grano puede depender en mayor medida de los
carbohidratos almacenados en el tallo (Johnson et al., 1981; Gent, 1994). La fotosintesis en el cv.
Harrington muy posiblemente se mantuvo hasta fases mas avanzadas del llenado del grano que en
los demads genotipos como se ha indicado previamente, mientras que en la linea 89 disminuyé con
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anterioridad, por lo que la provisiéon de fotoasimilados directamente transferidos al grano pudo ser
mayor en Harrington que en los otros genotipos (Zhang et al., 2006). Aun a pesar de que el cv.
Harrington y la linea 89 tuvieron un mayor contenido de carbohidratos solubles en agua en el grano
que las otras lineas RCSL (Tabla 4.25), sin embargo, el contenido foliar de carbohidratos solubles y de
fructanos, promediado con la disponibilidad hidrica, fue mayor en Harrington que en las lineas RCSL
(Tabla 4.27), y dicho incremento derivd principalmente de la mayor acumulacién de fructanos en
condiciones de escasa disponibilidad hidrica (Fig. 4.30b). La limitacidn en la capacidad sumidero del
grano con respecto a las condiciones de control hidrico, pudo facilitar la acumulacién de
carbohidratos foliares con escasez de agua, en especial fructanos, por la menor demanda de carbono
para el llenado del grano (Fig. 4.30a, Fig. 4.30b), de acuerdo con estudios previos (Foulkes et al.,
2007; Reynolds et al., 2007). Ademas, el cv. Harrington tuvo, aun sin lograr significacion estadistica,
un mayor contenido de carbohidratos solubles y fructanos en el ultimo entrenudo del tallo que las
lineas RCSL (Tabla 4.28). Estos resultados parecen indicar que proporcionalmente el cv. Harrington
movilizd menos reservas almacenadas en el ultimo entrenudo del tallo al grano. Por el contrario, la
linea 89 tuvo un mayor contenido de fructanos en el grano que el cv. Harrington, mientras que el de
carbohidratos solubles en agua fue similar entre ambos genotipos (Tabla 4.25), y el contenido de
carbohidratos solubles cualquiera que fuera su naturaleza y el total de los mismos, tanto en las hojas
como en el ultimo entrenudo del tallo, fue menor en la linea 89 que en los demdas genotipos de
cebada (Tabla 4.27, Tabla 4.28). Los fructanos son la principal forma de almacenaje en los tallos, y sus
niveles disminuyeron notablemente no sélo en el ultimo entrenudo del tallo sino también en las
hojas, y aumentaron en el grano, lo que parece indicar una mayor contribucién de las reservas de
carbohidratos en tejidos vegetativos al llenado del grano en dicha linea RCSL (Gent, 1994). Estos
resultados parecen constatar que una mayor proporcién del peso por grano en la linea 89 fue
dependiente de los carbohidratos almacenados en el tallo con respecto a los otros genotipos de
cebada, y mas aln en comparacion con el cv. Harrington que tuvo un contenido de carbohidratos
solubles en el grano similar. Dreccer et al. (2009) propusieron que la contribucidn aparente de los
carbohidratos solubles al rendimiento de grano fue mayor en las lineas con un alto contenido de
carbohidratos solubles en agua en el tallo, de acuerdo con nuestros resultados en la linea 89.

Entre los principales componentes del grano destaca no sélo el almidén sino también las
proteinas (Beltrano et al., 2006). El contenido de proteinas es el otro atributo importante que
condiciona la calidad del grano de la cebada segun el uso al que se destine el grano. Concentraciones
elevadas de proteinas son deseables en términos de calidad nutricional si se destina el grano de
cebada para uso alimentario o pienso para animales. Sin embargo, un contenido proteico por encima
de un 11.5% tiene un impacto adverso en el proceso de malteado y calidad final de la cerveza (Hogy
et al., 2013b). En nuestro estudio, el déficit hidrico condujo a un incremento del contenido proteico
del grano (Tabla 4.26). En cereales, son varios los estudios que han mostrado un aumento del
contenido proteico en el grano bajo estrés hidrico terminal (Beltrano et al., 1999; Gooding et al.,
2003; Gous et al., 2013). El contenido de proteinas y de nitrégeno en el grano aumento en las lineas
RCSL en comparacion con el cv. Harrington, y en la linea 89 con respecto a las lineas 8 y 76 (Tabla
4.26). Las proteinas del grano se sintetizan esencialmente a partir del nitrégeno asimilado antes de la
antesis, que es translocado al grano, mientras que la contribucidn del nitrégeno tomado después de
la antesis es menor (Dupont and Altenbach, 2003). De acuerdo con dicha apreciacién, la mejora del
contenido proteico del grano inducida por la sequia pudo deberse a la movilizacién de las proteinas
del tallo, como evidencia el descenso de proteinas solubles observado en el ultimo entrenudo del
tallo, y muy posiblemente también de las hojas, aunque no logré alcanzar significacién estadistica
(Tabla 4.29). En Harrington, el menor contenido de nitrégeno y proteinas en el grano pudo atribuirse
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a una menor translocacién del nitrégeno almacenado en el tallo, ya que el contenido de proteina
soluble y nitrégeno en el ultimo entrenudo del tallo fue mayor que en la linea 89 y 8, si bien no
mostré diferencias significativas con respecto a la linea 76 (Tabla 4.29). Por el contrario, en la linea
89, el aumento del contenido proteico del grano pudo relacionarse con una mayor translocacion del
nitrégeno almacenado en el dltimo entrenudo del tallo, puesto que el contenido de nitrégeno en
dicha fraccién del tallo disminuyd con respecto a los demas genotipos, y el contenido de proteinas
solubles fue menor que en Harrington y la linea 76 y tendié a disminuir en comparacién con la linea 8
(Tabla 4.29). Zhang and Li (2010) observaron que lineas de cebada con granos pequefios,
generalmente, contienen menos almidén y altos niveles de proteina. En conformidad con dicha
propuesta, la linea 8 presentd el menor peso por grano, un menor contenido de almiddén y un alto
contenido de proteina soluble, una tendencia relativamente similar se observo en la linea 76 (Tabla
4.26). Por el contrario, el contenido de almidén suele aumentar en los granos grandes, a la vez que
disminuye el contenido de proteina (Zhang and Li, 2010), el cv. Harrington cumpliria dichas
indicaciones. Sin embargo, la linea 89 tuvo el mayor contenido de proteinas en el grano y el peso por
grano tendié a aumentar con respecto al cv. Harrington, lo cual difiere de dichas apreciaciones.
Ehdaie and Waines (1996) propusieron que son dos los componentes involucrados en la contribucion
de las reservas almacenadas en el tallo al rendimiento de grano en trigo, el primer componente es la
capacidad de almacenar asimilados en el tallo, y el segundo componente es la eficiencia en la
movilizacién o translocacién de reservas al grano. Este segundo componente parece depender de la
fuerza sumidero del grano, que puede variar en funcidon del nimero de granos por espiga y del peso
de los granos. En base a dichas apreciaciones, la linea 89 tuvo una mayor capacidad de almacenaje
de asimilados en el tallo porque presenté entrenudos mas largos y con mayor peso especifico, junto
a una mayor eficiencia en la translocacién de las reservas del tallo ya que la contribucidn de los
carbohidratos al rendimiento de grano fue mayor. En dicha linea RCSL, la fuerza colectora del grano
pudo ser mayor porque tuvo menos granos por espiga y de mayor tamafio, y todo ello pudo
redundar en una mejora de la calidad del grano, tanto en el contenido de carbohidratos como en el
contenido proteico, lo que podria facilitar su uso tanto industrial como nutricional. Las otras lineas
RCSL tuvieron también un mayor contenido de proteinas que el cv. Harrington, lo cual mejoraria
potencialmente la calidad del grano para ciertos usos.

5.1.4.- El déficit hidrico afecta a la acumulaciéon de biomasa y rendimiento de grano de las
plantas de cebada.

La escasez en la disponibilidad hidrica del suelo a menudo afecta al rendimiento y la
productividad de los cultivos (Beltrano et al., 2006). En la madurez, el déficit hidrico redujo
notablemente la acumulacidon de materia seca en las plantas de cebada como consecuencia de un
descenso del nimero de tallos y de espigas por planta (Tabla 4.22), en conformidad con las
apreciaciones indicadas por Gous et al. (2013). Una menor acumulacion de biomasa en condiciones
de estrés hidrico se ha encontrado en estudios recientes con cebada (Gous et al., 2013) y trigo
(Weldearegay et al., 2012; Li et al., 2013) y también con Arabidopsis (Hummel et al., 2010). El
ahijamiento comienza en etapas anteriores a la iniciacion de las estructuras reproductivas (Duggan et
al., 2005), y se ha mostrado que cualquier limitacién en la disponibilidad hidrica del suelo en etapas
tempranas del desarrollo de los cereales reduce el nimero de tallos por planta (Yunusa and Sedgley,
1992) y la demanda de agua en la pre-antesis (Richards and Townley-Smith, 1987; Mitchell et al.,
2013). Entre los genotipos, la biomasa aumentd en la linea 8 en comparacién con Harrington y la
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linea 76 y tendié a aumentar con respecto a la linea 89 (Fig. 4.22). Cambios bastante similares al
patrén de acumulacién de biomasa se observaron en la eficiencia en el uso del agua a nivel de planta
entera (WUE, water use efficiency, razon entre la materia seca producida y la cantidad de agua
consumida), ya que la eficiencia en el uso del agua aumentd en la linea 8 en comparacién con el cv.
Harrington vy la linea 76 y fue similar a la de la linea 89 (5.25, 7.09, 5.44 y 6.72 g-L', WUE en
Harrington vy las lineas 8, 76 y 89, Isd 1.25), aunque a diferencia de la acumulacién de biomasa, la
WUE fue también mayor en la linea 89 que en los otros dos genotipos. Desde un punto de vista
fisiolégico, la elevada eficiencia en el uso del agua se ha considerado tradicionalmente como un
mecanismo que permite el incremento de la productividad y la supervivencia en ambientes secos
(Jones, 1993). Esa mayor acumulacion de biomasa en la linea 8 se relaciond, aun sin lograr el umbral
de significacidn establecido, con un mayor nimero de tallos por planta (Tabla 4.22), de acuerdo con
la propuesta de Gous et al. (2013) de que un aumento de biomasa en la cebada a menudo es el
resultado de un incremento en el nimero de tallos. Si bien, conviene resaltar que el ambiente influyé
en el nimero de tallos por planta entre los genotipos de cebada (Tabla 4.22), ya que el ahijamiento
fue mayor en la linea 8 que en el resto de genotipos en condiciones de control hidrico (41, 58, 43 y
47 tallos por planta en Harrington vy las lineas 8, 76 y 89, Isd 13.2), y no hubo diferencias entre
genotipos en condiciones de escasa disponibilidad hidrica (21.7, 22.7, 22.3 y 19 tallos por planta en
Harrington vy las lineas 8, 76 y 89, Isd 13.2). Por lo que la reduccién del ahijamiento inducida por la
sequia, que se estimd con respecto a las plantas control en un 54.7% (Tabla 4.22), fue mayor en la
linea 8 (60.9%) que en Harrington y la linea 76 (47.1% y 48.1%, respectivamente) y similar a la de la
linea 89 (59.6%). Estos resultados revelan que la mayor acumulacién de materia seca en la linea 8
deriva del incremento del nimero de tallos por planta en condiciones de control hidrico, lo cual
parece constatar que el ahijamiento es regulado genéticamente y es influenciado por el ambiente
(Dreccer et al., 2013). Diferencias genotipicas en el numero de tallos por planta se han mostrado en
trigo (Duggan et al., 2005), arroz (Fujita et al., 2010) y sorgo (Kim et al., 2010). El ahijamiento
determina el nimero de espigas que es un importante componente del rendimiento (Duggan et al.,
2005; Dreccer et al., 2013). En este estudio, la sequia indujo un notable descenso del nimero de
tallos productivos o, lo que es lo mismo, del nimero de espigas por planta en todos los genotipos
(Fig. 4.24), indicativo de que la imposicion de la sequia con anterioridad a la antesis influyo en el
numero de espigas. Estos resultados confirman que el nimero final de espigas puede reducirse
cuando las condiciones de sequia prevalecen durante el periodo completo del desarrollo del grano
(Innes et al., 1985; Blum and Pnuel, 1990; Foulkes et al., 2007; Dolferus et al., 2013) y que el efecto
depende de la intensidad y duracién del estrés hidrico y de la etapa de desarrollo de la planta (Innes
et al., 1985; Blum and Pnuel, 1990; Foulkes et al., 2007; Li et al., 2013). En control hidrico la linea 8 y
el cv. Harrington tuvieron el mayor y menor nimero de espigas por planta, respectivamente (Fig.
4.24), y en déficit hidrico el numero de tallos productivos fue similar entre los genotipos, lo que
indica que el efecto de la sequia fue mas acusado en la linea 8 que en los demads genotipos, y
ligeramente menos acentuado en el cv. Harrington que en las lineas 76 y 89 (Fig. 4.24). Esto
repercutié en que el porcentaje de tallos con espiga por planta disminuyese en el cv. Harrington en
comparacién con las lineas 76 y 89 y tendid a disminuir con respecto a la linea 8 (Tabla 4.22). En esta
linea 8, el descenso del numero de tallos y espigas por planta inducido por la sequia fue mas drastico
que en los demas genotipos, por lo que el porcentaje de tallos con espiga disminuyé o tendié a
disminuir con respecto a las lineas 76 y 89, respectivamente (Tabla 4.22). En conjunto, estos
resultados muestran la variabilidad en el ahijamiento y la diferente susceptibilidad al ambiente de los
genotipos de cebada, junto a la estrecha relacién existente entre el nimero de tallos y de espigas por
planta con la biomasa de las plantas en la madurez (Gous et al., 2013). Aln a pesar de que la
interaccion genotipo x disponibilidad hidrica no alcanzé el umbral de significacion establecido
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(P=0.084) en el anadlisis de la varianza de la biomasa, mostré que en condiciones de escasa
disponibilidad hidrica el peso por planta no varié significativamente entre los genotipos, al igual que
el nimero de tallos y de espigas por planta (Tabla 4.22, Fig. 4.24), por lo que la variabilidad
encontrada se asocid con las condiciones de control hidrico, como se anticipd previamente. El efecto
de la sequia en la biomasa reflejé exactamente la influencia observada en el ahijamiento, ya que el
déficit hidrico redujo, en comparacién con las plantas control, la biomasa en un 70.3%, 78.6%, 73.4%
y 74% (36 y 10.7, 60.3 y 12.9, 41y 10.9, 50.8 y 13.2 g-planta™ en control y sequia en el cv. Harrington
y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente, Isd 12.47). Todo lo cual refleja que el descenso de biomasa
inducido por la sequia fue mayor en la linea 8 que en los demds genotipos, pero no llegd a
contrarrestar completamente la acumulacidén de materia seca de las plantas de control hidrico, ya
que promediado con la disponibilidad hidrica la biomasa de la linea 8 fue mayor que la de los otros
genotipos (Fig. 4.22), como se ha indicado anteriormente.

Se ha sugerido que el rendimiento de grano es un pardmetro extremadamente complejo (Acreche
and Slafer, 2006) y de una baja heredabilidad, ya que depende tanto del genotipo como del ambiente
(Reynolds et al., 2006; Araus et al., 2008; Nevo and Chen, 2010). En cebada, uno de los principales
determinantes del rendimiento de grano es el nUmero de espigas productivas en el momento de
cosecha, que depende tanto del numero de tallos por planta como de la cantidad de espigas
productivas (Garcia del Moral and Garcia del Moral, 1995), e influye en los componentes mas
importantes del rendimiento, el nimero de granos por unidad de superficie y el peso del grano
(Acreche and Slafer, 2006; Araus et al., 2008; Francia et al., 2013). El porcentaje de espigas por planta
promediado fue superior al 50% en las lineas 76 y 89, y ligeramente inferior a dicho porcentaje en la
linea 8 y Harrington (Tabla 4.22). Resultados similares a aquellos observados en un estudio con varias
lineas de trigo sometidas a estrés hidrico de diferente intensidad, en el que aproximadamente un
46% de los tallos generaron espigas productivas en la madurez (Mitchell et al., 2013). La sequia no
sélo redujo el nimero de espigas por planta sino también el nUmero de granos por planta (Fig. 4.24,
Fig. 4.27), pardmetro que varidé entre genotipos con la disponibilidad hidrica. En condiciones de
control hidrico las lineas 8 y 76 tuvieron un mayor nimero de granos que el cv. Harrington y la linea
89 (Fig. 4.27), como era predecible, puesto que también tuvieron un mayor nimero de espigas por
planta (Fig 4.24), pero la sequia disminuyd el nimero de granos por planta mas drasticamente en las
lineas 8 y 76 hasta el punto de que las diferencias entre genotipos se atenuaron (Fig. 4.27). Estos
resultados revelan una elevada variabilidad en el nUmero de granos por planta entre los genotipos
con amplia disponibilidad hidrica, y la imposicién del déficit hidrico con anterioridad a la antesis y su
mantenimiento durante el llenado del grano redujo notablemente este componente del
rendimiento. En coherencia con varios estudios que indican que la escasez en la disponibilidad
hidrica brevemente antes o durante la post-antesis puede desencadenar efectos importantes en el
rendimiento de grano porque el nimero de granos y el tamafio del grano se establece durante esta
fase del desarrollo (Loss et al., 1989; Beltrano et al., 2006; Fischer, 2008; Li et al., 2013).

Con relacién al peso del grano, el otro componente importante del rendimiento de grano, el
déficit hidrico condujo, con respecto a las plantas de control hidrico, a un drastico descenso del peso
del grano, que se estimd en un 77.9% (Tabla 4.24). De acuerdo con la proposicion de que una
limitacion en la disponibilidad hidrica del suelo en las etapas tempranas del desarrollo del grano
disminuye el numero de células del endospermo y reduce el potencial colector del grano, lo que se
traduce en una reduccion del peso del grano como consecuencia de la pérdida de capacidad del
endospermo para acumular almidén (Saini and Westgate, 1999). La interaccidon genotipo x
disponibilidad hidrica no logré el umbral de significacion establecido (P=0.077), pero mostré una
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pauta de cambio similar a la descrita para el nimero de granos por planta segun la disponibilidad
hidrica (Fig. 4.27). Y cabe indicar que la mayor pérdida de peso del grano inducida por la sequia fue
en la linea 8, que se estimd en un 81.4% (18.52 y 3.44 g-P"* en plantas control y sequia, Isd 4.189),
mientras que la disminucidn del peso del grano fue inferior en los otros genotipos o prdoxima al
promedio antes indicado. No obstante, pudo apreciarse que en las lineas 8 y 76, los genotipos con
mayor numero de granos en condiciones de control hidrico, el peso del grano aumenté con respecto
a los otros dos genotipos, aunque el de la linea 76 tendié a aumentar con respecto a la linea 89
(Tabla 4.24). Los resultados sugieren la existencia de una buena correlacidon entre el numero de
granos y el peso del grano, y reflejan la variabilidad genotipica entre el peso del grano observado
para cada genotipo y nivel de disponibilidad hidrica. Esto parece indicar que existe un fuerte
componente genético que subyace en la diferente sensibilidad de cada uno de los genotipos a una
restriccion en la disponiblidad hidrica, y muestra que el déficit hidrico redujo el rendimiento de grano
como consecuencia de un descenso del nimero y peso del grano. De acuerdo con otros estudios que
han mostrado que el déficit hidrico durante el llenado del grano redujo el rendimiento de grano
como consecuencia de un descenso del nimero y peso de grano en arroz (Lilley and Fukai, 1994),
girasol (Goksoy et al., 2004), maiz (Chimenti et al., 2006) y trigo (Ehdaie et al., 2008). Y difieren de
aquellos en los que la imposicidon de la sequia en etapas tardias del llenado del grano disminuyé el
peso de grano, mientras que el nimero de granos apenas fue alterado (Karim et al., 2000; Li et al.,
2013).

El déficit hidrico disminuyd también el peso por grano (Tabla 4.24), lo que sugiere que el descenso
del rendimiento de grano inducido por la sequia en el cultivar parental Harrington y en las lineas
recombinantes se asocid con una reduccidon del nimero de tallos, espigas y granos por planta y el
peso de los granos individuales. Un descenso del rendimiento de grano se ha observado en un
estudio anterior sobre el efecto de la sequia terminal en un grupo de 24 lineas RCSL de cebada
cultivadas en el campo (Del Pozo et al., 2012). Borras et al. (2004) propusieron que el peso por grano
contribuye al rendimiento de grano ya que para un numero de granos hay un amplio margen de
rendimiento alcanzable debido a la variacién en el peso de grano. De acuerdo con dicha propuesta,
entre los genotipos de cebada se ha observado una amplia variabilidad en el peso por grano, ya que
el peso por grano fue mayor en la linea 89 que en los demas genotipos, mayor en Harrington y la
linea 76 que en la linea 8, y mayor a su vez en el cv. Harrington que en la linea 76 (Tabla 4.24). Estos
resultados sugieren que los genotipos con un mayor nimero de granos generaron granos mas
pequefios, a diferencia de aquellos que mostraron un menor nimero de granos pero de mayor
tamafio. Se ha mostrado que genotipos con un alto contenido de carbohidratos no estructurales en
sus tallos generalmente producen un menor nimero de granos con mayor peso por grano (Slewinski,
2012). Sin embargo, los genotipos con menor contenido de carbohidratos solubles generan mas
granos por espiga con un menor peso (Rebetzke et al., 2008). Una cierta relacion entre el peso por
grano y el contenido de carbohidratos solubles del tallo en las lineas RCSL y el cv. Harrington puede
inferirse en este estudio, ratificando en cierto modo dichas apreciaciones.

El indice de cosecha es el pardmetro mas utilizado para medir la eficacia de la planta para
transformar la biomasa en grano, que es la relacién entre el peso del grano y el peso total de la
planta. La sequia condujo, con respecto a las plantas control, a un descenso del indice de cosecha de
un 14%. Los valores de indice de cosecha se encontraron en rangos proximos a los sefialados por
Vogel et al. (1963). Un descenso de dicho indice se ha observado frecuentemente en condiciones de
estrés hidrico con diferentes especies vegetales (Foster et al., 1995; Ramirez-Vallejo and Kelly, 1998;
Bingham et al., 2009). El indice de cosecha aumentd en la linea 76 en comparacién con Harrington y
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las otras dos lineas RCSL, y no varid significativamente entre estos ultimos genotipos (Fig. 4.28).
Vogel et al. (1963) observaron que plantas con un tamafio reducido y alto rendimiento suelen tener
un indice de cosecha mas elevado. De acuerdo con dicha propuesta, la linea 76 tuvo el mayor indice
de cosecha, y fue el genotipo con una menor altura de planta y con un alto peso de los granos. No
obstante, cabe sefialar que aun cuando el peso del grano por planta de la linea 76 fue similar al de la
linea 8, el numero de granos fue menor y el peso por grano mayor (Tabla 4.24). Esto indica que
desarrollé granos de mayor tamafio, y justifica que, alin con un menor nimero de granos por planta
que la linea 8, el peso del grano por planta fuese similar entre ambas lineas RCSL.

5.2.- EXPERIMENTO 2.

5.2.1.- El déficit hidrico de menor intensidad afecta a la asimilacion fotosintética del CO,
en la post-antesis de la cebada.

En este experimento, el déficit hidrico impuesto fue menos severo que en el primero y, como era
previsible, condujo en todos los genotipos a un descenso mas tenue de la asimilacién fotosintética
del CO, en las condiciones de crecimiento (con luz saturante y concentracion de CO, de 390
umol-mol™), tanto en el inicio del desarrollo del grano como en los estadios de grano lechoso medio
y lechoso tardio (Fig. 4.31a, Fig. 4.33a, Fig. 4.35a). Con el avance del desarrollo de las plantas, la
fotosintesis fue disminuyendo con independencia de la disponibilidad hidrica del suelo y del nivel de
CO, utilizado en la medida como consecuencia de la progresién de la senescencia foliar, que podria
inferirse por la pérdida de clorofilas (Tabla 4.42).

En el inicio del desarrollo del grano, con 390 },lmol-mol'1 de CO, en la medida, el descenso de
fotosintesis inducido por la escasez en la disponibilidad hidrica fue mas leve en el cv. Harrington que
en las lineas RCSL, en las que el efecto fue similar (Fig. 4.31a), lo que condujo a que la fotosintesis
aumentase en el cv. Harrington con respecto a las lineas RCSL en condiciones de déficit hidrico, pauta
contraria a la observada en condiciones de control hidrico. La sequia indujo una disminucidn de la
conductancia de los estomas en todos los genotipos, menos intensa en Harrington y las otras lineas
RCSL que en la linea 89 (Fig. 4.31b), lo que sugiere una elevada sensibilidad de la g, al déficit hidrico
en dicha linea RCSL. Estudios previos han mostrado variaciones genotipicas en el efecto de la sequia
en la conductancia estomatica (Johnson et al.,, 1987, Matin et al., 1989; Inoue et al., 2004). El
descenso de la g, es el efecto mas inmediato del déficit hidrico en la mayoria de los estudios (Ritchie
et al., 1990; Gonzalez et al., 2010; Del Pozo et al., 2012). La sequia no sélo disminuyd la g, sino
también la transpiracion (Fig. 4.31d), lo que muestra que la reduccién de la apertura estomatica con
el estrés hidrico limita la pérdida de agua y permite mantener la turgencia celular (Hamidou et al.,
2007; Benesova et al., 2012). Las diferencias en E dentro de las RCSL y Harrington variaron con la
disponibilidad hidrica. Asi, en condiciones de control hidrico la mayor E la tuvo la linea 76 y la menor
la 89, con valores similares entre Harrington y la linea 8, pero la sequia disminuyd E hasta el punto de
que las diferencias entre genotipos se atenuaron, excepto por el valor todavia menor en la linea 89
(Fig. 4.31d). En control hidrico, las diferencias genotipicas en E no se relacionaron con las respectivas
diferencias en g,. La mayor superficie verde de la linea 89 (Tabla 4.50) podria inducir mayor déficit
hidrico interno que limitara E. Aunque la linea 76 también tuvo un valor alto de superficie del resto
de hojas, la escasa superficie de las hojas bandera y penultima podria mejorar el estado hidrico de
dichas hojas y explicar la mayor E. El menor contenido porcentual de humedad en las hojas de la
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linea 89 (Tabla 4.53) podria sustentar que tuvo mayor déficit hidrico interno. No obstante, el
contenido hidrico relativo de las hojas (Tabla 4.48) no mostrd diferencias significativas que
confirmaran los cambios genotipicos en déficit hidrico interno indicados. La disminucién de la
fotosintesis inducida por la sequia se acompand de un aumento de la concentracién de CO, en los
espacios intercelulares en todos los genotipos, con la excepcién de la linea 89 (Fig. 4.31c), que podria
ser indicativo de una limitacidon no estomatica de la fotosintesis. En el cv. Harrington y las lineas 8 y
76, la posible limitacién metabdlica de la fotosintesis no se encontrd en el anterior experimento
cuando a plantas mas jovenes se impuso una sequia mas severa (Fig. 4.1c). Sin embargo, en la linea
89, la sequia no tuvo efecto en la C, al igual que en este experimento, por lo que la respuesta de la C;
no varié con la intensidad de la sequia en este genotipo (Fig. 4.1c, Fig. 4.31c). Se ha descrito que la
respuesta de la conductancia de los estomas y de la fotosintesis al contenido hidrico relativo foliar,
uno de los parametros mas cominmente utilizado para la estimacion del estado hidrico de la planta
y la intensidad de la sequia, parece depender del genotipo, de la duraciéon y velocidad de imposicion
de la sequia (Tardieu and Simonneau, 1998; Lawlor, 2002; Bunce, 2004). En este experimento, las
diferencias descritas en la C; resultan sorprendentes, dado que la severidad de la limitacién hidrica
impuesta fue menor que en la anterior experimentacion, en la que no se encontraron. Las diferencias
en C; con la sequia o entre genotipos, no parecen relacionarse con el RWC foliar, que no varié
significativamente (Tabla 4.48). Ya se ha indicado que el cdlculo de la C; por medidas de intercambio
gaseoso puede conducir a una sobreestimacion de dicho parametro por el cierre irregular de los
estomas en hojas deshidratadas (Terashima, 1992) o por cambios en la conductancia de la cuticula al
vapor de agua (Boyer et al., 1997). Por lo que se realizaron medidas con concentraciones elevadas de
CO, para poder distinguir los efectos estomaticos y no estomdticos de la sequia sobre la fotosintesis
(Cornic, 2000). En este experimento, comparando las medidas con concentraciones elevada vy
ambiente de CO,, la conocida disminucion de g, inducida por el aumento del CO, se observd en todos
los genotipos, excepto en plantas de control hidrico de la linea 76 (Fig. 4.32b, Fig. 4.31b). Ademas, en
las lineas 8 y 76 el descenso de g, inducido por la sequia con respecto a las plantas control fue mayor
con [CO,] elevado que ambiente. En estas lineas, la mayor limitacién aparente de los procesos
metabdlicos por la sequia, que sugerian las medidas en [CO,] ambiente, podria aumentar la
sensibilidad de los estomas al CO,. Los descensos con la sequia en la concentraciéon de CO, en los
espacios intercelulares podrian deberse a las disminuciones de g, (Fig. 4.32c, Fig. 4.32b). Asi, mientras
gue en medidas con CO, ambiente la sequia disminuyd g, pero generalmente aumenté C;, con CO,
elevado disminuyé C;. Esta caida se asocid con la desaparicion o fuerte disminucion del efecto
negativo de la sequia en la fotosintesis (Fig. 4.32a) encontrado en CO, ambiente. Puesto que con
[CO,] elevado la fotosintesis esta limitada por la regeneracién de Ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP) y el
transporte fotosintético de electrones (Farquhar et al., 1980; Sharkey, 1985), hay que concluir que la
sequia no inhibié estos procesos. Mads aun, en las lineas 8 y 89 la fotosintesis fue mayor con sequia
respecto a las plantas control, lo que puede sugerir un transporte de electrones mas eficiente. La
sequia puede aumentar la relacidn entre complejos de captura de luz y centros de reaccion del
fotosistema Il (Giardi et al., 1996) y la eficiencia fotoquimica de los centros abiertos de dicho
fotosistema (Sanchez-Rodriguez et al., 1997).

En el estadio de grano lechoso medio, con 390 umol-mol'1 de CO, en la medida, la fotosintesis
disminuyd en las plantas de control hidrico y apenas varié en aquellas con escasa disponibilidad
hidrica con respecto al anterior estadio de desarrollo (Tabla 4.31, Tabla 4.30), lo que condujo a que el
efecto del déficit hidrico en la fotosintesis de los genotipos de cebada se atenuase en comparacién
con el inicio del desarrollo del grano. Con la progresion del tiempo de exposicidn a la sequia y el
avance del desarrollo de las plantas, el contenido hidrico relativo foliar disminuyd tanto en plantas
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control como con escasa disponibilidad hidrica, aunque nuevamente entre los genotipos no se
apreciaron diferencias significativas (Tabla 4.48). EI menor descenso de la fotosintesis con escasa
disponibilidad hidrica podria relacionarse con el contenido hidrico relativo comparativamente bajo
de las plantas de control (Fig. 4.33a). La atenuacién del efecto del déficit hidrico en la fotosintesis, se
observé también en el resto de pardmetros de intercambio gaseoso, hasta el punto de que la gs no
vario con la disponibilidad hidrica en el cv. Harrington y las lineas 8 y 76, y Unicamente disminuyé en
la linea 89 (Fig. 4.33b), lo que indica una carencia de sensibilidad de la g, al déficit hidrico en todos los
genotipos, con la excepcion de la linea 89. Promediado entre los genotipos, el aumento de C; y la
disminucién de E con la sequia se asociaron con el descenso de g, (Tabla 4.31), siendo el aumento de
C; indicativo de una posible limitacién no estomatica de la fotosintesis, ya sugerida con anterioridad
en el inicio del desarrollo del grano. Ademas, C; y E variaron entre genotipos de manera que la C; fue
menor en la linea 76 que en las otras lineas RCSL y tendié a serlo con respecto al cv. Harrington, y por
el contrario, la E fue menor en las lineas 8 y 89 que en la linea 76, y mayor, a su vez, en esta ultima
linea que en el cv. Harrington, lo que sugiere que la pauta de cambio de la E y C; entre los genotipos
fue opuesta (Tabla 4.31). Las diferencias en C; entre genotipos, como las causadas por la sequia,
parecieron debidas a diferencias de g.. Las diferencias genotipicas en la E, en cambio, no se
relacionaron con la g, ya que mostraron menor E los genotipos con mayor g,, aunque las diferencias
en esta ultima no fueron significativas. El contenido porcentual de humedad del resto de hojas fue
mas bajo en las lineas con menor E, las lineas 89 y 8 (Fig. 4.52a), lo que puede sugerir que un mayor
déficit hidrico interno redujo la transpiracién en estos genotipos. Que el efecto de la sequia en la g
de la linea 89 fuese mayor que el observado en los otros genotipos (Fig. 4.33b) podria deberse
también a un mayor déficit hidrico interno, que estaria inducido por la mayor superficie verde de la
espiga y el tallo (Tabla 4.51). Con concentraciones elevadas de CO, en la medida la inhibicion de la
fotosintesis con la sequia observada con concentracién ambiente de CO, desaparecié en gran medida
(Fig. 4.34a). Esto indica que la sequia generalmente no inhibié la regeneracion de RuBP y el
transporte de electrones, y que el efecto principal de la sequia fue reducir la difusién de CO, hasta el
cloroplasto. La linea 76 mostré una disminucion de la fotosintesis con la sequia que no se asocié con
disminucién de g, sino con aumento de C; (Fig. 4.34b, Fig. 4.34c), lo que puede sugerir limitacion del
transporte de electrones y regeneracion de la RuBP. La disminucién de g, inducida por el aumento de
CO, se observé Unicamente en las lineas 8 y 89, como en las medidas con CO, ambiente (Fig. 4.34b,
Fig. 4.33b), posiblemente por las razones ya expuestas. Excepto en la linea 76, la disminucién de E
con la sequia fue paralela al descenso g, y probablemente fue consecuencia del mismo. La E fue
mucho menor con sequia que en plantas de control de la linea 76 debido principalmente a su alto
valor en estas Uultimas, que puede estar relacionado con un mejor estado hidrico interno a
consecuencia de su menor superficie verde, en comparacién con los otros genotipos.

En el estadio de grano lechoso tardio, en las condiciones de crecimiento, la sequia condujo a un
descenso de la asimilacién fotosintética del CO, en todos los genotipos de cebada que fue menos
acusado en la linea 89 y Harrington que en las otras lineas RCSL (Fig. 4.35a). Y con la progresion de la
senescencia foliar se observé un descenso de la fotosintesis tanto en plantas con amplia como con
escasa disponibilidad hidrica con respecto a la anterior fase de desarrollo (Tabla 4.31, Tabla 4.32). La
fotosintesis fue mayor en la linea 76 y menor en la linea 89, con valores similares entre Harrington y
la linea 8 en plantas de control hidrico. La menor A en la linea 89 podria asociarse con un menor RWC
que disminuyé con respecto a la linea 8 y tendidé a disminuir con respecto a los otros dos genotipos
(Fig. 4.49). La linea 76 tuvo mas A que Harrington en plantas de control, y el efecto del déficit hidrico
en la A de la linea 76 fue mayor que en la de Harrington, por lo que se atenuaron las diferencias
entre ellos hasta el punto de presentar una A similar con escasa disponibilidad hidrica (Fig. 4.35a), lo
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que pudo deberse a que la sequia redujo el RWC en la linea 76 (Fig. 4.49). Ambos genotipos, la linea
76 y Harrington, tuvieron un contenido de clorofilas mayor que las lineas 8 y 89 (Tabla 4.42), lo que
también pudo favorecer que tuviesen en promedio una mayor A que las otras lineas RCSL (Tabla
4.32). Entre las lineas 8 y 89, aun cuando el contenido de clorofilas y proteinas fue menor en la linea
8 que en la 89, la A fue mayor en la primera que en la segunda linea RCSL en plantas de control
hidrico (Fig. 4.35a), lo cual podria asociarse con el mayor RWC encontrado en dichas condiciones (Fig.
4.49) y un mayor contenido porcentual de humedad de las hojas bandera y penultima (Tabla 4.55)
que la linea 89. El efecto mas leve del déficit hidrico en la linea 89 que en la linea 8 hizo que las
diferencias en la A desapareciesen entre ambos genotipos (Fig. 4.35a). Al igual que la fotosintesis, el
resto de los parametros de intercambio gaseoso varié entre las lineas RCSL y Harrington con la
disponibilidad hidrica. El déficit hidrico redujo la conductancia de los estomas en Harrington y las
lineas 8 y 89 y tendid a disminuirla en la linea 76 (Fig. 4.35b), lo que sugiere una mayor sensibilidad
de la g, al déficit hidrico en los genotipos de cebada que en la anterior fase del desarrollo. La g fue
menor en la linea 76 en plantas de control hidrico y en la linea 8 en plantas de déficit hidrico y similar
entre los restantes genotipos con independencia de la disponibilidad hidrica (Fig. 4.35b). La mayor E
la tuvo la linea 76 y la menor la linea 89, y Harrington y la linea 8 tuvieron valores similares en
condiciones de control hidrico, y aunque la sequia disminuyé la E, se mantuvo la misma pauta de
cambio observada entre los genotipos con amplia disponibilidad hidrica (Fig. 4.35d). La menor
superficie verde (Tabla 4.52) y el contenido porcentual de humedad relativamente alto en todos los
organos (Tabla 4.55) de la linea 76 podria ser la causa de su mayor E. Por el contrario, el menor
contenido porcentual de humedad de las hojas bandera y pendultima de la linea 89, y de la mayoria
de los drganos (Tabla 4.55), junto a la mayor superficie verde del tallo principal (Tabla 4.52) podria
indicar que tuvo un mayor déficit hidrico interno, ya anticipado en fases anteriores, lo que podria
promover una reduccion de la transpiracién en este genotipo (Fig. 4.35d). La linea 8 tuvo menor
contenido porcentual de humedad del resto de las hojas y el tallo que la linea 76 (Tabla 4.55), junto a
una mayor superficie verde (Tabla 4.52), lo que podria justificar la menor E encontrada con respecto
a dicha linea. Harrington, por su parte, tuvo contenidos porcentuales de humedad similares a los de
la linea 76 (Tabla 4.55), pero mayor superficie verde que ésta (Tabla 4.52) y posiblemente mayor
déficit hidrico interno que limitaria la E. El déficit hidrico indujo un descenso de fotosintesis y
condujo también a un aumento de la concentracién intercelular de CO, en la linea 76, tendid a
aumentar la C; en Harrington y no tuvo efecto significativo en la C; de las lineas 8 y 89 (Fig. 4.35c), lo
que podria ser indicativo de una limitacidn no estomatica de la fotosintesis en los dos primeros
genotipos. Con concentraciones elevadas de CO, en la medida la inhibicidén de la fotosintesis por la
sequia observada con concentracidon de CO, ambiente desaparecié en gran medida, hasta el punto de
desparecer la interaccién (Tabla 4.32). La disminucidén de g, inducida por el aumento de CO, se
observé en todos los genotipos con independencia de la disponibilidad hidrica (Fig. 4.36a, Fig. 4.35b).
Los descensos de C; inducidos por la sequia podrian deberse a las disminuciones de g (Fig. 4.36b, Fig.
4.35c). Y aunque la sequia redujo la g, y aumenté C; en la linea 76 y tendid a hacerlo en Harrington y
no tuvo efecto en las lineas 8 y 89 en las medidas con CO, ambiente, con CO, elevado disminuyé C.
Esto se asocid con la desaparicion del efecto negativo de la sequia en la fotosintesis encontrado en
CO, ambiente e indicaria que el déficit hidrico no inhibid la regeneracion de la RuBP o el transporte
de electrones sino que mas bien pudo reducir la difusién del CO,.
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5.2.2.- El déficit hidrico altera la particion del Cy N en las hojas y los entrenudos del tallo.
Relacion con la actividad de los enzimas y/o la expresion de genes de su sintesis y/o
degradacion.

5.2.2.1.- Particidn del Cy N en las hojas.

Como se ha indicado anteriormente, el déficit hidrico en el segundo experimento fue menos
severo y se impuso en una etapa del desarrollo ligeramente mds avanzada que en el primero, y la
toma de muestras desde el inicio del desarrollo del grano se realizé a intervalos de tiempo mas
proximos. Y a diferencia del anterior experimento, se ha investigado si la alteracién en la particion
del carbono y del nitrégeno en hojas y en las fracciones del tallo se relaciona con cambios en la
actividad y/o el nivel de expresién de alguno de los enzimas que participan en su sintesis y/o
degradacion.

En el inicio del desarrollo del grano, aun cuando el déficit hidrico condujo a un descenso de la
asimilacidn fotosintética del CO, (Fig. 4.31a), el contenido foliar de carbohidratos solubles en agua
aumentd, como consecuencia del aumento de sacarosa y fructanos (Tabla 4.33). Un aumento del
contenido foliar de carbohidratos solubles en agua se ha encontrado en otros estudios (Kim et al.,
2000; Cramer et al., 2007). Entre las respuestas mas inmediatas de las plantas al déficit hidrico se
encuentran la inhibicién del desarrollo de la parte aérea de la planta y de la expansién foliar, lo que
disminuye la demanda metabdlica de la planta y facilita la acumulacidn en las hojas de compuestos
osmoticamente activos (Bhargava and Sawant, 2013), en conformidad con la disminucién de la
superficie verde foliar y del tallo principal observada en nuestro estudio (Tabla 4.50), que se
acompaiié también de un descenso del peso seco de las mismas (Tabla 4.56). El cv. Harrington y la
linea 89 tuvieron un mayor contenido de sacarosa que las otras lineas RCSL, y la linea 89 tuvo
también un mayor contenido de fructanos, lo que sugiere una mayor particién del carbono para
fructanos foliares en la linea 89 y muy posiblemente una mayor capacidad de ajuste osmotico.
Estudios previos han indicado un papel protector de los fructanos en las plantas sometidas a sequia
(Kawakami and Yoshida, 2005). Los niveles de hexosas y almiddn variaron entre las lineas RCSL y
Harrington con la disponibilidad hidrica (Fig. 4.37). Asi, en condiciones de control hidrico el contenido
de almiddn fue similar entre la linea 8 y Harrington y mayor que el de las lineas 76 y 89, con valores
similares entre ellas, pero la sequia redujo el contenido de almidén en Harrington y la linea 8 hasta el
punto de que las diferencias entre genotipos desaparecieron (Fig. 4.37c), lo que indica que con
amplia disponibilidad hidrica la mayor provision de carbono fotosintético facilité la acumulacién de
almiddn en Harrington y la linea 8, mientras que en condiciones de déficit hidrico muy posiblemente
se favorecio la particidon del carbono hacia la sintesis de carbohidratos con capacidad osmética. El
déficit hidrico indujo la acumulacién de glucosa y fructosa en la linea 89, y de fructosa en la linea 76
aunque la glucosa tendié a aumentar (Fig. 4.37a, Fig. 4.37b). El aumento de hexosas inducido por la
sequia sugiere un incremento de la hidrdlisis de sacarosa por invertasas, por la proporcionalidad de
las cantidades de glucosa y fructosa, aunque no se descarta la posible hidrdlisis de fructanos y/o
almiddn. Aun cuando las hexosas aumentaron notablemente, el menor contenido de fructosa que de
glucosa observado en la linea 89 en condiciones de déficit hidrico podria indicar que tuvo lugar una
induccion de la biosintesis de fructanos (Koroleva et al., 1998; Morcuende et al., 2004). En nuestro
estudio hemos encontrado un aumento de la expresién génica de la invertasa de pared celular
CWINV2 inducido por la sequia en todos los genotipos (Tabla 4.46), aunque no logré alcanzar
significacion estadistica, asociado con el ligero aumento de los niveles de hexosas observados en
todos ellos. Ademas, el aumento de transcritos inducido por la sequia con respecto a las plantas
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control fue mayor en la linea 89 que en ningln otro genotipo, en conformidad con el incremento de
hexosas antes descrito en dicha linea RCSL. Se ha mostrado que las hojas generalmente presentan
una elevada actividad invertasa (Koroleva et al., 1997). Un aumento de la expresion de varios genes
que codifican invertasas acidas solubles vacuolares involucradas en la hidrélisis de sacarosa y la
conversion en fructanos inducido por la sequia se ha encontrado en trigo (Xue et al., 2008a). Del
mismo modo en plantas de maiz se han mostrado evidencias de que la sequia moderada condujo a
un aumento de actividad invertasa que se acompafié de un aumento de la expresién génica y de la
proteina invertasa vacuolar (Kim et al., 2000). La sacarosa es el sustrato para la sintesis de fructanos
en la vacuola por medio de las fructosiltransferasas, los cuales son hidrolizados a fructosa y fructano
de menor peso molecular por las fructano exohidrolasas (Morcuende et al., 2004; Kawakami and
Yoshida, 2005). Los niveles de transcritos de los genes que codifican las fructosiltransferasas variaron
entre genotipos con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.46). De manera que la escasez en la
disponibilidad hidrica atenud la represién génica, con referencia a las plantas de control de
Harrington, de la 1-SST en la linea 89, en contraste con el ligero descenso de transcritos inducido en
Harrington y la notable reduccién de la expresion génica de la 1-SST inducida en la linea 76 y mayor
aun en la linea 8. Por otra parte, el déficit hidrico no tuvo efecto en la expresién del gen que codifica
la 6-SFT en la linea 89, mientras que en el resto de genotipos indujo un notable descenso de la
expresion de dicho gen. Ademas, la escasez hidrica indujo un notable aumento de la expresion génica
de la 1-FFT en la linea 89 y no tuvo efecto en los demads genotipos (Tabla 4.46). La posible induccién
de la biosintesis de fructanos por el déficit hidrico en la linea 89 antes sugerida podria asociarse con
un aumento de expresion de la 1-FFT, con una atenuacidn de la represidn génica inducida por el
déficit hidrico en la 1-SST y con unos niveles de transcritos similares de la 6-SFT con respecto a las
plantas control. Lo que contrasta con los notables descensos de los niveles de transcritos de los
genes que codifican la 1-SST y 6-SFT inducidos por la sequia en los demas genotipos, particularmente
en las lineas 8 y 76, que tuvieron mayor nivel de expresién de dichos genes en condiciones de control
hidrico que la linea 89, aunque Unicamente la expresion de la 1-SST alcanzé significacion estadistica.
Estos resultados muestran una mayor sensibilidad al déficit hidrico de la regulacién transcripcional de
los genes que codifican la 1-SST y 6-SFT, enzimas responsables de la sintesis de fructanos con uniones
B(2-6) (Kawakami and Yoshida, 2005; Van den Ende et al., 2005), que del gen que codifica la 1-FFT,
dado que parecid mostrar una mayor estabilidad entre genotipos con independencia de la
disponibilidad hidrica. La 1-FFT interviene junto con la 1-SST en la sintesis de fructanos con uniones
B(2-1). La sequia indujo también un aumento de los niveles de transcritos del gen que codifica la 1-
FEH (Tabla 4.46), y aunque entre genotipos no hubo diferencias significativas en el patrén de
expresion de este gen, la sequia superd la represidon génica encontrada en plantas control en las
lineas 76 y 89. El patrdon de expresién de los genes del metabolismo del carbono parece indicar que la
sequia facilitaria la acumulacién de fructanos con uniones B(2-1). Estos resultados difieren de
aquellos mostrados en plantas de trigo en etapas mas tempranas del desarrollo foliar sometidas a un
déficit hidrico intenso, en las que la expresidn de la 6-SFT en las hojas no varié con la disponibilidad
hidrica y la expresién de la 1-SST y 1-FFT fue aumentada (Xue et al., 2008a). Si bien, los niveles de
transcritos del gen que codifica la 1-FEH aumentaron en plantas sometidas a sequia severa, de
acuerdo con los cambios de expresidn encontrados en nuestro estudio.

No obstante, cabe sefialar que aun cuando se ha descrito que la sacarosa induce la expresién de
las fructosiltransferasas (Mdiller et al., 2000), el aumento de sacarosa inducido por la sequia en el
inicio del desarrollo del grano en nuestro estudio no se acompafié de una induccion de la expresion
génica de la 1-SST y la 6-SFT, por lo que otros factores podrian modular la expresion de las
fructosiltransferasas. Se ha descrito que el nitrato es una sefial negativa para la expresion de al
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menos una de las fructosiltransferasas, la 6-SFT, en cebada (Morcuende et al., 2004) y aunque no se
ha determinado el contenido de nitrato, muy posiblemente pudo aumentar puesto que la sequia
indujo un aumento del contenido de proteinas solubles foliares (Tabla 4.42). Y conviene resefiar que
la sacarosa es no sélo el sustrato para la sintesis de fructanos sino que también aumenta la actividad
de las fructosiltransferasas (Miller et al., 2000; Joudi et al., 2012). Por tanto, se muestran evidencias
sobre la escasez de paralelismo entre el nivel de expresidén génica, el contenido de proteina y la
actividad y los productos de la reaccién que se han observado en otros estudios (Scheible et al.,
1997c; Morcuende et al., 1998). Y se confirma que la evaluacién exclusiva de la expresion génica
resulta insuficiente y deberia ir acompafiada de la valoracién de la actividad y la cantidad de
proteina, asi como de los sustratos y/o productos de reaccion.

La alteracién en la particidn del carbono a nivel foliar inducida por la sequia entre los genotipos
de cebada muy posiblemente pudo modificar la asimilacidon del nitrégeno, que requiere energia y
esqueletos carbonados para la asimilacion del nitrégeno en compuestos organicos nitrogenados. Por
ello, en este estudio se ha determinado el contenido de proteinas, la actividad y el nivel de expresién
de la nitrato reductasa, el enzima clave regulador de la asimilacién del nitrégeno en plantas. El déficit
hidrico condujo a un notable aumento, que fue estimado en un 26.7% (Tabla 4.42), del contenido de
proteinas solubles con respecto a las plantas control, lo que sugiere que tuvo lugar una estimulacion
de la biosintesis de proteinas, o bien una disminucién de su degradacidn y/o exportacidén a otros
drganos con la sequia. La actividad nitrato reductasa varié entre los genotipos con la disponibilidad
hidrica (Tabla 4.45). Asi, el déficit hidrico indujo un notable aumento de la actividad NR maxima y
selectiva en todos los genotipos de cebada, con la excepcidn de la linea 8, en la que no logré alcanzar
significacién estadistica (Fig. 4.47a, Fig. 4.47b). La actividad NR tanto en presencia como en ausencia
de Mg" fue mayor en la linea 8 que en los demds genotipos con amplia disponibilidad hidrica,
aunque la diferencia con la linea 76 en NR maxima no fue significativa (Fig. 4.47a). Los niveles de
transcritos del gen que codifica la NR fueron mayores en la linea 8 en plantas de control hidrico que
en ningun otro genotipo, aunque los transcritos no variaron significativamente con respecto a la linea
89 (Tabla 4.46), por lo que muy posiblemente la mayor actividad NR en la linea 8 podria asociarse
con un mayor nivel de proteina. Y el hecho de que la sequia no condujese a un aumento significativo
de la actividad maxima y selectiva de la NR en la linea 8, pudo deberse a la atenuacién de la
expresion génica con respecto a las plantas control, lo que contrasta con la importante estimulacién
de la acumulacién de transcritos del gen que codifica la NR en Harrington y la linea 76 o con el
mantenimiento de la expresién del enzima encontrado en la linea 89 (Tabla 4.46). Ademas, la
actividad NR del cv. Harrington fue mayor que la de las lineas RCSL con escasa disponibilidad hidrica
(Fig. 4.474a, Fig. 4.47b), lo que pudo posiblemente deberse a que en Harrington la sequia condujo a
una mayor acumulacién de transcritos, y probablemente a mayor proteina, con respecto a las plantas
control que en los demds genotipos (Tabla 4.46). Un aspecto interesante fue comprobar que el
estado de activacién de la NR en Harrington y las lineas 8 y 89 fue similar con independencia de la
disponibilidad hidrica del suelo (Fig. 4.47c), mientras que el déficit hidrico aumentd el estado de
activacion de la NR en la linea 76, lo que condujo a que el estado de activacién de la NR en esta linea
no variase con respecto a los demds genotipos con escasa disponibilidad hidrica frente al menor
estado de activacion observado en plantas de control hidrico (Fig. 4.47c). Este aumento del estado de
activacion de la NR inducido por la sequia en la linea 76 no se relacioné con un incremento del
contenido foliar de sacarosa que se ha mostrado que incrementa la actividad y el estado de
activacion de la NR (Morcuende et al., 1998), lo que sugiere que otro mecanismo de regulacion post-
traduccional pudo estar implicado. Estos resultados en su conjunto muestran que el aumento de
actividad NR inducido por el déficit hidrico se acompafié de una estimulacién de la asimilacién del

218



Discusion

nitrégeno y de la biosintesis de proteinas, aunque no descarta una disminucion de su degradacion o
exportacion a otros drganos, lo que se tradujo en un aumento del contenido foliar de proteinas
solubles. Lo cual contrasta con el descenso del contenido proteico encontrado durante la post-
antesis de la cebada en plantas sometidas a un déficit hidrico mas severo que en este estudio en el
anterior experimento (Tabla 4.12). Ademas, la linea 76 tuvo un mayor contenido de proteinas que el
cv. Harrington y la linea 8, que tuvieron contenidos similares, y tendié a aumentar con respecto a la
linea 89 (Tabla 4.42). Un mayor contenido de proteinas foliares en la linea 76 también se observd en
el anterior experimento en una etapa mas avanzada del desarrollo, en concreto en el estadio de
grano lechoso tardio, ya que en el inicio del desarrollo del grano no alcanzé significacion estadistica
(Tabla 4.12), lo que sugiere que debe de ser una caracteristica propia del genotipo con
independencia de la disponibilidad hidrica.

El aumento de actividad NR observado en nuestro estudio difiere del descenso frecuentemente
encontrado en plantas sometidas a estrés hidrico (Ferrario-Méry et al., 1998; Foyer et al., 1998;
Mahan et al., 1998; Correia et al., 2005; Fresneau et al., 2007) de la ausencia de efecto encontrada
en plantas de tomate (Brewitz et al., 1996) y de la variabilidad de efectos segun la intensidad del
déficit hidrico en plantas de Arabidopsis, en las que la actividad del enzima disminuyd notablemente
con un déficit hidrico intenso y no con déficit moderado (Hummel et al., 2010). La actividad NR es
coordinada con la fotosintesis y la disponibilidad de esqueletos carbonados tanto a nivel
transcripcional como post-traduccional (Foyer et al., 1998) y la expresidn génica de la NR estd sujeta
a un ritmo circadiano (Scheible et al., 1997a). El nitrato es un potente inductor de la expresion génica
del enzima (Cheng et al., 1986) y los azlcares también inducen la expresién de la NR (Cheng et al.,
1992; Vincentz et al., 1993; Klein et al., 2000), mientras que la glutamina reprime la transcripcion de
la NR (Vincentz et al., 1993). De acuerdo a la bibliografia, la disminucion de la actividad NR se vincula
al descenso de fotosintesis por cierre de los estomas (Kaiser and Brendle-Behnisch, 1991) mas que al
estrés hidrico en si mismo (Sharkey, 1990). Foyer et al. (1998) y Ferrario-Méry et al. (1998) asociaron
el descenso de actividad NR en hojas de plantas de maiz y tabaco sometidas a sequia con un
descenso de transcritos de la NR y sugirieron que posiblemente tuvo lugar un descenso de la sintesis
de proteinas debido a una inhibicidn de los procesos que involucran la transcripcién y la formacion
de proteina NR por disminucién del contenido de nitrato debido a la escasez de la disponibilidad de
nutrientes bajo sequia. Correia et al. (2005) también asociaron el descenso de actividad NR en girasol
con un agotamiento de nitrato. Nuestros resultados, por el contrario, muestran que el aumento de
actividad NR inducido por la sequia se acompafié de un aumento de transcritos de la NR, que podria
relacionarse con el mantenimiento del contenido de nitrato con la sequia suave impuesta a las
plantas, lo que posiblemente facilitd la sintesis de la proteina NR a diferencia de los resultados
previamente descritos.

En el estadio de grano lechoso medio, el déficit hidrico condujo a un aumento del contenido de
carbohidratos solubles en agua que se relaciond con la mayor acumulacién de sacarosa, fructosa y
glucosa, puesto que los fructanos no variaron con la disponibilidad hidrica y el almidén disminuyd
(Tabla 4.34). Los carbohidratos solubles aumentaron con la escasez en la disponibilidad hidrica en
menor medida que en el inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.33), ya que el incremento con
respecto a las plantas control se estimé en un 11.5% en esta fase frente al 35.3% observado en la
anterior fase del desarrollo. Esta menor acumulaciéon de WSC con el déficit hidrico derivé de un
13.2% de aumento del contenido de carbohidratos en plantas de control hidrico y de un 15.8% de
descenso en plantas de déficit hidrico con respecto al inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.33).
Estos resultados parecen indicar que la limitacidon de la fotosintesis inducida por la sequia no fue
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suficiente para mantener la provision de fotoasimilados requeridos por los érganos colectores de
asimilados, lo que muy posiblemente promovid la removilizacidon de los carbohidratos de reserva
para facilitar la exportacién de sacarosa, como indican los menores contenidos de almiddn, fructanos
y sacarosa con respecto al inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.34, Tabla 4.33). Por el contrario, en
las plantas de control hidrico, la mayor provision de asimilados fotosintéticos con respecto a la
plantas de déficit muy posiblemente pudo satisfacer la demanda de carbono requerida por otros
drganos, aunque parece que tuvo lugar una ligera degradacion de almiddn y se acumularon fructanos
y sacarosa (Tabla 4.34, Tabla 4.33). La capacidad de acumulacién de carbohidratos solubles e
insolubles varid entre los genotipos, ya que las lineas 8 y 89 tuvieron un mayor contenido de almidén
que la linea 76 y Harrington, con valores similares entre cada uno de los genotipos de ambos grupos
(Tabla 4.34). EI mayor contenido de fructanos lo tuvo también la linea 89 y los demas genotipos
tuvieron niveles similares de dicho carbohidrato, mientras que el contenido de sacarosa fue mayor
en Harrington y la linea 89 que en las otras lineas RCSL. Puesto que los niveles de hexosas no variaron
entre genotipos, los resultados parecen indicar que la linea 89 mostré la mayor capacidad de
acumulacién de carbohidratos foliares (WSC y almiddn) y la linea 76 la menor, y Harrington y la linea
8 con contenidos similares mostraron niveles de carbohidratos entre las otras lineas RCSL. Cierta
variabilidad genotipica en el patrén de acumulacién de carbohidratos se ha encontrado en otros
estudios (Ehdaie et al., 2008).

Al igual que en la anterior fase del desarrollo, el déficit hidrico aumenté el contenido foliar de
proteinas un 12.5% con respecto a las plantas de control (Tabla 4.42). El porcentaje de aumento fue
inferior al encontrado en el inicio del desarrollo del grano, ya que el contenido de proteinas solubles
disminuyé un 28% en plantas de control hidrico y un 39.7% en plantas de déficit hidrico con respecto
dicha fase del desarrollo (Tabla 4.42). Esto parece indicar que la exportacion de proteinas foliares y/o
degradacion fue mayor en plantas de déficit hidrico que en plantas de control hidrico con el avance
del desarrollo de las plantas. El déficit hidrico condujo también a un aumento de la actividad nitrato
reductasa (Tabla 4.45), lo que sugiere que la estimulacién de la asimilaciéon del nitrégeno se
acompafié de una induccidon de la biosintesis de aminodacidos y posterior sintesis de proteinas
(Morcuende et al., 1998), sin obviar la degradacién y/o exportacidon ya mencionada con anterioridad.
La linea 89 tuvo el menor contenido de proteinas foliares y también la menor actividad NR (Tabla
4.42, Tabla 4.45), y la linea 76 tuvo el mayor contenido de proteinas foliares (Tabla 4.42) y una mayor
actividad NR maxima que los demas genotipos, aunque la diferencia con Harrington no fue
significativa (Tabla 4.45). El contenido de proteinas foliares en Harrington y la linea 8 fue similar
(Tabla 4.42), si bien la actividad NR fue mayor en la linea 8 que en Harrington (Tabla 4.45). Los
resultados parecen mostrar un buen paralelismo entre la actividad maxima de la NR y los niveles de
proteinas foliares.

La actividad nitrato reductasa selectiva varié entre las lineas RCSL y Harrington con la
disponibilidad hidrica al igual que el estado de activacién del enzima (Fig. 4.48). La inactivacién
reversible tiene lugar cuando la proteina NR fosforilada interacciona con una proteina inhibidora del
tipo 14-3-3 en presencia de Mg** (Lambeck et al., 2012). Hemos observado que la sequia aumento la
actividad NR selectiva en todos los genotipos con la excepcién de la linea 8 (Fig. 4.48a). La linea 89
tuvo una menor actividad NR selectiva que los demas genotipos, con actividades similares, en plantas
de control hidrico, mientras que en plantas de déficit hidrico Harrington y la linea 76 tuvieron una
mayor actividad NR selectiva que las lineas 8 y 89 (Fig. 4.48a). Ademas, la sequia indujo un aumento
del estado de activacién de la NR en la linea 76, al igual que en el inicio del desarrollo del grano, que
no tuvo lugar en los demas genotipos, lo que condujo a que aunque en plantas de control la linea 76
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tuvo un menor estado de activacion de la NR, con la escasez hidrica el estado de activacion de la NR
fuese similar entre todos los genotipos (Fig. 4.48b). En el estadio de grano lechoso medio, la
variabilidad genotipica en el patrén de acumulacién de carbohidratos y compuestos nitrogenados
evidencia que la linea 89 tuvo el mayor contenido de carbohidratos y el menor contenido de
proteinas de todos los genotipos de cebada. Por el contrario, la linea 76 tuvo el menor contenido de
carbohidratos y el mayor contenido de proteinas, con cantidades similares en los otros dos
genotipos, lo cual corrobora la estrecha interrelacidn existente entre los metabolismos de carbono y
nitrégeno en plantas (Stitt et al., 2002; Scheible et al., 2004). Estudios previos han mostrado que las
lineas que acumulan mayor cantidad de WSC contienen menos compuestos nitrogenados y viceversa
(Mclintyre et al., 2011).

En el estadio de grano lechoso tardio, los carbohidratos foliares continuaron acumulandose tanto
en plantas con amplia como con escasa disponibilidad hidrica en comparaciéon con el estadio de
grano lechoso medio (Tabla 4.35, Tabla 4.34). El aumento de la concentracion foliar de WSC y de
almiddén en este estadio del desarrollo se estimé en un 23.7% y 52.7% para cada uno de ellos en
plantas de control hidrico y en un 25.6% y 54.1% en plantas de déficit hidrico, respectivamente, con
respecto a la anterior fase (Tabla 4.35, Tabla 4.34). Estos resultados sugieren que la acumulacidn de
WSC y almidén fue mayor, 1.9% y 1.4%, respectivamente, en plantas en déficit que en plantas de
control con respecto al estadio de grano lechoso medio. El aumento del contenido de WSC inducido
por el déficit hidrico se asocié al aumento de sacarosa, glucosa y fructosa, ya que los fructanos no
variaron con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.35), al igual que ocurrié en el estadio de grano lechoso
medio (Tabla 4.34). La carencia de efecto de la disponibilidad hidrica en el contenido de fructanos
pudo deberse a que los niveles de transcritos de los genes que codifican la 1-SST y la 1-FFT no
variaron significativamente con respecto a las plantas de control hidrico (Tabla 4.46). Y aunque la
expresion génica de la 6-SFT fue disminuida con la sequia, al igual que en el inicio del desarrollo del
grano, la represién génica inducida por el déficit hidrico fue notablemente atenuada con respecto a
dicha fase del desarrollo. El déficit hidrico también aumentd los niveles de transcritos de la 1-FEH, lo
que pudo facilitar la hidrélisis de fructanos a fructosa y fructano de menor peso molecular
(Kawakami and Yoshida, 2005). La mayor expresidon del gen que codifica la 1-FEH con la sequia
también se observd con anterioridad, aunque el aumento fue mas tenue en esta fase del desarrollo.
Los niveles de almiddn entre los genotipos de cebada variaron con la disponibilidad hidrica, ya que la
sequia disminuyd el contenido foliar de almidén en las lineas RCSL y no tuvo efecto en el cv.
Harrington (Fig. 4.38). La linea 8 acumulé almidén en mayor medida que los demas genotipos en
plantas de control hidrico, los cuales mostraron niveles similares entre ellos. Aun cuando la sequia
indujo un mayor descenso del contenido de almidén en la linea 8 y se atenuaron las diferencias entre
los genotipos en plantas con escasa disponibilidad hidrica, los niveles de almidén fueron mayores en
la linea 8 que en la 76 y tendieron a aumentar en comparacién con la linea 89, aunque no variaron
con respecto a Harrington (Fig. 4.38). La mayor acumulacion de almidén en plantas de control hidrico
en la linea 8 podria derivarse o bien de una menor demanda de carbono y, por tanto, una menor
translocacion de asimilados a otros drganos, o bien de una mayor provisidon de carbono fotosintético.
El carbono para la sintesis de almidén deriva de los intermediarios del ciclo de Calvin y la actividad
fotosintética es uno de los factores determinantes de la acumulacién de almidén en las hojas
(Geigenberger, 2011). En plantas de control la fotosintesis de la linea 8 fue similar a la del cv.
Harrington, y mayor la de ambos genotipos que la de la linea 89, aunque menor que la de la linea 76
(Fig. 4.35a), por lo que posiblemente la primera propuesta pudiera ser mas plausible para explicar la
el mayor contenido de almidén en la linea 8 en dichas condiciones, bien porque tuvo lugar una
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menor demanda de los érganos colectores de asimilados o que la demanda de carbono para el resto
de genotipos fue mayor que para la linea 8.

La linea 8 tuvo el mayor contenido de fructanos y el cv. Harrington el menor, con contenidos
similares entre las lineas 76 y 89 (Tabla 4.35). Cambios bastante semejantes se observaron en el
patrén de acumulacion de transcritos de alguno de los genes que codifican las fructosiltransferasas,
particularmente la 1-SST, entre los distintos genotipos (Tabla 4.46). El mayor contenido de fructanos
en la linea 8 se asocié con un aumento de transcritos del gen que codifica la 1-SST con respecto al cv.
Harrington que fue el genotipo con menor contenido foliar de fructanos y menores niveles de
transcritos de dicho gen (Tabla 4.46). Ligeras diferencias en el paralelismo entre expresion de las
fructosiltransferas y contenidos de fructanos fueron observadas en las otras lineas RCSL. Asi, las
lineas 76 y 89 tuvieron niveles similares de fructanos entre ellas, que fueron mayores que en
Harrington y menores que en la linea 8 (Tabla 4.35), y los niveles de transcritos del gen que codifica
la 1-SST tendieron a aumentar en ambos genotipos con respecto a Harrington y fueron menores que
en la linea 8, si bien no lograron alcanzar significacién estadistica con respecto a ninguno de ellos
(Tabla 4.46). Aun a pesar de que el nivel de expresion de los genes que codifican las otras
fructosiltransferasas no varié significativamente entre genotipos, la mayor acumulacidn de fructanos
en la linea 8 pudo deberse no sélo al aumento de la expresion génica de la 1-SST sino también al
aumento de transcritos para la 1-FFT y 6-SFT, mientras que la expresién génica de la 1-FEH fue similar
a la de Harrington (Tabla 4.46). Estos resultados parecen sugerir que la variabilidad genotipica
encontrada en el patréon de acumulacién de fructanos en las hojas bandera y pendltima pudo
deberse a cambios en el nivel de expresion de los genes que codifican las enzimas que participan en
su sintesis, lo que muy posiblemente pudo también redundar en variaciones en el contenido de
proteinas. Cabe sefialar que entre las lineas RCSL y Harrington se encontraron cambios en el patrén
de expresion del gen que codifica la invertasa de pared celular, ya que los niveles de transcritos del
gen CWINV2 aumentaron en las lineas RCSL con respecto a Harrington (Tabla 4.46), y la expresion fue
ligeramente superior en las lineas 8 y 89 que en la 76, aun mayor en la linea 8, que tuvieron un
mayor contenido de fructanos y en las que las hexosas también tendieron a ser mas elevadas (Tabla
4.35).

En esta etapa mds avanzada del desarrollo del grano, el contenido de proteinas disminuyd un
15.8% en plantas de control hidrico y un 17.8% en déficit hidrico con respecto al estadio de
desarrollo de grano lechoso medio (Tabla 4.42), lo que podria sugerir una mayor degradacién de
proteinas y/o translocacion de compuestos nitrogenados a otros érganos en plantas con escasa
disponibilidad hidrica. El déficit hidrico condujo a un aumento, que fue estimado en un 10.3%, del
contenido de proteinas foliares con respecto a las plantas de control hidrico (Tabla 4.42). Ademas, el
mayor contenido de proteinas lo tuvo Harrington y el menor la linea 8, mientras que las otras lineas
RCSL tuvieron niveles similares (Tabla 4.42). La escasez en la disponibilidad hidrica aumenté la
actividad NR maxima y selectiva (Tabla 4.45) y aunque los niveles de transcritos del gen que codifica
la NR aumentaron con la sequia en Harrington y las lineas 8 y 76, Gnicamente en este ultimo
genotipo alcanzaron significacidn estadistica, mientras que en la linea 89 tendieron a disminuir (Tabla
4.46). Estos resultados parecen mostrar una atenuacion de los efectos de la sequia en la expresidn
génica de la NR encontrados al inicio del desarrollo del grano, como consecuencia posiblemente del
descenso del nitrato foliar con la progresion de la sequia y de la senescencia foliar. La actividad NR
maxima y la selectiva mostraron una pauta de cambio similar entre los genotipos de cebada, ya que
las lineas 8 y 76 tuvieron una mayor actividad NR tanto en presencia como en ausencia de Mg?* que
Harrington y la linea 89, mientras que el estado de activacidn del enzima fue menor en Harrington

222



Discusion

que en las lineas RCSL (Tabla 4.45). Se sabe que la sacarosa aumenta el estado de activacion de la NR
(Morcuende et al., 1998) y la glutamina lo disminuye (Vincentz et al., 1993), Harrington tuvo un
contenido foliar de sacarosa menor que las lineas 76 y 89 pero similar al de la linea 8 (Tabla 4.35), por
lo que no parece plausible que un menor contenido de sacarosa fuese la causa del menor estado de
activacion del enzima en Harrington, y aun a pesar de que el contenido de proteinas fue mayor en
Harrington, desconocemos si pudiera tener un mayor contenido de glutamina que pudiera modular
el estado de activacién del enzima. En conjunto, los resultados muestran que Harrington tuvo un
mayor contenido de proteinas y una menor actividad NR que la linea 8, que a su vez tuvo el menor
contenido de proteinas y la mayor actividad NR, mientras que las lineas 76 y 89 tuvieron niveles
similares de proteinas, pero la actividad de la NR fue mayor en la primera linea que en la segunda. No
parece, por tanto, que exista correlacién entre el nivel de actividad de la NR y el contenido de
proteinas entre los genotipos de cebada, por lo que muy posiblemente otros mecanismos como la
velocidad de exportacidén y/o la degradacidn de las proteinas pudieron influir en la variabilidad
genotipica descrita.

5.2.2.2.- Particion del Cy N en el ultimo y pentiltimo entrenudos del tallo.

En este experimento, a diferencia del anterior, se ha estudiado la capacidad de almacenaje y
redistribuciéon de asimilados tanto del ultimo como del penultimo entrenudo del tallo principal. En
los estadios de desarrollo correspondientes al inicio del desarrollo del grano y grano lechoso tardio
se ha estudiado la relacién entre el contenido de carbohidratos y proteinas en el ultimo entrenudo
del tallo con el nivel de expresidn de genes que codifican proteinas que participan en su sintesis y/o
degradacion.

En el estadio de desarrollo correspondiente al inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico no
tuvo efecto en el contenido de WSC y de almiddn en el dltimo entrenudo del tallo, pero redujo la
acumulacidn de fructanos y aumenté la de sacarosa (Tabla 4.36). La carencia de efecto del déficit
hidrico en el contenido de carbohidratos solubles en agua en el ultimo entrenudo del tallo concuerda
con un estudio de Ehdaie et al. (2006b) con plantas de trigo y difiere de los aumentos encontrados en
otros estudios con trigo y cebada (Méndez et al., 2011; Del Pozo et al., 2012; Joudi et al., 2012;
Khoshro et al., 2014) y de aquellos observados en el anterior experimento. Estudios previos con trigo
han mostrado un descenso del contenido de fructanos junto a un aumento de los niveles de sacarosa
en el tallo de plantas sometidas a sequia (Yang et al., 2004). Estos resultados parecen indicar que la
escasez en la disponibilidad hidrica indujo la hidrélisis de fructanos, lo que muy posiblemente facilité
la translocacion de los recursos disponibles para el crecimiento del entrenudo y de la espiga y, por
consiguiente, para el desarrollo del grano. La 1-FEH es una de las enzimas involucradas en la hidrdlisis
de fructanos en cereales (Van den Ende et al., 2005) y su expresidn génica aumenté en plantas con
déficit con respecto a las de control hidrico (Tabla 4.47), en conformidad con la apreciacidon antes
indicada. El déficit hidrico condujo también a un descenso de transcritos del gen que codifica la 6-SFT
y no tuvo efecto en los niveles de transcritos de gen que codifica la 1-SST con respecto a las plantas
de control hidrico (Tabla 4.47). Mcintyre et al. (2011) encontraron una disminucién de la expresion
génica de la 6-SFT en el tallo de plantas de trigo cultivadas en el campo con escasez hidrica con
respecto a aquellas con abundancia de agua. Por lo que la menor acumulacién de fructanos en
plantas sometidas a déficit hidrico en nuestro estudio pudo relacionarse con la menor expresion de
al menos uno de los enzimas que intervienen en su sintesis y la mayor expresién de la 1-FEH, lo que
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podria indicar que la escasez en la disponibilidad hidrica facilit6 que prevaleciera la degradacion
sobre la sintesis de fructanos en el Ultimo entrenudo del tallo para permitir la exportacién de
carbono con respecto a las plantas control. En sintonia con dicha apreciacidén es pertinente indicar
gue son mas los estudios en los que se ha evaluado la actividad de los enzimas involucrados en la
sintesis de fructanos en el tallo de plantas con diferentes regimenes hidricos que aquellos en los que
se ha determinado la expresién de los genes que codifican dichas enzimas. Algunos de los cuales han
mostrado que la reduccidn del contenido de fructanos en el tallo inducida por la sequia se acompafié
de un descenso de actividad de las fructosiltransferasas, junto a un aumento de la actividad fructano
exohidrolasa (Wardlaw and Willenbrink, 2000; Yang et al., 2004; Joudi et al., 2012) e invertasa
(Wardlaw and Willenbrink, 2000). Resultados que podrian aproximarse a los nuestros con las
limitaciones que conlleva el hecho de que los cambios en la expresién de un gen pueden no
correlacionarse con el nivel de proteina y/o actividad (Scheible et al., 1997a).

Los contenidos de glucosa y fructosa variaron entre las lineas RCSL y Harrington con la
disponibilidad hidrica. La sequia indujo la acumulacién de glucosa y fructosa en la linea 89 y no tuvo
efecto en los demas genotipos, lo que condujo a que el contenido de ambas hexosas fuese mayor en
la linea 89 que en las otras lineas RCSL y Harrington con independencia de la disponibilidad hidrica
(Fig. 4.39a, Fig. 4.39b). La mayor acumulacién de fructosa que de glucosa con ambos niveles de
disponibilidad hidrica en el suelo en la linea 89, mayor aun con déficit hidrico, podria ser indicativo
de que tuvo lugar una induccién de la hidrélisis de fructanos. Aun cuando el analisis de la varianza de
los datos de expresion génica de la 1-FEH no alcanzd significacidon estadistica para la interaccidn
genotipo x disponibilidad hidrica, si que pudo observarse que la sequia condujo a un importante
aumento de los niveles de transcritos del gen que codifica la fructano exohidrolasa con respecto a las
plantas de control hidrico en la linea 89 (Tabla 4.47), de acuerdo con la potencial induccién de la
hidrélisis de fructanos sugerida anteriormente. Del mismo modo, el déficit hidrico tendié a aumentar
los niveles de transcritos de los genes que codifican la 1-SST y 6-SFT en la linea 89 con respecto a las
plantas de control hidrico y aumenté notablemente los niveles de transcritos del gen que codifica la
1-FFT en dicha linea RCSL (Tabla 4.47). Los resultados parecen indicar que la sequia indujo en la linea
89 la expresion de la fructano exohidrolasa, lo que permitiria la hidrélisis de fructanos en fructosa y
fructano de menor peso molecular, a la vez que se facilitaria la sintesis de novo de fructanos a partir
de sacarosa, como evidencia el aumento de transcritos del gen que codifica la 1-FFT y los cambios en
la expresion de la 1-SST y 6-SFT (Tabla 4.47), lo que posibilitaria el mantenimiento del gradiente de
sacarosa necesario para satisfacer la demanda de carbono en otros drganos y la sintesis de
carbohidratos como reserva temporal. Bien es cierto que la linea 89 fue el genotipo de desarrollo
mas rapido, como ya se indicd en el anterior experimento y, por ello, posiblemente inicié antes la
redistribucion de reservas en condiciones desfavorables con respecto al resto de genotipos de
cebada, pero también tuvo el mayor contenido de fructanos en el ultimo entrenudo del tallo de
todos los genotipos (Tabla 4.36), en conformidad con los resultados del anterior experimento aun
cuando la sequia fue mas acusada. Cierta variabilidad genotipica en el contenido de fructanos en el
ultimo entrenudo del tallo parecié observarse en esta fase del desarrollo, la linea 89 tuvo el mayor
contenido de fructanos y la linea 76 el menor, con contenidos similares entre Harrington y la linea 8
(Tabla 4.36), lo que sugiere una mayor adscripcidn del carbono a fructanos en el ultimo entrenudo
del tallo en la linea 89. Y el contenido de sacarosa fue también mayor en la linea 89 que en
Harrington y la linea 8 y tendié a aumentar con respecto a la linea 76. Estos resultados muestran que
los fructanos fueron el principal carbohidrato acumulado en el ultimo entrenudo del tallo (Yang et
al., 2004; Ruuska et al., 2006; Xue et al., 2008a), y que en el genotipo con el mayor contenido de
sacarosa, el sustrato para la sintesis de fructanos, éstos se acumularon en mayor medida.
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Promediado entre genotipos, los cambios en la expresion de los genes del metabolismo del carbono
no parecieron relacionarse con los niveles de carbohidratos descritos, con la excepcién de la linea 89.
Pues los niveles de transcritos de los genes que codifican la 1-SST, 6-SFT, 1-FFT y 1-FEH disminuyeron
significativamente en la linea 8 con respecto a Harrington y las otras lineas RCSL, aunque el
contenido de fructanos fue similar al de Harrington, mayor que el de la linea 76 y menor que el de la
linea 89 (Tabla 4.47, Tabla 4.36). Sin embargo, en el caso de la linea 89, el nivel de expresidén de los
genes que codifican la 1-SST, 6-SFT y CWINV2 tendieron a aumentar con respecto a los demas
genotipos, de acuerdo con el mayor contenido de carbohidratos solubles en agua, principalmente
fructanos. Un aumento de la expresién génica de la 1-SST y 6-SFT se ha encontrado en lineas de trigo
con alto contenido de carbohidratos solubles en agua en el tallo (Mcintyre et al., 2011), y en plantas
de trigo con una mayor capacidad de acumulacién de fructanos en el ultimo entrenudo del tallo bajo
sequia terminal (Khoshro et al., 2014), asi como en estudios de expresidon génica global que han
investigado el papel de los WSC del tallo en el llenado del grano (Xue et al., 2008b). No obstante, en
un estudio con varios genotipos con diferente capacidad de acumulacién de fructanos en el tallo en
el que se ha evaluado la relacién entre contenido de fructanos y la actividad de los enzimas de su
sintesis se ha mostrado que a menudo no se encuentra relacidn entre el contenido de fructanos y la
actividad de las fructosiltransferasas (Goggin and Setter, 2004), por lo que algo similar podria ocurrir
con la expresion génica.

En relacion con la particion de compuestos nitrogenados en los genotipos de cebada, el déficit
hidrico aumenté el contenido de proteinas en el Gltimo entrenudo del tallo (Tabla 4.43), al igual que
en el anterior experimento en esta fase del desarrollo del grano. En otras especies vegetales
sometidas a sequia se ha encontrado un aumento del contenido de proteinas en el tallo, en
conformidad con el papel que desempefia el tallo como reserva temporal de asimilados (Rodrigues et
al., 1995; Pinheiro et al., 2001). La expresion génica de la NR varid entre genotipos con la
disponibilidad hidrica (Tabla 4.47). Y el déficit hidrico aumenté notablemente los niveles de
transcritos del gen que codifica la NR en Harrington y las lineas 76 y 8 y tendié a aumentarlos en la
linea 89. Estos resultados parecen mostrar un cierto paralelismo entre el efecto de la sequia en el
contenido de proteinas y la expresion génica de la NR en el Ultimo entrenudo del tallo. Ademas, en
plantas de control hidrico la linea 89 tuvo una mayor expresion de la NR que los demas genotipos, y
en las lineas 8 y 76 fue mayor que en Harrington, mientras que con escasa disponibilidad hidrica la
expresion fue similar entre los genotipos (Tabla 4.47). Puesto que el contenido de proteinas no
mostré significacion para la interaccién genotipo x disponibilidad hidrica, promediado entre
genotipos, la expresién de la NR aumentd en la linea 89 con respecto a Harrington y la linea 8, y en
las lineas 8 y 76 en comparacidn con Harrington (Tabla 4.47). Sin embargo, el contenido de proteinas
aumento en la linea 76 y Harrington con respecto a las otras lineas RCSL y en la linea 89 con respecto
a la linea 8 (Tabla 4.43). La escasa semejanza entre genotipos en el patron de expresion de la NR y el
contenido de proteinas en el Ultimo entrenudo del tallo podria indicar que otros factores como la
capacidad de exportacién y degradaciéon de proteinas contribuyeron a la variabilidad genotipica
observada en la acumulacidn de proteinas en dicha fraccion del tallo.

En el estadio de grano lechoso medio, el déficit hidrico aumenté los contenidos de sacarosa y
glucosa y tendié a aumentar los de fructosa (Tabla 4.37). El contenido de WSC, fructanos y almidén
vario entre genotipos con la disponibilidad hidrica. Asi, en condiciones de control hidrico el mayor
contenido de fructanos lo tuvo la linea 89 y el menor la linea 76, con contenidos similares la linea 8 y
Harrington, pero aun cuando la sequia redujo el contenido de fructanos en Harrington y tendié a
hacerlo en las lineas 8 y 76 se mantuvo la misma pauta de cambio entre los genotipos que en las

225



Discusion

plantas de control hidrico (Fig. 4.40b). Puesto que los fructanos fueron los carbohidratos
mayoritarios en el Ultimo entrenudo del tallo, la pauta de cambio entre genotipos con la
disponibilidad hidrica del total de carbohidratos solubles fue similar a la de los fructanos (Fig. 4.40a).
Cabe recordar que en esta fase del desarrollo el contenido de WSC foliares disminuyd en plantas de
déficit hidrico con respecto al inicio del desarrollo del grano como consecuencia posiblemente de la
limitacién en la provision de carbono fotosintético inducida por la sequia, por lo que para satisfacer
los requerimientos de asimilados de otros érganos de la planta se pudo inducir la exportacién de
asimilados. Por ello, la disminucion del contenido de fructanos y del total de carbohidratos solubles
en agua en el ultimo entrenudo del tallo inducida por la sequia en Harrington podria indicar que
probablemente la demanda de carbono en dichas condiciones pudo ser mayor y/o que la provision
de fotoasimilados desde las hojas fue menor que en los demas genotipos, lo que pudo promover la
removilizacién de fructanos del dltimo entrenudo del tallo para facilitar la exportacién de sacarosa
necesaria para el llenado del grano o el crecimiento. Ademads, en plantas de control hidrico la linea 89
tuvo un mayor contenido de almidén que los demas genotipos, que mostraron contenidos similares
entre ellos, pero la sequia redujo los niveles de almiddén en la linea 89 y 76 hasta el punto de que el
contenido de almiddén de la linea 76 fue menor que el de la linea 8 y no variaron significativamente
con respecto a los demas genotipos (Fig. 4.40c). Estos resultados indican que el déficit hidrico pudo
promover la degradacién de almidén en dichas lineas RCSL, lo cual generaria glucosa que podria ser
metabolizada a sacarosa, bien para ser exportada, acumulada o utilizada en la sintesis de fructanos.

Cabe senalar que los contenidos de glucosa y fructosa en el ultimo entrenudo del tallo con
independencia de la disponibilidad hidrica disminuyeron notablemente con respecto a la anterior
fase del desarrollo (Tabla 4.37, Tabla 4.36), lo que sugiere que dichas hexosas fueron metabolizadas a
sacarosa bien para mantener la exportacion o bien para facilitar su acumulacién y/o sintesis de
fructanos. Resulta de interés resaltar que con respecto al inicio del desarrollo del grano tuvo lugar
una importante acumulacién de fructanos y de sacarosa en menor medida en todos los genotipos,
exceptuando la linea 76 (Tabla 4.37, Tabla 4.36). En dicha linea RCSL, el contenido de fructanos,
promediado con la disponibilidad hidrica, y de sacarosa se mantuvo en un nivel bastante similar al
encontrado en la anterior fase del desarrollo, lo que condujo a que en este estadio de desarrollo
fuera el genotipo con el menor contenido de sacarosa y, en conformidad con la menor cantidad de
sustrato para la sintesis de polimeros de fructosa, de fructanos y del total de WSC (Tabla 4.37). Estos
resultados podrian indicar que en la linea 76 predomind la exportacion con ambos niveles de
disponibilidad hidrica, que pudo ser mayor con escasez de agua por los motivos antes indicados (Fig.
4.40c). Por el contrario, la linea 89 tuvo el mayor contenido de sacarosa, glucosa y fructosa de todos
los genotipos (Tabla 4.37), y de fructanos con ambos niveles de disponibilidad hidrica, aunque tendié
a aumentar con escasa disponibilidad hidrica (Fig. 4.40b). Todo lo anterior parece indicar que la linea
89 tuvo el mayor contenido de carbohidratos solubles en agua y para satisfacer los requerimientos
de carbono con escasa disponibilidad hidrica muy posiblemente se promovié la hidrélisis de
fructanos, como sugiere también el descenso de almiddn, por lo que aumentaron los niveles de
hexosas. Esto podria facilitar la sintesis de fructanos de menor peso molecular mas facilmente
metabolizables y posiblemente con mayor capacidad de ajuste osmdtico en las condiciones
indicadas. En la linea 8 y Harrington el patron de cambio de los carbohidratos cualquiera que fuera su
naturaleza fue bastante similar con las peculiaridades discutidas en el parrafo anterior.

El contenido de proteinas en el dltimo entrenudo del tallo varid entre las lineas RCSL y Harrington
con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.43). En plantas de control hidrico la linea 76 tuvo un mayor
contenido de proteinas que Harrington y la linea 8 y un contenido similar al de la linea 89, pero el

226



Discusion

déficit hidrico indujo una mayor acumulacién de proteinas en la linea 89 y menor en la linea 76 que
en Harrington y la linea 8 hasta el punto de que aumentd el contenido de proteinas en la linea 89 con
respecto a las otras lineas RCSL y Harrington, con valores similares entre ellas (Fig. 4.45).
Nuevamente recordar que en esta fase del desarrollo tuvo lugar una importante reduccién del
contenido de proteinas foliares con respecto al inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.43), aun
cuando el déficit hidrico condujo a un aumento del contenido proteico foliar, el descenso de
proteinas foliares fue mayor en plantas de déficit que de control hidrico, lo que sugeria un aumento
de exportacidn y/o degradacion de las mismas. Pues bien, pudimos también comprobar como en el
ultimo entrenudo del tallo disminuyé el contenido de proteinas con respecto al inicio del desarrollo
del grano, y al igual que en las hojas se mantuvo el efecto del déficit hidrico induciendo la
acumulacidn de proteinas en todos los genotipos, aun a pesar de que muy posiblemente la demanda
de compuestos nitrogenados fuese mayor en esas condiciones.

En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico redujo el contenido de almidén y condujo
a un importante descenso del contenido de carbohidratos solubles en agua en el ultimo entrenudo
del tallo con respecto a las plantas de control hidrico que se relaciond con la disminucion del
contenido de fructanos (Tabla 4.38). Otros estudios han mostrado un descenso en el contenido de
fructanos en el tallo de plantas de trigo sometidas a sequia durante el desarrollo del grano (Wardlaw
and Willenbrink, 2000). A su vez, la escasez en la disponibilidad hidrica condujo a un aumento de
sacarosa y de glucosa y no tuvo efecto en el contenido de fructosa (Tabla 4.38). No obstante,
conviene indicar que frente al 35.4% de aumento del contenido de WSC en plantas de control hidrico
con respecto al estadio de grano lechoso medio, en las plantas de déficit hidrico sélo aumenté un
6.7% (Tabla 4.38, Tabla 4.37), lo que sugiere que la mayor provision de fotoasimilados facilité el
almacenaje de carbohidratos en el ultimo entrenudo del tallo, fructanos y almiddn, en condiciones
de control hidrico. Aun cuando el déficit hidrico condujo a un mayor descenso de transcritos de los
genes que codifican la 1-SST y 1-FFT en esta fase del desarrollo en comparacién con el inicio del
desarrollo del grano, tampoco alcanzaron significacion estadistica, pero si que se mantuvo la
represidn génica inducida por la sequia para la 6-SFT. Ademas, la escasez en la disponibilidad hidrica
del suelo condujo a un aumento de transcritos del gen que codifica la 1-FEH y no tuvo efecto en los
transcritos del gen de la invertasa de pared celular (Tabla 4.47). El descenso del contenido de
fructanos inducido por el déficit hidrico pudo deberse a una limitaciéon en la sintesis y/o a un
aumento de la hidrdlisis como sugieren la expresion de las fructosiltransferasas y la 1-FEH. Aun con
las limitaciones indicadas de que los descensos en la expresidn génica no tienen necesariamente que
conducir a un menor contenido de proteina y/o actividad, se ha mostrado que el aumento de
actividad fructano exohidrolasa inducido por la sequia condujo a un descenso de fructanos en el tallo
(Wardlaw and Willenbrink, 2000).

La linea 89 tuvo un mayor contenido de fructanos, sacarosa, fructosa y glucosa que los demas
genotipos (Tabla 4.38), y el importante aumento del nivel de fructosa con respecto al de glucosa
sugiere que muy posiblemente en condiciones de déficit hidrico tuvo lugar una mayor hidrélisis de
fructanos, ya que como se ha indicado anteriormente la mayor acumulacién de fructanos con
respecto a la anterior fase del desarrollo tuvo lugar en las plantas de control hidrico, como en los
demas genotipos. Al contrario que la linea 89, la linea 76 tuvo el menor contenido de fructanos de
todos los genotipos, mientras que la linea 8 y Harrington tuvieron contenidos similares, pero el
contenido de sacarosa fue mayor en la linea 76 que en la linea 8 y similar al de Harrington (Tabla
4.38). Los niveles de transcritos del gen que codifica la 1-FEH aumentaron en las lineas 8 y 76 con
respecto a Harrington y la linea 89. La expresidn génica de la CWINV2 fue mayor en las lineas RCSL
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gue en Harrington, la de la 1-FFT mayor en la linea 8 que en los demas genotipos, y la linea 8 también
tuvo una mayor expresion de la 1-SST que la linea 76, y la linea 89 y Harrington mostraron una
expresion similar entre ellas de dicho gen que no varid con respecto a las otras lineas RCSL (Tabla
4.47).

En déficit hidrico condujo a un aumento del contenido de proteinas en el ultimo entrenudo del
tallo (Tabla 4.43), al igual que en etapas anteriores del desarrollo del grano, lo que se relaciond con
un aumento de los niveles de transcritos del gen que codifica la NR (Tabla 4.47). Entre los genotipos,
la linea 76 tuvo el mayor contenido de proteinas de todos los genotipos, y el de Harrington fue mayor
que el de las lineas 8 y 89, con contenido similares entre ellas (Tabla 4.43). Cabe sefialar que con
respecto al estadio de grano lechoso medio, promediado entre genotipos, el contenido de proteinas
en el ultimo entrenudo del tallo aumentdé en Harrington y la linea 76, tendié a aumentar en la linea 8
y se mantuvo en la linea 89. Y pudo apreciarse también que los descensos de proteinas foliares en las
lineas RCSL entre el estadio de grano lechoso medio y tardio sélo redunddé en un aumento de
proteinas en el ultimo entrenudo del tallo en la linea 76 (Tabla 4.43, Tabla 4.42), por lo que
probablemente hubo una mayor exportacién de compuestos nitrogenados a los granos en desarrollo.
Ademas, pudo comprobarse que el contenido de proteinas del pendltimo entrenudo del tallo en
Harrington y la linea 76 y en menor medida en la linea 8 disminuyd en el estadio de grano lechoso
tardio con respecto al de lechoso medio (Tabla 4.44). Esto podria indicar que en esta fase del
desarrollo se incrementd la demanda de compuestos nitrogenados en los genotipos indicados y se
promovio la redistribucién del nitrégeno desde otras partes de la planta.

Con respecto al contenido de carbohidratos y compuesto nitrogenados en el penultimo
entrenudo del tallo, en el inicio del desarrollo del grano, los carbohidratos se acumularon en dicha
fraccion del tallo principalmente como fructanos, en menor medida como sacarosa y hexosas, y la
cantidad de almiddn fue ain menor (Tabla 4.39), lo que muestra un patrén de acumulacién bastante
similar al observado en el ultimo entrenudo del tallo, de acuerdo con estudios previos en otros
cereales como el trigo (Wardlaw and Willenbrink, 2000). La sequia condujo a un descenso del
contenido de carbohidratos WSC y almiddn, y a un aumento del contenido de sacarosa, aunque los
fructanos, la fructosa y la glucosa variaron en las lineas RCSL y Harrington con la disponibilidad
hidrica (Tabla 4.39). Un descenso del contenido de carbohidratos solubles en agua inducido por la
sequia en el penultimo entrenudo del tallo y en los entrenudos inferiores se ha mostrado en plantas
de trigo (Ehdaie et al., 2006b). Ademds, promediado entre genotipos, el contenido de WSC, en
particular fructanos, fue mayor en el penultimo que en el Ultimo entrenudo del tallo, de acuerdo con
los resultados de otros autores que han mostrado una mayor acumulacidn de reservas en el
penultimo entrenudo que en el ultimo entrenudo del tallo (Wardlaw and Willenbrink, 1994; 2000;
Ehdaie et al., 2006a; 2006b). Sin embargo, los niveles de sacarosa en esta fraccién del tallo fueron
bastante similares a los observados en el ultimo entrenudo del tallo con ambos niveles de
disponibilidad hidrica.

El contenido de fructanos variéd entre genotipos con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.39, Fig.
4.41a). Asi, en plantas de control hidrico el contenido de fructanos fue mayor en la linea 89 que en
los demas genotipos, y mayor a su vez en Harrington que en la linea 8 y similar al de la linea 76, pero
el déficit hidrico redujo el contenido de fructanos en la linea 89 y en Harrington hasta el punto de
que se atenuaron las diferencias entre genotipos, excepto para el contenido todavia mayor en la
linea 89 (Fig. 4.41a). Estos resultados indican que el mayor descenso de fructanos inducido por la
sequia en la linea 89 muy posiblemente condujo a un aumento del contenido de glucosa y de
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fructosa en dicha linea RCSL en las condiciones descritas (Fig. 4.41b, Fig. 4.41c). Los niveles similares
de ambas hexosas en plantas de déficit hidrico de la linea 89 parece sugerir que fueron rdpidamente
metabolizadas, bien en la sintesis de sacarosa y/o fructanos, ya que el déficit hidrico indujo también
la degradacidon de almiddn, lo cual generaria glucosa que junto con fructosa permitiria sintetizar
sacarosa bien para ser exportada y/o ser utilizada nuevamente en la sintesis de fructanos. Sin
embargo, en plantas de control hidrico el descenso de fructosa con respecto a la glucosa parece
indicar que se indujo la sintesis de fructanos (Fig. 4.41b, Fig. 4.41c). No obstante, esa variabilidad
pudo apreciarse en todos los genotipos con independencia de la disponibilidad hidrica, indicativo de
la existencia de una importante removilizacion y/o redistribucion de reservas muy dificil de evaluar.
Al margen de dicha dificultad, lo que parece obvio es que la linea 89 tuvo el mayor contenido de
fructanos y sacarosa en esta fraccion del tallo (Tabla 4.39), al igual que en el ultimo entrenudo del
tallo. Esto evidencia la importante variabilidad genotipica existente en la capacidad de acumulacién
de WSC en el tallo y confirma que existe un componente genotipico en la variacidn en el contenido
de carbohidratos solubles, de acuerdo con otros estudios (Ruuska et al., 2004; 2006). El resto de
genotipos mostraron un contenido de WSC bastante similar, si bien el cv. Harrington tuvo un mayor
contenido de WSC que la linea 8, mientras que la linea 76 tuvo un contenido semejante a ambos
genotipos (Tabla 4.39). Dicha variabilidad entre los genotipos en el total de carbohidratos solubles
refleja la variabilidad descrita para el contenido de fructanos segun la disponibilidad hidrica del suelo
por ser los carbohidratos mayoritarios en esta fraccion del tallo.

El contenido de proteinas varid entre los genotipos con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.44). Asi,
en condiciones de control hidrico la linea 89 tuvo un mayor contenido de proteinas solubles que los
otros genotipos, y el déficit hidrico indujo la acumulacidn de proteinas en mayor medida en la linea
76 que en las otras lineas RCSL y tendié a aumentarlas en Harrington hasta el punto de que el
contenido de proteinas en las lineas 76 y 89 aumenté con respecto a Harrington y la linea 8, con
contenidos similares entre ellas (Fig. 4.46). Los resultados muestran en conformidad con los
resultados encontrados en las hojas y el ultimo entrenudo del tallo, que el déficit hidrico aumenté el
contenido de proteinas también en esta fraccion del tallo y la mayor acumulacién de proteinas en la
linea 76 inducida por la sequia pudo ser consecuencia de una mayor biosintesis, una menor
exportacion y/o una menor degradacion.

En el estadio de grano lechoso medio, los carbohidratos solubles en agua continuaron
acumuldndose en el penultimo entrenudo del tallo, como consecuencia del aumento del contenido
de fructanos, con respecto al inicio del desarrollo del grano. Cabe sefialar que los niveles de hexosas
disminuyeron con independencia de la disponibilidad hidrica, y el efecto del déficit hidrico observado
en el anterior estadio de desarrollo desaparecio, al igual que ocurrié con la sacarosa (Tabla 4.40,
Tabla 4.39). El mayor contenido de sacarosa lo tuvo la linea 89 y el menor la linea 76, y el cv.
Harrington y la linea 8 tuvieron contenidos similares, mientras que los niveles de glucosa y fructosa
fueron mayores en la linea 89 que en los demas genotipos, los cuales mostraron niveles similares
(Tabla 4.40). La variabilidad genotipica descrita en el contenido de sacarosa se reflejé también en el
contenido de WSC y fructanos, aunque en interaccion con la disponibilidad hidrica en el suelo (Tabla
4.40). Asi, en condiciones de control hidrico la linea 89 tuvo el mayor contenido de WSC y fructanos y
la linea 76 el menor, con contenidos similares entre Harrington y la linea 8, y aunque el déficit hidrico
condujo a un descenso de fructanos y WSC en Harrington y las lineas 8 y 76 y no tuvo efecto en la
linea 89, la pauta de cambio del contenido de dichos carbohidratos en condiciones de déficit hidrico
no varid entre genotipos (Fig. 4.42a, Fig. 4.42b). Los niveles de almidén también variaron entre los
genotipos con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.40). La linea 89 tuvo un mayor contenido de almidén
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que las otras lineas RCSL y Harrington, y el déficit hidrico redujo los niveles de almiddn hasta el punto
de que desaparecieron las diferencias entre genotipos (Fig. 4.42c). Estos resultados muestran que el
déficit hidrico indujo la degradacion de almidén en la linea 89, y en los demds genotipos la de
fructanos. Y con independencia de la disponibilidad hidrica, el mayor contenido de fructanos vy, por
tanto, de WSC lo tuvo la linea 89 y el menor la 76, con contenidos similares en la linea 8 y Harrington,
cambios semejantes a los encontrados en sacarosa. Lo cual evidencia la variabilidad genotipica en la
capacidad de acumulacidon de WSC en el tallo segun el ambiente (Ehdaie et al., 2006b).

El déficit hidrico indujo la acumulacién de proteinas en el penultimo entrenudo del tallo. La linea
76 tuvo un mayor contenido de proteinas que las demas lineas RCSL y Harrington, y los niveles de
proteina de la linea 8 fueron mayores que los de la linea 89 y los de Harrington no variaron con
respecto a ninguna de estas dos lineas RCSL (Tabla 4.44). Estos resultados parecen indicar que en la
linea 89 tuvo lugar una mayor exportacidn y/o degradacidon de proteinas que en los demas genotipos
con respecto a la anterior fase del desarrollo, muy posiblemente en condiciones de déficit hidrico.

En el estadio de grano lechoso tardio, mientras que los carbohidratos solubles en agua en el
penultimo entrenudo del tallo aumentaron en un 20.4% en plantas de control hidrico con respecto al
estadio de grano lechoso medio, en las plantas de déficit hidrico disminuyeron un 1.6% (Tabla 4.41,
Tabla 4.40). Las diferencias entre ambos estadios de desarrollo en el contenido de fructanos en
plantas de control y déficit hidrico se incrementaron levemente, ya que los fructanos aumentaron un
21.6% en plantas de control hidrico y disminuyeron un 3.8% en plantas de déficit hidrico, lo que
sugiere que frente a la acumulacién de fructanos en el penultimo entrenudo del tallo en plantas con
amplia disponibilidad hidrica tuvo lugar la removilizacién de reservas con la progresion de la sequia 'y
del desarrollo de las plantas. El déficit hidrico condujo a un descenso de un 49% del contenido de
fructanos con respecto a las plantas de control hidrico y a un aumento del contenido de glucosa y de
sacarosa y no tuvo efecto en el de fructosa (Tabla 4.41). El contenido de almidén varidé entre los
genotipos con la disponibilidad hidrica. Asi, en condiciones de control hidrico las lineas RCSL tuvieron
un mayor contenido de almiddn que el cv. Harrington, y en la linea 89 fue mayor que en la 76 y
similar al de la linea 8, pero el déficit hidrico redujo el almidén en las lineas 89 y 76 y tendié a
aumentarlo en Harrington, lo que condujo a que el contenido de almiddn de la linea 8 aumentase
con respecto a las otras lineas RCSL y en Harrington con respecto a la linea 76 (Fig. 4.43). Estos
resultados indican que el efecto del déficit hidrico entre Harrington y las lineas RCSL fue diferente,
mientras que en el primero tendié a aumentar el contenido de almidén en las lineas RCSL indujo la
hidrélisis de almiddn, particularmente en las lineas 89 y 76.

Entre los genotipos, la linea 89 tuvo un mayor contenido sacarosa y hexosas que las otras lineas
RCSL, pero a diferencia de lo ocurrido en anteriores estadios del desarrollo, el contenido de fructanos
fue similar al de la linea 8 y Harrington, y mayor el de todos ellos que el de la linea 76 (Tabla 4.41).
Estos resultados sugieren que aun cuando el déficit hidrico indujo una notable degradacién de
fructanos, para que se atenuasen las diferencias de la linea 89 con respecto a Harrington y la linea 8
en el contenido de fructanos muy posiblemente en dichos genotipos aumentaron proporcionalmente
mas los fructanos en condiciones de control hidrico que en la linea 89, lo cual podria ser
consecuencia de la ligera aceleracién del crecimiento observada en este genotipo que facilitaria el
uso de los asimilados con independencia de la disponibilidad hidrica. Resulta interesante que el
contenido de fructosa fuese notablemente mas elevado en la linea 89 que en los demas genotipos y
a su vez mayor que el de glucosa, aun a pesar de que el déficit hidrico indujo la degradacién de
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almiddn y cabria esperar un aumento de glucosa en dichas condiciones, pero pudo ser metabolizada
a sacarosa para ser exportada o bien ser reutilizada en la sintesis de otros carbohidratos.

El contenido de proteinas en el penultimo entrenudo del tallo a diferencia de lo observado con el
contenido de carbohidratos solubles en agua disminuyd en las plantas de control hidrico con
respecto al estadio de grano lechoso medio, mientras que el contenido en plantas de déficit hidrico
se mantuvo, lo que condujo a que el aumento en el contenido de proteinas inducido por el déficit
hidrico con respecto a las plantas de control hidrico fuese mayor que el observado con anterioridad,
los cuales se estimaron en un 32.2% en el estadio de grano lechoso tardio frente al 18.1% encontrado
en el estadio de grano lechoso medio (Tabla 4.44). Ademas, el contenido proteico de esta fraccion
del tallo disminuyé en todos los genotipos en comparacion con la anterior fase del desarrollo,
exceptuando el aumento observado en la linea 89. Por ello, la linea 89 tuvo un mayor contenido de
proteinas que los demas genotipos, y el de la linea 8 fue mayor que el de Harrington y la linea 76, que
mostraron niveles similares. En esta fase del desarrollo probablemente se facilité la exportacion y/o
degradacion de proteinas en Harrington y las lineas 8 y 76.

5.2.3.- El déficit hidrico afecta al crecimiento del tallo principal durante la post-antesis de
la cebada.

5.2.3.1.- Crecimiento durante la fase reproductiva.

En este experimento, en paralelo a la recogida de muestras para los andlisis bioquimicos y
moleculares se recogieron muestras para el seguimiento de la evolucién del crecimiento del tallo
principal de la planta, y para poder estimar, en la medida de lo posible, el momento en el que los
distintos genotipos pudieron lograr alcanzar la mayor longitud de los entrenudos del tallo y la mayor
acumulacién de materia seca.

El déficit hidrico redujo la superficie verde de las hojas bandera y penultima a lo largo de los
diferentes estadios de desarrollo evaluados (Tabla 4.50-Tabla 4.52), y mientras que en el inicio del
desarrollo del grano el porcentaje de descenso con respecto a las plantas de control hidrico se estimé
en un 23.7% (Tabla 4.50), en el estadio de grano lechoso tardio fue de un 32.1%, variabilidad
atribuible a la progresién de la senescencia foliar (Tabla 4.52). La reduccidn de la expansion foliar es
una de las respuestas mas inmediatas de las plantas al déficit hidrico para preservar la pérdida de
agua por transpiracién y mantener la turgencia celular (Teulat et al., 1997; 2005). El déficit hidrico
condujo también a un descenso, que fue estimado en torno a un 23%, del peso de las hojas con
respecto a las plantas control en las distintas fases del desarrollo del grano (Tabla 4.56-Tabla 4.58).
No obstante, conviene indicar que la relacidn entre ambos parametros de crecimiento no se tiene en
consideracion en este estudio por las peculiaridades del método experimental utilizado para la
estimacion de la superficie verde y el peso seco de las hojas, puesto que este ultimo incluye las
partes secas de las hojas. La linea 76 tuvo una menor superficie verde foliar que los demds genotipos,
los cuales tuvieron superficies similares, entre el inicio del desarrollo del grano y el estadio de grano
lechoso medio (Tabla 4.50, Tabla 4.51). Sin embargo, en el estadio de grano lechoso tardio pudo
apreciarse que la superficie verde foliar de la linea 89 disminuyd con respecto a Harrington y la linea
8, en las cuales fue similar (Tabla 4.52). La linea 76 tuvo también un menor peso seco de las hojas
que las otras lineas RCSL y Harrington, con pesos similares entre ellas, en los dos primeros estadios
de desarrollo (Tabla 4.56, Tabla 4.57), mientras que en el estadio de grano lechoso tardio el peso de
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las hojas de la linea 89 fue menor que el de la linea 8, y el de Harrington similar al de dichas lineas
RCSL (Tabla 4.58). Ademas, la escasez en la disponibilidad hidrica del suelo no tuvo efecto en la
superficie verde del resto de las hojas del tallo principal en los dos primeros estadios de desarrollo
investigados (Tabla 4.50, Tabla 4.51) y en el estadio de grano lechoso tardio incluso la aumentd
(Tabla 4.52). El déficit hidrico aumentd ligeramente el peso del resto de las hojas en el inicio del
desarrollo del grano, efecto que desaparecié en los siguientes estadios (Tabla 4.56-Tabla 4.58). Las
lineas 76 y 89 tuvieron un area verde del resto de las hojas similar y mayor que el de Harrington y la
linea 8, con valores similares entre ellas en el inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.50). En la etapa
posterior, la superficie verde de las hojas en el cv. Harrington y las lineas RCSL varié con la
disponibilidad hidrica (Tabla 4.51). Asi, en condiciones de control hidrico el area verde del resto de
las hojas no varié entre los genotipos, pero el déficit hidrico redujo la superficie verde de la linea 8,
tendié a disminuir la de la linea 89 y tendié a aumentar las de los otros genotipos, lo cual condujo a
que la linea 8 tuviera el menor area verde, y el de la linea 76 aumentase con respecto a la linea 89 y
fuese similar al de Harrington (Fig. 4.51a). Sin embargo, en el estadio de grano lechoso tardio, se
atenuaron las diferencias encontradas en la fase anterior hasta el punto de que la linea 8 tuvo una
menor superficie verde que Harrington y las otras lineas RCSL, aunque no logré alcanzar significacion
estadistica con respecto a la linea 89 (Tabla 4.52). Por su parte, el peso del resto de las hojas fue
mayor en la linea 89 que en los demas genotipos, y mayor en Harrington que en la linea 76, y similar
el de estos genotipos al de la linea 8 en el inicio del desarrollo del grano (Tabla 4.56), la variabilidad
genotipica descrita en el peso del resto de las hojas se atenud con el avance del desarrollo hasta el
punto de que desaparecieron las diferencias en el estadio de grano lechoso tardio (Tabla 4.58). En
conjunto, los resultados parecen indicar que la linea 76 tuvo una menor superficie verde de las hojas
mas jovenes que los demas genotipos, lo que parece ser una caracteristica inherente al genotipo, a la
vez que tuvo una mayor superficie verde del resto de las hojas, similar a la de la linea 89. Con el
avance del desarrollo pudo comprobarse que la superficie verde del resto de las hojas disminuyd
notablemente en todos los genotipos, no asi en las hojas mas jovenes, descenso que fue mads
acusado en las lineas RCSL que en el cv. Harrington, lo que podria deberse a una senescencia mas
temprana en las lineas recombinantes.

Con relacidn a las otras partes del tallo principal, cabe destacar que la superficie verde de la
espiga fue aumentando con el avance del desarrollo (Tabla 4.50-Tabla 4.52). El déficit hidrico
condujo a un descenso, que se estimoé en un 5.8%, de la superficie verde de la espiga con respecto a
las plantas de control hidrico (Tabla 4.52). Estudios previos en trigo han mostrado que la sequia antes
de la antesis influye en el tamafo de las espigas (Ehdaie et al., 2008). Del mismo modo, como era
previsible, con el avance del llenado del grano, el peso seco de la espiga fue aumentando (Tabla
4.56-Tabla 4.58), y aun cuando el peso no vario significativamente entre las plantas con amplia o
escasa disponibilidad hidrica en el estadio de grano lechoso tardio, si que se apreciaron diferencias
en la madurez de las plantas (Tabla 4.58, Tabla 4.60). En la etapa mas avanzada del desarrollo, la
linea 76 tuvo la menor superficie verde de la espiga, y la de la linea 89 fue mayor que la de
Harrington y no varié con respecto a la de la linea 8 (Tabla 4.52). Sin embargo, la linea 89 tuvo el
mayor peso de la espiga y la linea 76 el menor, con pesos similares en Harrington y la linea 8 (Tabla
4.58). En el inicio del desarrollo del grano, el déficit hidrico redujo la superficie verde del ultimo
entrenudo y del resto del tallo y no tuvo efecto en la del penultimo entrenudo del tallo (Tabla 4.50).
Por el contrario, en el estadio de grano lechoso tardio los efectos de la sequia en las dos primeras
fracciones del tallo indicadas se atenuaron hasta el punto de que no variaron con la disponibilidad
hidrica, y la superficie verde del penultimo entrenudo del tallo fue disminuida por la sequia (Tabla
4.52). En esta ultima fase del desarrollo, la linea 89 tuvo la mayor superficie verde del ultimo y
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penultimo entrenudos del tallo y del resto del tallo y la linea 76 la menor, mientras que Harrington y
la linea 8 tuvieron superficies similares de todas ellas (Tabla 4.52). Asimismo, la sequia condujo a un
descenso del peso de las distintas fracciones del tallo durante las etapas evaluadas en la post-antesis
de la cebada (Tabla 4.56-Tabla 4.58). En el estadio de grano lechoso tardio, la linea 89 tuvo el mayor
peso de cada una de las fracciones del tallo y la linea 76 la menor, mientras que Harrington y la linea
8 tuvieron pesos similares de cada una de ellas (Tabla 4.58). La variabilidad genotipica descrita en el
ultimo y penultimo entrenudos del tallo, junto al resto del tallo parecen estar condicionadas por el
tamafio de cada uno de los genotipos, puesto que la longitud total de la fraccion tallo mostré la
misma pauta de cambio que los pardmetros de crecimiento descritos. Con independencia de las
diferencias genotipicas en las longitudes de cada uno de los segmentos separados de la fraccidn tallo
del tallo principal, pudo apreciarse que la linea 89 fue el genotipo que tuvo una mayor altura,
considerando la longitud total de la fraccién tallo, de planta y la linea 76 la menor, y Harrington y la
linea 8 con alturas similares tendrian una altura intermedia con respecto a las otras lineas RCSL en el
estadio de grano lechoso tardio (Tabla 4.59). La pauta de cambio en la longitud de las fracciones del
tallo y en el total fue similar a la encontrada en la madurez de las plantas (Tabla 4.61) y evidencia que
los diferentes entrenudos del tallo habrian logrado alcanzar su longitud maxima entre los estadios de
grano lechoso medio y tardio. Algo similar ocurrié con la acumulacién de materia seca de dichas
fracciones (Tabla 4.57-Tabla 4.58). Ademas, la evaluacién de los cambios en la biomasa de las
fracciones del tallo segun el genotipo y la disponibilidad hidrica entre los estadios de grano lechoso
medio y tardio puso de manifiesto que la variabilidad observada podria atribuirse a la velocidad de
desarrollo de los genotipos. Asi, en la linea 89 el momento de acumulacién maxima de materia seca
para los tres fragmentos en los que se dividié la fraccion tallo del tallo principal se alcanzé en el
estadio de grano lechoso medio, puesto que en el estadio de grano lechoso tardio se observd un
descenso del peso de dichas fracciones (Tabla 4.57, Tabla 4.58), al igual que ocurrié con la
acumulacidn de carbohidratos en el Ultimo y penultimo entrenudos del tallo. En conformidad con la
relacién existente entre la acumulacién de materia seca y carbohidratos solubles en el tallo (Ehdaie
et al., 2006b; Dreccer et al., 2009), y que los tallos son el principal 6rgano de almacenaje de
carbohidratos (Bonnett and Incoll, 1992; Blum et al., 1994; Li et al., 2013; Noorka and Noorka, 2013).
En el cv. Harrington se observd que la biomasa promediada con la disponibilidad hidrica de las
distintas fracciones del tallo apenas varié entre los estadios del desarrollo antes indicados (Tabla
4.57, Tabla 4.58), aun cuando pudo comprobarse que en el estadio de grano lechoso medio la
biomasa del ultimo y pendultimo entrenudos fue disminuida por el déficit hidrico, mas adn la del
penultimo entrenudo del tallo en todos los genotipos (Fig. 4.54). Y por ultimo, las lineas 8 y 76 fueron
los genotipos que mostraron una tenue subida en el estadio de grano lechoso tardio con respecto al
anterior, indicativo de una capacidad de acumulacién maxima de materia seca, lo que sugiere que
dichas lineas la alcanzaron mas tardiamente que Harrington y la linea 89.

Finalmente, la evaluacion de los pardmetros de crecimiento de las distintas partes del tallo
principal nos permitié estimar la biomasa total del mismo en cada uno de los estadios del desarrollo
del grano estudiados. En el estadio de grano lechoso tardio, el déficit hidrico redujo en un 10% la
acumulacién de materia seca de las plantas con respecto a las plantas de control hidrico (Tabla 4.58).
Ademas, la linea 89 tuvo la mayor biomasa y la linea 76 la menor, mientras que Harrington y la linea
8 tuvieron pesos secos del total del tallo principal similares, de acuerdo con la variabilidad genotipica
descrita en otras partes separadas del tallo principal.
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5.2.3.2.- Crecimiento en la madurez y rendimiento de grano.

En la madurez, al igual que en los anteriores estadios de desarrollo, se determind la materia seca
de cada una de las partes en las que fue fraccionado el tallo principal junto al resto de la parte aérea
de la planta lo que nos permitié obtener el rendimiento de la espiga del tallo principal y de la planta
como se describid en los capitulos de materiales y métodos y resultados.

En este estudio, la acumulacién de biomasa en el tallo principal fue disminuida por el déficit
hidrico en un 12.7% con respecto a las plantas control (Tabla 4.60). La imposicidon de una sequia mas
suave y de menor duracién que en el experimento anterior condujo a un descenso mas leve del peso
seco del tallo principal, de acuerdo con otros estudios (Xu et al., 2009; Pinheiro and Chaves, 2011;
Dolferus et al., 2013). Entre genotipos, la linea 89 tuvo el mayor peso del tallo principal y la linea 76
el menor, y el del cv. Harrington y la linea 8 fue similar. En cuanto al peso de las distintas partes del
tallo principal, el déficit hidrico no tuvo efecto significativo en el peso de las hojas bandera y
penultima y aumentd en un 19.4% el peso del resto de las hojas, aunque no se encontraron
diferencias significativas entre los genotipos en dichos parametros, resultados que difieren
notablemente de los efectos encontrados con un déficit hidrico moderado en el anterior
experimento. El peso de la espiga aumentd con respecto al estadio de grano lechoso tardio (Tabla
4.60, Tabla 4.58) y en esta fase a diferencia de la anterior, el peso de la espiga varid entre los
genotipos con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.60). Asi, el déficit hidrico redujo, con respecto a las
plantas de control hidrico, el peso de la espiga en el cv. Harrington y las lineas 8 y 76 un 19.5%, 16.6%
y 11.9%, respectivamente, y no tuvo efecto en el de la linea 89 (Fig. 4.59a), lo que sugiere que el
efecto del déficit hidrico en la acumulacién de biomasa en la espiga fue mas acusado en el cv.
Harrington que en las lineas RCSL. En plantas de control hidrico, la linea 89 tuvo un mayor peso de la
espiga que las otras lineas RCSL y similar al del cv. Harrington, y el mayor descenso inducido por la
sequia en Harrington vy las lineas 8 y 76 condujo a que las diferencias entre ellos desapareciesen y
tuvieran pesos de las espigas similares e inferiores al de la linea 89 (Fig. 4.59a). Promediado con la
disponibilidad hidrica, puesto que la biomasa del tallo principal no varié entre genotipos con la
disponibilidad hidrica del suelo, la contribucién del peso de la espiga a la biomasa total del tallo
principal para el cv. Harrington y las lineas 8, 76 y 89 fue de un 57.6%, 57.5%, 59.6% y 50.8%,
respectivamente (Tabla 4.60), lo que parece indicar que la contribucién del peso de la espiga fue
mayor en la linea 76 que tuvo la menor biomasa del tallo principal y, por el contrario, la contribucién
fue menor en la linea 89 que tuvo la mayor biomasa del tallo principal, mientras que en Harrington y
la linea 8 la contribucion fue similar e intermedia entre las otras lineas RCSL. Al igual que el peso de la
espiga, el del ultimo y penultimo entrenudos del tallo varié entre las lineas RCSL y Harrington con la
disponibilidad hidrica, lo cual repercutié en el peso del total de la fraccién del tallo (Tabla 4.60). El
déficit hidrico redujo, con respecto a las plantas control, el peso del dltimo entrenudo del tallo en
Harrington vy las lineas 8 y 89 y tendié a disminuirlo en la linea 76 (21%, 25.4%, 31.9% y 15%,
respectivamente) y el del pendltimo entrenudo del tallo (27%, 23.3%, 31.5% vy 9.6%,
respectivamente). En plantas de control el mayor peso del Gltimo y penultimo entrenudos del tallo lo
tuvo la linea 89 y el menor la linea 76, con valores similares entre Harrington y la linea 8 (Fig. 4.59b),
pero la sequia redujo los pesos hasta el punto de que las diferencias en el peso del penultimo
entrenudo del tallo entre genotipos se atenuaron, excepto por el valor todavia mayor en la linea 89
(Fig. 4.59c), y para el peso del ultimo entrenudo del tallo se mantuvieron las diferencias entre
genotipos de las plantas de control (Fig. 4.59b). Estos resultados muestran la variabilidad en la
sensibilidad del peso del ultimo entrenudo del tallo a la sequia entre los genotipos que parecid ser
mas acusada en la linea 89 y menor en la 76. Estudios con trigo han mostrado una amplia variabilidad
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en el peso de las fracciones del tallo entre genotipos, ademas de descensos en el peso de las
diferentes fracciones del tallo inducidos por la sequia, particularmente en el Ultimo entrenudo del
tallo (Ehdaie et al., 2006a). Promediado con la disponibilidad hidrica, la contribucién del peso del
ultimo entrenudo del tallo a la biomasa del tallo principal representé para el cv. Harrington y las
lineas 8, 76 y 89, respectivamente (7.5%, 8.1%, 6.9% y 8.5%) y para el penultimo entrenudo del tallo
(6.1%, 6.5%, 5.6% y 8.4%). Estos resultados muestran que en la linea 89 la contribucion del peso de
ambas fracciones a la biomasa del tallo principal es similar, si bien en Harrington y las lineas 76 y 8
fue mayor la contribucién del Ultimo entrenudo que del penultimo entrenudo del tallo. El déficit
hidrico redujo también el peso del resto del tallo un 15% con respecto a las plantas control, y las
lineas 89 y 76 tuvieron el mayor y menor peso del resto del tallo respectivamente, con valores
similares entre Harrington y la linea 8 (Tabla 4.60). La contribucidn del peso del resto del tallo a la
biomasa del tallo principal representd para el cv. Harrington vy las lineas 8, 76 y 89, respectivamente
(15.7%, 17%, 15.2% y 22.8%). Finalmente, como se ha indicado con anteriorioridad el peso del total
de la fraccion tallo varié con la disponibilidad hidrica y mostréd exactamente la misma pauta de
cambio descrita para el peso del penultimo entrenudo del tallo (Fig. 4.59d). Aun cuando se han
desglosado las contribuciones de los pesos de las distintas fracciones del tallo a la biomasa del tallo
principal, puede también inferirse la del total de la fraccion tallo, que llegd a representar (29.4%,
31.6%, 27.6% y 39.6%) para el cv. Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente. Estos
resultados ponen de manifiesto que en la linea 76 la contribucion del peso de las fracciones del tallo
a la biomasa del tallo principal fue menor, lo que podria indicar que este genotipo favorece la
acumulacidén de biomasa en la espiga. Una vez conocidas las contribuciones de los pesos de la espiga
y del total de la fraccion tallo pudo estimarse la contribucion del total de las hojas a la biomasa del
tallo principal y representd para el cv. Harrington vy las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (13%,
11.2%, 12.8% y 9.6%).

En esta fase del desarrollo del grano, el déficit hidrico redujo, con respecto a las plantas de
control hidrico, la longitud total de la fraccidn tallo del tallo principal un 8.8% y no tuvo efecto en el
resto del tallo (Tabla 4.61). Un descenso del 9% en la longitud del tallo principal inducido por la
sequia se ha encontrado en un estudio con un amplio grupo de genotipos de trigo (Ehdaie et al.,
2006a). Promediado con la disponibilidad hidrica, la linea 89 tuvo la mayor longitud del resto y del
total del tallo y la linea 76 la menor y el cv. Harrington y la linea 8 con longitudes similares (Tabla
4.61). Estos resultados muestran la variabilidad genotipica existente en el tamafio de las plantas, de
manera que la linea 89 tuvo la mayor altura y la linea 76 la menor, y Harrington y la linea 8 con una
altura similar entre ellas e intermedia a la de las otras dos lineas RCSL, como ya se vislumbré en
etapas anteriores del desarrollo del grano y en el anterior experimento. Sin embargo, la longitud del
ultimo y penultimo entrenudos del tallo varid entre los genotipos con la disponibilidad hidrica (Tabla
4.61). En comparacién con las plantas control, el déficit hidrico redujo la longitud del dltimo vy
penultimo entrenudos del tallo en Harrington (18.4% y 17.5%) y la linea 89 (24.9% y 13.3%), en la
linea 8 disminuyd el dltimo entrenudo y tendié a disminuir el penultimo entrenudo del tallo (17.4% y
8.5%) y en la linea 76 tendid a disminuir el Gltimo entrenudo (9.1%) y no tuvo efecto en el penultimo
entrenudo del tallo (Fig. 4.60). Un descenso en la longitud del ultimo y penultimo entrenudos del
tallo inducido por la sequia se ha observado en estudios previos (Ehdaie et al., 2006a). No obstante,
las reducciones inducidas por la sequia en la longitud de ambos entrenudos del tallo en nuestro
estudio parecen ser mayores que las encontradas por Ehdaie et al. (2006a), que mostraron un
descenso de un 15% para el Ultimo entrenudo y de un 9% para el penultimo entrenudo del tallo. En
plantas de control hidrico la linea 89 tuvo la mayor longitud de ambos entrenudos del tallo, los otros
tres genotipos tuvieron longitudes similares del ultimo entrenudo del tallo, y la longitud del
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penultimo entrenudo del tallo fue mayor en Harrington y la linea 8 que en la 76, pero el descenso
inducido por la sequia en cada uno de los genotipos hizo que la longitud del dltimo entrenudo fuera
mayor en la linea 89 que en la linea 8 y similar a la de Harrington y la linea 76, y la del penultimo
entrenudo mayor en la linea 89 que en los demas genotipos, con valores similares entre ellos (Fig.
4.60). Estos resultados constatan una elevada variabilidad genotipica en la sensibilidad de la longitud
de ambos entrenudos al déficit hidrico. La sensibilidad fue mayor en Harrington y la linea 89, aunque
el efecto de la sequia fue similar para ambos entrenudos en Harrington y mayor en el ultimo
entrenudo que en el penultimo entrenudo del tallo en la linea 89, la sensibilidad mostrada por la
linea 8 fue menor que en dichos genotipos pero con una pauta similar a la indicada para la linea 89,
mientras que en la linea 76 Unicamente la longitud del ultimo entrenudo del tallo fue muy
tenuemente afectada. Puesto que los entrenudos se alargan secuencialmente hacia arriba (Borrell et
al., 1993), el ultimo entrenudo en desarrollarse parece mostrar una mayor sensibilidad a la sequia de
menor intensidad en las lineas RCSL, con la variabilidad genotipica descrita, a diferencia del cv.
Harrington en el que la sensibilidad de los entrenudos parece ser similar. La separacién de los dos
entrenudos superiores de la fraccién tallo puso de manifiesto las diferencias en longitud entre ellos,
siendo menor la del penudltimo que la del dltimo entrenudo del tallo. En conformidad con estudios
previos de Molina Cano et al. (1989) que indicaron que la longitud de los entrenudos del tallo en
plantas de cebada se va haciendo mayor a medida que se alejan de la base, de manera que el
entrenudo mds proximo a la espiga serd mas largo que los entrenudos inferiores.

Se ha indicado que la capacidad de acumulacién potencial de reservas en el tallo y su movilizacién
dependen de la longitud y del peso de los entrenudos del tallo, y la relacién entre ambos parametros
determina el peso especifico (Ehdaie et al., 2008). El déficit hidrico disminuyé un 7.2% el peso
especifico del ultimo entrenudo del tallo con respecto a las plantas control. El peso especifico del
ultimo entrenudo del tallo fue mayor en la linea 89 que en los demas genotipos, mayor en Harrington
y la linea 8 que en la linea 76, y mayor en la linea 8 que en Harrington (Tabla 4.62). En la madurez se
ha observado un descenso de este pardmetro para cualquiera de las fracciones del tallo con respecto
al encontrado en etapas anteriores del desarrollo del grano (datos no mostrados), los cuales podrian
ser indicativos de la pérdida de materia seca de dichas fracciones (Ehdaie et al., 2008). El descenso
del peso especifico del dltimo entrenudo del tallo con respecto al estadio de grano lechoso tardio en
Harrington y las lineas 8 y 76, y al estadio de grano lechoso medio para la linea 89, que fue como se
ha indicado anteriormente cuando alcanzé la maxima acumulaciéon de materia seca, se ha estimado
que fue para Harrington y las lineas 8, 76 y 89, respectivamente (20.1%, 20%, 13.4% y 24.6%). El peso
especifico del penultimo entrenudo y resto del tallo, junto al total del tallo en la madurez varié entre
genotipos en interaccién con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.62). Y la sequia redujo el peso
especifico del ultimo entrenudo del tallo en todos los genotipos (Fig. 4.61a), pero el del resto del tallo
Unicamente en la linea 89, aunque tendié a disminuirlo en Harrington y la linea 8 y no tuvo efecto en
la linea 76 (Fig. 4.61b). Aun a pesar de los descensos inducidos por la sequia en el peso especifico del
penultimo entrenudo del tallo, se comprobd que con ambos niveles de disponibilidad hidrica el
mayor peso especifico lo tuvo la linea 89 y el menor la linea 76, con valores similares entre
Harrington y la linea 8 (Fig. 4.61a), las pauta de cambio del resto del tallo fue algo diferente ya que
con ambos niveles de disponibilidad hidrica el mayor peso especifico del resto del tallo lo tuvo la
linea 89, con valores similares entre los demds genotipos (Fig. 4.61b). Promediado con la
disponibilidad hidrica, el descenso del peso especifico del penultimo entrenudo del tallo en la
madurez con respecto al estadio de maxima capacidad de acumulacion fue para Harrington y las
lineas 8, 76 y 89, respectivamente (31.5%, 36.2%, 18.9% y 27.8%) y para el del resto del tallo (27.5%,
38.2%, 27.3% y 29.5%). Estos resultados indican una gran variabilidad genotipica en los descensos del
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peso especifico de las distintas fracciones del tallo entre el momento de acumulacién maxima
potencial de reservas y la madurez. Y muestran que el descenso del peso especifico en el cv.
Harrington fue mayor en el pendltimo entrenudo del tallo y en las RCSL en el resto de tallo, con
contribuciones diferentes de ambos entrenudos entre ellas.

Finalmente, con relacién al rendimiento de grano de la espiga del tallo principal, el déficit hidrico
redujo, con respecto a las plantas de control hidrico, el nimero de granos un 7.4% y como
consecuencia el peso del grano disminuyd también un 13.6%, mientras que la disminucidn del peso
por grano fue de un 6.6% (Tabla 4.64). Como era previsible, la sequia de menor intensidad indujo un
menor descenso del rendimiento de grano que en el anterior experimento. La linea 8 tuvo el mayor
numero de granos en la espiga principal pero con un menor peso por grano, por lo que la mayor
produccién de granos seria una caracteristica de este genotipo, que no se refleja en el peso del grano
que fue similar al del cv. Harrington y la linea 76 (Tabla 4.64), lo que sugiere que produjo granos de
menor tamafo. Por el contrario, la linea 89 presentd el mayor peso del grano y peso por grano,
mientras que tuvo un menor nimero de granos que la linea 8 y similar al de Harrington y la linea 76
(Tabla 4.64), indicativo de que generd granos de mayor tamafio. Por su parte, el cv. Harrington y la
linea 76 tuvieron un numero de granos similar a los de la linea 89, pero un menor peso del grano que
dicha linea RCSL, indicativo de que tuvieron granos de menor tamafno que la linea 89 y mayores que
los de la linea 8. No obstante, entre Harrington y la linea 76 el peso por grano varié de manera que
Harrington tuvo granos de una tamafio ligeramente mayor que los de la linea 76. Ademas, la
contribucion del peso del grano al peso de la espiga fue mayor en la linea 76 que en los demas
genotipos (77.1%, 78.8%, 84.6% y 75%, cv. Harrington y lineas 8, 76 y 89, respectivamente). Dicha
apreciacion parece indicar que la linea 76 tuvo una mayor asignacion de materia seca al grano que al
resto de estructuras de la espiga, mientras que la asignacion en Harrington y la linea 8 fue
ligeramente superior que en la linea 89 y similar entre ellos.

5.2.4.- El déficit hidrico afecta a la acumulacion de biomasa y rendimiento de grano de las
plantas de cebada.

En este experimento, al igual que en el anterior, la sequia, aun de menor intensidad, disminuy6 la
acumulacidn de biomasa en los genotipos de cebada. La biomasa total de la planta y el nimero de
tallos hijos variaron entre genotipos con la disponibilidad hidrica (Fig. 4.62, Tabla 4.63). Asi, en
comparacién con las plantas control, el déficit hidrico disminuyé en Harrington y las lineas 8, 76 y 89,
respectivamente, la biomasa total de la planta (42.1%, 53.7%, 45.6% y 43.7%) (Fig. 4.62) y el niumero
de tallos por planta (20.3%, 58%, 51.2% y 26%) (Fig. 4.63a). En plantas de control hidrico la mayor
acumulacién de biomasa la tuvo la linea 8 y la de la linea 89 fue mayor que la del cv. Harrington, y la
de la linea 76 fue similar a la de ambos genotipos, pero la sequia disminuyd la biomasa hasta el punto
de que las diferencias entre las lineas RCSL y Harrington desaparecieron (Fig. 4.62). Estos resultados
muestran que aun cuando en condiciones de control hidrico por lo general las lineas RCSL tuvieron
una mayor acumulaciéon de biomasa que Harrington, la mayor sensibilidad a la sequia de las lineas
RCSL que Harrington condujo a que todos ellos tuvieran biomasas similares. Ademas, la linea 8 tuvo
un mayor numero de tallos por planta que Harrington y la linea 89 y similar al de la linea 76 en
plantas control, pero el efecto de la sequia fue mas acusado en la linea 8 y la 76 por lo que disminuyd
el numero de tallos en ambos genotipos con respecto a Harrington y la linea 89 (Fig. 4.63a). El hecho
de que estos ultimos genotipos tuvieran un mayor nimero de tallos que las lineas 8 y 76 con escasa
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disponibilidad hidrica y, sin embargo, la biomasa total de todos ellos fuera similar parece indicar que
el aumento del nimero de tallos no necesariamente repercutiéo en un aumento de biomasa, lo que
sugiere que tuvieron un mayor numero de tallos improductivos en dichas condiciones.

El déficit hidrico redujo, en comparacion con las plantas de control hidrico, el nimero de espigas
por planta en un 55.9%. La linea 89 tuvo un menor numero de espigas por planta que los demas
genotipos, con valores similares entre ellos (Tabla 4.63). El porcentaje de espigas por planta vario
entre los genotipos con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.63). De manera que el déficit hidrico redujo,
con respecto a las plantas control, el porcentaje de espigas por planta en el cv. Harrington y la linea
89 en un 53.3% y un 38.3%, respectivamente, mientras que no tuvo efecto significativo en las otras
lineas RCSL. En condiciones de control hidrico el porcentaje de espigas por planta fue mayor en el cv.
Harrington y la linea 76 que en las lineas 8 y 89, pero la sequia disminuyd el porcentaje de espigas
por planta en Harrington y la linea 89 con respecto a las lineas 76 y 8 (Fig. 4.63b). Estos resultados
constatan las anteriores apreciaciones, puesto que con escasa disponibilidad hidrica el cv. Harrington
y la linea 89 tuvieron un mayor numero de tallos, de los cuales un menor nimero desarrollé espigas,
al contrario de lo que ocurrié en las lineas 8 y 76, lo que condujo a que todos ellos tuvieran una
biomasa similar en las condiciones descritas.

Con relacién al rendimiento de grano a nivel de planta. El nimero de granos vario entre genotipos
con la disponibilidad hidrica (Tabla 4.65). El déficit hidrico disminuyd, con respecto a las plantas de
control hidrico, el nimero de granos en el cv. Harrington vy las lineas 8, 76 y 89, respectivamente
(59.1%, 55.5%, 56.3% y 52.8%) (Fig. 4.64). En plantas de control, el menor nimero de granos por
planta lo tuvo la linea 89, mientras que las lineas 76 y 8, con valores similares entre ellas, tuvieron un
mayor numero de granos que Harrington, pero la sequia disminuyd el nimero de granos hasta el
punto de que las diferencias entre genotipos se atenuaron, excepto por el valor todavia menor en la
linea 89 (Fig. 4.64). A pesar del notable descenso del nimero de granos inducido por la sequia en
todos los genotipos, superior al 50% (Fig. 4.64), el peso del grano no alcanzo significacion estadistica
para la interaccién genotipo x disponibilidad hidrica. Asi, el déficit hidrico disminuyd, con respecto a
las plantas de control hidrico, el peso del grano en un 55.4%, lo que sugiere que este parametro es
altamente sensible a la disponibilidad hidrica. Promediado con la disponibilidad hidrica, las lineas 76
y 8 tuvieron un mayor nimero de granos que el cv. Harrington y la linea 89 (Tabla 4.65). Se ha
propuesto que las espigas con un mayor nimero de granos suelen generar granos de menor tamafio
y con un menor peso por grano (Acreche and Slafer, 2006; Mitchell et al., 2013), y al igual que hemos
observado en la espiga del tallo principal, la linea 8 mostré un menor peso por grano que las otras
lineas RCSL, aunque no alcanzd significacion estadistica con respecto al cv. Harrington, y a su vez el
peso por grano de la linea 89 fue mayor que el de la linea 76 (Tabla 4.65). Estos resultados confirman
aquellos observados a nivel de la espiga principal ya que la linea 8 tuvo un mayor nimero de granos
con un menor peso por grano y, por el contrario, la linea 89 tuvo un menor nimero de granos con
mayor peso por grano.

Todos los pardmetros anteriores se pueden resumir en el indice de cosecha, que relaciona el
rendimiento de grano y la biomasa por planta, y varié entre genotipos con la disponibilidad hidrica. El
déficit hidrico redujo, con respecto a las plantas control, el indice de cosecha en Harrington y la linea
76 un 17.7% y 12.9%, respectivamente, y no tuvo efecto en la linea 8 y la linea 89 (Fig. 4.65). Con
ambos niveles de disponibilidad hidrica en el suelo la linea 76 tuvo el mayor indice de cosecha y la
linea 89 el menor, mientras que Harrington tuvo un IC mayor que la linea 8 en plantas de control,
pero la sequia redujo el IC en Harrington hasta el punto de que desaparecieron las diferencias entre
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ellos (Fig. 4.65). Richards and Townley-Smith (1987) propusieron que los genotipos que presentan un
alto peso especifico del tallo suelen tener un menor IC y rendimiento de grano, en conformidad con
los resultados obtenidos para la linea 89. Cabe resaltar que las lineas 89 y 76, que han mostrado los
valores superiores e inferiores tanto en los pardmetros de crecimiento como en la acumulacién de
reservas en los entrenudos del tallo y las hojas durante el desarrollo del grano y en la madurez, el IC
fue al contrario. Esto podria ser indicativo de que la linea 76, en términos de productividad, es mas
resistente a la sequia que la linea 89, lo que estaria de acuerdo con datos obtenidos en campo
(Inostroza et al., 2007; Del Pozo et al., 2012). La variabilidad genotipica encontrada en nuestro
estudio parece indicar que el rendimiento de grano mejord en el genotipo de menor altura. En
conformidad con estudios previos que mostraron que el rendimiento de grano aumentd en
variedades de trigo modernas con una reduccién de la altura del tallo (Austin et al., 1980; Ledent and
Stoy, 1988). Mathews et al. (2006) en un estudio con lineas isogénicas para la mayoria de los genes
de la altura encontraron que las lineas de menor altura tenian un rendimiento ventajoso sobre las
lineas de mayor altura. Ademas, las lineas con alto contenido en WSC tenian espigas mas pesadas
pero menor numero de granos por unidad de peso de la espiga y con un mayor peso por grano. Y la
aparente contribucién de los WSC del tallo al rendimiento de grano fue mayor en las lineas con alto
contenido de WSC y su niumero de granos menor. De manera que una mayor proporcion del peso del
grano individual final en las plantas con alto contenido de carbohidratos solubles en agua fue
dependiente de las reservas de carbohidratos almacenados en el tallo que se estimé en un 11.5%
frente al 8.2% en las lineas de bajo contenido de WSC. Y las lineas con un bajo contenido de WSC
alcanzaron un menor peso del grano final en comparacién con las de alto contenido de WSC con
mayor aparente contribucion de los WSC del tallo en el peso por grano. Lo que fundamentaria la
hipotesis de que las lineas con un elevado contenido de WSC podrian tener un mayor peso del grano
bajo condiciones potenciales, o peso del grano potencial por si mismo. Otros estudios han indicado
que la inversidn en carbohidratos solubles en el tallo podria constituir un sumidero competitivo
alternativo para la espiga, con el potencial de disminuir el rendimiento via una reduccién del nimero
de granos. Por ello, los genotipos enanos que transfieren los recursos hacia la espiga durante el
periodo de rapido desarrollo de la espiga pueden ser mas ventajosos (Fischer and Stockman, 1986).
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Conclusiones

1. La difusién del CO, por cierre de los estomas, mas que cualquier trastorno metabdlico, pudo ser
la causa principal de la limitacién de la fotosintesis con el déficit hidrico moderado y prolongado.
Dicha limitacién fue mas acusada en los genotipos que tuvieron mayor superficie verde de las hojas
bandera y penultima: el cv. Harrington y la linea 8. El déficit hidrico menos intenso pudo causar una
limitacion metabdlica que parecid estar mas relacionada con la carboxilacidén de la Rubisco que con la
regeneracién de la RuBP. La fotosintesis de las lineas 8 y 89 aumentd con déficit hidrico
probablemente por un transporte electrénico mas eficiente.

2. El aumento del contenido foliar de carbohidratos solubles en agua a pesar de la disminucién de
la fotosintesis con el déficit hidrico, pudo deberse a la inhibicién del crecimiento y la demanda
metabdlica de otros 6rganos. La variabilidad genotipica en el contenido de carbohidratos en las hojas
y el ultimo entrenudo del tallo se asocioé con sus diferencias en la fotosintesis y el desarrollo.

3. En el inicio del desarrollo del grano, la sequia aumentd el contenido foliar de hexosas e indujo
la expresion génica de la invertasa acida de pared celular. En la linea 89 estos efectos de la sequia
fueron mayores que en los otros genotipos.

4. El aumento del contenido foliar de sacarosa inducido por la sequia no aumentd la expresion de
los genes que codifican la 1-SST y 6-SFT. El contenido de nitrato, que es una sefial negativa para la
expresion de estos enzimas, pudo aumentar con la sequia como lo hicieron las proteinas solubles y
reducir la expresién de esos genes. La sequia posiblemente promovié la acumulacién foliar de
fructanos con uniones B(2-1), porque no modificé la expresién de la 1-FFT y disminuyd drasticamente
los transcritos para la 6-SFT y en menor medida los de la 1-SST. En la linea 89, la represién génica
inducida por la sequia de la 6-SFT y 1-SST fue atenuada y la expresién de la 1-FFT aumenté en
conformidad con una mayor biosintesis de fructanos.

5. Los fructanos fueron los carbohidratos almacenados en mayor medida en el Ultimo y pendltimo
entrenudos del tallo, y el almidén el de menor cuantia. El contenido de fructanos fue mayor en el
penultimo que el ultimo entrenudo del tallo. Los mayoritarios en el tltimo entrenudo del tallo fueron
los de grado de polimerizacion medio, indicativo de un predominio de fructanos con uniones B(2-6).
Su abundancia en este érgano confirma el papel del tallo como reserva temporal de asimilados.

6. El déficit hidrico moderado de larga duracién indujo acumulacion de fructanos en el ultimo
entrenudo del tallo, mientras que el déficit hidrico de menor intensidad redujo el contenido de los
mismos. Esta diferencia pudo asociarse con una menor limitacidon del crecimiento y la demanda de
carbono de los colectores de asimilados en estas ultimas condiciones, que promovié la utilizacion de
las reservas almacenadas en el tallo.

7. La menor acumulacién de fructanos en el Ultimo entrenudo del tallo con déficit hidrico de
menor intensidad se relacioné con mayor hidrdlisis de fructanos, aumento de transcritos para la 1-
FEH y descenso de transcritos para la 6-SFT, sin cambios en la expresién génica para la 1-SST.

8. La degradacion de fructanos de mayor grado de polimerizacidon a fructanos de menor peso
molecular podria considerarse un buen indicador de la variabilidad genotipica en la velocidad de
desarrollo.

9. El déficit hidrico aumenté la actividad nitrato reductasa en todos los genotipos de cebada, y la
variabilidad genotipica en la actividad del enzima con la disponibilidad hidrica se asocié con cambios
en la expresién del gen para dicha proteina. El aumento de la actividad NR inducido por el déficit
hidrico se acompafd de un mayor contenido de proteinas, como consecuencia de mayor biosintesis
y/o menor exportacion o degradacion.



Conclusiones

10. El déficit hidrico moderado o menos intenso redujo el nimero de granos, el peso por grano y
el peso del grano por espiga. Con amplia disponibilidad hidrica la linea 89 tuvo el mayor peso del
grano por espiga y la linea 76 el menor, mientras que con déficit hidrico moderado Harrington tuvo el
mayor peso del grano y la linea 76 el menor. La sequia disminuyd también la biomasa final y Ia
produccién de grano a nivel de planta entera.

11. El déficit hidrico moderado aumentd el contenido de carbohidratos solubles en agua vy
proteinas en el grano y no varié el contenido de almiddn, lo cual mejoraria la calidad del grano para
ciertos usos, particularmente en las lineas recombinantes con sustitucién de cromosomas.

12. En la linea 89, con una mayor longitud de los entrenudos del tallo y un alto contenido de

carbohidratos solubles en el ultimo entrenudo del tallo, fue mayor la contribucion de los
carbohidratos al rendimiento de grano.
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