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Resumen y Abstract 11

Resumen

La temperatura es uno de los principales factores que determina la distribucién y el potencial
desarrollo de una especie. En los Gltimos afios la temperatura promedio ha aumentado en
todo el mundo y Colombia no ha sido la excepcidn con un aumento de aproximadamente
2°C en los ultimos 20 afios. Este aumento de la temperatura perjudica el crecimiento,
desarrollo y reproduccion de varias especies cultivables, dentro de ellas el arroz. Esta
especie es una de las principales fuentes de energia para la especie humana, por lo que
cualquier disminucion en sus rendimientos afecta la seguridad alimentaria del mundo. La
alta temperatura nocturna (ATN) ha mostrado ser uno de los factores méas perjudiciales para
el rendimiento del arroz. En el presente estudio se caracterizo la respuesta de siete genotipos
de arroz a una alta temperatura nocturna (30°C) en estado de macollamiento y durante la
maduracion. Para esto se evaluaron variables de crecimiento, fotosintesis, variables
relacionadas con estrés oxidativo, y algunos componentes de rendimiento. Los resultados
indicaron que i) la alta temperatura nocturna afecta los procesos fisioldgicos (en estado
vegetativo) desde el cuarto dia de exposicion ii) la alta temperatura nocturna disminuye el
crecimiento vegetativo debido a una menor asimilacion de CO2 y mayor respiracion iii) la
alta temperatura nocturna disminuye el rendimiento por panicula del genotipo F50 y lo
aumenta en CT19021 debido a una mayor y menor produccion de granos vanos,
respectivamente. Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, el uso de
variables fisiologicas y bioquimicas como posibles indicadores de tolerancia o
susceptibilidad a un estrés por alta temperatura podrian ser: En estado vegetativo la
asimilacion de CO., el contenido de clorofila y carotenoides, el contenido de MDA vy la
respiracion; en estado reproductivo el nimero de granos producidos y el porcentaje de
fertilidad, mientras variables como, conductancia estomatica, contenido de prolina y
fluorescencia de la clorofila a varian en el tiempo o no presentan cambios al aumentar la
temperatura nocturna, por lo que no serian buenos indicadores del estrés provocado por una
alta temperatura nocturna.

Palabras clave: fotosintesis, estrés abidtico, estrés oxidativo, fluorescencia, genotipo,
clorofila.
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Abstract

Temperature is one of the main factors that determine the distribution and the potential
development of a species. In recent years the average temperature has increased worldwide,
and Colombia is no exception with an increase of about 2 °C in the last 20 years. This
increase in temperature impairs growth, development and reproduction of several crop
species within them rice. This species is one of the main sources of energy for the human
species, so any decline in vyields affects food security in the world. The high night
temperature has proved one of the most damaging rice yield factors. In this study the
response of seven lines of rice at high night temperature (30 °C) and tillering state during
grain filling was characterized. For this growth variables, photosynthesis, oxidative stress-
related variables, and some yield components were evaluated. The results indicated that i)
the high night temperature affects physiological processes (vegetative state) from four days
of exposure and these vary over time ii) the high night temperature decreases vegetative
growth due to lower CO; assimilation and greater respiration iii) high night temperature
decreases production / panicle genotype F50 and CT19021 increases due to a higher
production and lower openings, respectively grains. Because of its stability over time and
that regardless of genotype tends to exhibit the same behavior, the following variables as
potential indicators of stress are suggested for high temperature CO_ assimilation, number
and percentage of grain produced vaneamiento, while variables such as, stomatal
conductance, MDA and proline content are variable in time or are unchanged by increasing
the night temperature, so they would not be good indicators of this stress.

Keywords: Photosynthesis, Abiotic stress, oxidative stress, fluorescence, genotype,
chlorophyll
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INTRODUCCION

El cambio climatico ha generado condiciones adversas tales como periodos prolongados de
sequias, inundaciones y temperaturas extremas en varias regiones del mundo (Teixeira et
al., 2013). EI cultivo del arroz es uno de los cereales con mayor importancia para la
alimentacion humana en el mundo (FAO, 2002). Y en Colombia ocupé 455,000 ha
sembradas con una produccion de 1,925,687 toneladas durante 2013 (FEDEARROZ, 2015).
En este sentido, periodos de altas temperaturas tanto diurnas como nocturnas han sido
registrados en los ultimos afios en las zonas productoras de arroz en Colombia, observandose
un impacto negativo sobre el rendimiento de este cultivo (Castilla et al., 2010; Restrepo-
Diaz y Garces-Varon, 2013; Sanchez-Reinoso et al., 2014).

El rendimiento del cultivo del arroz es fuertemente influenciado por factores ambientales
como luminosidad, disponibilidad de agua, nutrientes y la temperatura ambiental (Yoshida,
1981; Fageria, 2007). En cuanto a la temperatura ambiental, los periodos de exposicién de
cultivos de arroz a altas temperaturas diurnas como nocturnas han aumentado durante los
ultimos afios (Restrepo-Diaz y Garcés Vardn, 2013; Sanchez-Reinoso et al. 2014). En este
aspecto, periodos de estrés térmico, especialmente, altas temperaturas nocturnas pueden
afectar negativamente la fisiologia y en consecuencia el rendimiento del cultivo del arroz
(Mohammed y Tarpley, 2014). En plantulas de arroz, altas temperaturas nocturnas (35-
45°C) disminuyeron la asimilacion de CO>, la eficiencia del fotosistema Il y la actividad de
la Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa/oxidasa (RuBisCO) (Yin et al., 2010). Ademas de los
efectos sobre las propiedades de intercambio gaseoso de la hoja, una alta temperatura
nocturna reduce el contenido de clorofila (Kumar et al., 2011; Dong et al., 2014), afectando
la relacion entre clorofila total y carotenoides (Song et al., 2013; Dong et al., 2014). Otra
respuesta fisioldgica, es el incremento de la respiracién nocturna expresado como perdida
de carbono (Lee y Akita, 2000; Mohammed y Tarpley, 2009b; Mohammed et al., 2013).
También, es importante mencionar que el grado de afectacién negativa por una alta
temperatura nocturna sobre el rendimiento, esta influenciada por el estado fenoldgico donde
se presente esta condicidn estresante (Fageria et al., 2007). Yoshida (1981) menciona que
las etapas de floracion y maduracion son etapas fenoldgicas mas susceptibles a estreses
ambientales.

Una de las estrategias para afrontar los efectos negativos de las altas temperaturas sobre el
rendimiento de los cereales es la seleccion de genotipos tolerantes a dicha condicion
ambiental (Araus et al., 2008). En este aspecto, el mejoramiento genético de cultivos
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actualmente usa caracteristicas fisiologicas con el propdsito de aumentar la eficiencia en la
seleccion de genes (Reynolds et al., 2009; Jha et al., 2014). Por ejemplo, en la seleccion de
genotipos de trigo tolerantes a alta radiacion y temperatura se han usado parametros de la
fluorescencia de la clorofila y variables de intercambio gaseoso (Sayed, 2003; Monneveux
et al., 2003). Adicionalmente, la caracterizacion de genotipos tolerantes a altas temperaturas
nocturnas se tiene en cuenta variables bioquimicas como el contenido de pigmentos
fotosintéticos (clorofilas y carotenoides), la produccion de osmolitos compatibles (glicina
betaina, Prolina y azucares solubles) y la integridad de la membrana celular (Bita y Gerats,
2013). En arroz, se ha reportado que los genotipos tolerantes presentan una tasa de
fotosintesis, respiracion, transporte de electrones, contenido de clorofila y rendimiento
cuéntico del fotosistema Il estables bajo condiciones de altas temperaturas nocturnas
(Glaubitz et al., 2014; Mohammed y Tarpley, 2014). Por lo anterior, estas variables han sido
sugeridas como herramienta para seleccionar genotipos con una posible tolerancia a
diferentes condiciones de estrés abiotico (Sayed, 2003; Araus et al., 2008).

Actualmente, la utilizacion de algunos parametros fisioldgicos y bioquimicos como tasa
fotosintética y produccién de prolina han adquirido importancia en la caracterizacion de
genotipos a condiciones de estrés abidtico especialmente estrés térmico en Colombia
(Restrepo-Diaz y Garces-Varon, 2013; Sanchez-Reinoso et al. 2014). Sin embargo, los
trabajos donde se utilizan pardmetros fisioldgicos (fluorescencia de la clorofila a,
Peroxidacion lipidica, intercambio gaseoso) siguen siendo necesarios para un mejor
conocimiento de la influencia del ambiente en la seleccion de genotipos con caracteristicas
de tolerancia a estreses abioticos (especialmente estrés térmico) como futuros parentales en
los programas de fitomejoramiento. Por tal motivo, las hipdtesis de trabajo en el presente
trabajo eran: i) El uso de variables como: fotosintesis, crecimiento (acumulacién de masa
seca y area foliar), componentes de rendimiento (tamafio de grano, nimero de granos,
vaneamiento) y bioquimicas (malondialdehido, contenido de prolina y contenido de
pigmentos) sirven como herramientas en la caracterizacion de un estrés por alta temperatura
nocturna para genotipos de arroz; ii) Los genotipos tolerantes presentan mayor crecimiento,
rendimiento, fotosintesis, menor respiracion y mayor fertilidad.
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1.MARCO TEORICO

1.1 FISIOLOGIA DE LAS PLANTAS BAJO UNA ALTA TEMPERATURA

La temperatura media del planeta ha aumentado los Ultimos afios y seguird aumentando
0,3°C por década en comparacion al lapso 1990-2010 (Lobell y Gourdji, 2012). Este
aumento de la temperatura afectard negativamente la produccion de los cultivos més
importantes en la alimentacion humana y animal como son: maiz, soya, trigo y arroz (Welch
et al., 2010b; Wassmann et al., 2009). La alta temperatura afectara de forma distinta a cada
region, debido a las condiciones propias de cada una, tanto climéaticas como de manejo de
cultivo, por lo que son necesarias investigaciones a nivel regional.

La alta temperatura afecta el desarrollo y rendimiento de las plantas cultivables (Jha et al.,
2014; Lobell y Gourdji, 2012). Cada planta cultivable necesita unas condiciones climaticas
determinadas para desarrollarse Optimamente. Si estas condiciones no se presentan, el
desarrollo y crecimiento de las plantas disminuyen (Sage et al., 2015). La temperatura es
uno de los principales factores que afectan la supervivencia de las plantas y junto con la
disponibilidad de agua determinan la distribucion de las plantas en el planeta (Lambers et al.,
2008).

La alta temperatura, tanto diurna como nocturna, afecta procesos esenciales en la fisiologia
de la planta como la fotosintesis, la respiracion, la absorcion de agua, el crecimiento y el
desarrollo (Mohammed y Tarpley, 2014, 2009b; Mohammed et al., 2013). A nivel de hoja,
la fotosintesis es uno de los procesos mas sensibles a la alta temperatura (Bita y Gerats,
2013; Sage y Kubien, 2007). En este sentido, tanto la parte fotoquimica como el ciclo de
Calvin son afectados (Wahid et al., 2007). En el caso de la parte fotoquimica, el fotosistema
Il es la parte mas sensible, ya que se pueden afectar procesos metabolicos como una la tasa
de transporte de electrones y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Cui
et al., 2006; Yamasaki et al., 2002). Asimismo, El contenido y la distribucion de los
pigmentos fotosintéticos son alterados por altas temperaturas. En este aspecto, aumenta el
contenido de carotenoides y disminuye el de clorofila con el fin de disipar el exceso de
energia y reducir las ROS (Demmig-Adams y Adams lii, 1996; Gill y Tuteja, 2010). En el
caso del ciclo de Calvin, la actividad de la Rubisco puede ser inhibida por periodos de estrés
térmico (Wang et al., 2010; Kubien y Sage, 2008)

Otro proceso fisiologico afectado es la respiracion (Wahid et al., 2007). El balance de
carbono en una planta estd dado por la diferencia entre la ganancia de carbono por



16 Respuestas Fisiologicas de Siete Genotipos de Arroz

(Oryza sativa L) a Diferentes Temperaturas Nocturnas

fotosintesis y la perdida de este por respiracion (Turnbull et al., 2001; Sanchez-Reinoso
et al., 2014). Varios estudios han reportado cambios en respiraciéon como respuesta a la
variacion de la temperatura ambiental (Smith y Dukes, 2013). En general, la respiracion se
incrementa en funcion de la temperatura (Lambers et al., 2008).

La interaccion entre estrés térmico y el estado de desarrollo de la planta también es
importante en el rendimiento de los cultivos (Restrepo-Diaz et al., 2010). La investigacion
actual ha concluido que el estado de floracion es el mas susceptible a las altas temperaturas,
pero las plantas pueden también sufrir alteraciones, provocados por estrés térmico, en los
demaés estados fenoldgicos (Sanchez et al., 2014; Wassmann et al., 2009; Sage et al., 2015;
Wongpatsa et al., 2014). Una ATN puede causar aborto de flores y frutos, afectar la
viabilidad y fertilidad del polen y finalmente, la calidad del producto a cosechar (Restrepo-
Diaz et al., 2010; Sage et al., 2015). Asimismo, se ha reportado que los cultivos de cereales
sometidos a una ATN puede presentar mayor esterilidad en comparacion a una alta
temperatura diurna (Welch et al., 2010a). Teniendo en cuenta los efectos del estrés térmico,
en cereales los genotipos tolerantes pueden mantener su rendimiento, fertilidad de las
espiguillas, viabilidad del polen y capacidad fotosintética (Poli et al., 2013).

Las plantas tienen respuestas bioquimicas a las altas temperaturas con el propdsito de
sobrellevar esta condicion estresante (Wahid et al., 2007). En plantas de cebada bajo estrés
térmico, se ha reportado un aumento en la relacién Carotenoides/Clorofila, ya que una
disminucion de la clorofila permite captar menos energia y evitar el calentamiento de la hoja
provocado por la reduccion en la transpiracion (Havaux y Tardy 1999). Otro mecanismo de
aclimatacién a condiciones de alta temperatura, especialmente nocturna, es la menor
peroxidacién lipidica representado en la produccion de malondialdehido (MDA)
(Narayanan et al., 2016; Bahuguna et al., 2015; Zhou et al., 2012). Finalmente, las plantas
pueden presentar respuestas moleculares para tolerar episodios de estrés térmico (Jagadish
etal., 2012; Jha et al., 2014). En este sentido, genotipos tolerantes han mostrado una mayor
acumulacién de proteinas de choque térmico que genotipos susceptibles (Jagadish et al.,
2010).

1.2 RESPUESTA DEL CULTIVO DEL ARROZ A UNA ALTA TEMPERATURA
NOCTURNA

La temperatura minima (temperatura nocturna) ha presentado un mayor incremento que la
temperatura maxima diaria durante el siglo pasado (Krishnan et al., 2011). Esta condicion
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puede afectar las plantas a nivel fisioldgico, bioquimico y morfolégico (Krishnan et al.,
2011; Mohammed y Tarpley, 2014). En este contexto, las altas temperaturas nocturnas (35-
45°C) disminuyen la asimilacién de COz, la eficiencia del fotosistema Il y la actividad de la
Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa/oxidasa (RuBisCQ) en arroz (Yin et al., 2010). Ademas
de los efectos sobre las propiedades de intercambio gaseoso de la hoja, una alta temperatura
nocturna reduce el contenido de clorofila (Kumar et al., 2011; Dong et al., 2014), afectando
la relacion entre clorofila total y carotenoides (Song et al., 2013; Dong et al., 2014).

Otra respuesta fisioldgica, es el incremento de la respiracion nocturna expresado como
pérdida de carbono (Lee y Akita, 2000; Mohammed y Tarpley, 2009b; Mohammed et al.,
2013). Mohammed y Tarpley (2010a) han mencionado que esta pérdida de carbono es una
de las causas de la reduccién del rendimiento en el cultivo del arroz. A nivel bioquimico,
altas temperaturas (40/32°C dia/noche) también provocan dafio en las membranas
(expresado como un mayor contenido de MDA), causando un incremento de la actividad
enzimatica antioxidante (superdxido dismutasa, glutation reductasa) y produccion de
osmolitos compatibles como la prolina (Kumar et al., 2011; Xue et al., 2012). En cuanto a
los pardmetros de rendimiento del cultivo, Peng et al., (2004) reportan que temperaturas
nocturnas superiores a 24 °C reducen la produccion de biomasa total cerca del 20%, el
porcentaje de granos llenos y finalmente, el rendimiento de grano.

El crecimiento y desarrollo del cultivo del arroz es influenciado por la temperatura nocturna
(Shahetal., 2011; Wahid et al., 2007; Glaubitz et al., 2014). En la tabla 1 se recopila algunos
efectos de las temperaturas nocturnas sobre parametros fisioldgicos, de crecimiento y de
rendimiento en arroz.
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Tabla 1. Efecto de la alta temperatura nocturna en procesos fisiologicos del arroz

ALTA
PROCESO TEMPERATURA DIIEEEX?Q[F)QCC))EEO EFECTO REFERENCIA
NOCTURNA (°C)
Glaubitz et al. (2014);
. Mohammed y Tarpley,
., Plantula 'y ,

Respiracion 30-32 reproductivo Aumento (2009b); Mohammed et al.
(2013); Mohammed y
Tarpley, (2014, 2010)
Crecimiento 30 Plantula Aumento Glaubitz et al. (2014)
Crecimiento 27 Vegg;?;'\ég'lﬁ‘ @ bisminucion Chen et al. (2013)
Mohammed y Tarpley
Fertilidad 30-32 Reproductivo Disminucion (2011b, 2014, 2010,
2009b)
Mohammed y Tarpley
Masa del 30-32 Reproductivo  Disminucién (2011b, 2014, 2010,
grano 2009b)

Numero de
granos por 30 Reproductivo Disminucion Mohammed y Tazrgiiy
panicula ( )
Mohammed et al. (2013);
Rendimiento 30-32 Reproductivo Disminucion Mohammed y Tarpley
(2010)
Dario Mohammed y Tarpley
membranas 30-32 Aumento (2014, 2009a, 2010)
N Mohammed y Tarpley
(\j/é?zg;ggd 30-32 Reproductivo Disminucion (2014, 2010); Mohammed
et al. (2013)
Fotosintesis 30 Reproductivo Disminucion Mohammed et al. (2013)

Finalmente, FEDEARROZ (2015) ha reportado que los episodios de altas temperaturas han
reducido los rendimientos en las zonas arroceras de Colombia, disminuyendo la
productividad del cultivo (Fig. 1), resaltando la importancia de caracterizar genotipos
tolerantes y desarrollar estrategias que minimicen los perjuicios provocados por esta
condicion abidtica.
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Figura 1. Efectos del fendmeno del nifio (2009-2010) en los rendimientos de la zona de
Espinal (Tolima). Fuente: FEDEARROZ (2015).

1.3 LASALTAS TEMPERATURAS Y LA FENOLOGIA DEL ARROZ

Las respuestas fisiologicas pueden variar segun la etapa fenoldgica donde se presente la
situacion estresante en el cultivo del arroz (Fageria, 2007; Yoshida, 1981). Asimismo,
Yoshida (1981) reporta que el grado de afectacion de una alta temperatura sobre el
porcentaje de esterilidad depende de factores como la etapa fenoldgica donde se presente la
condicion estresante y la duracion del periodo de estrés térmico. La tabla 2 resume los rangos
de temperaturas medias diarias 6ptimos para el cultivo de arroz segln su etapa fenoldgica.

Tabla 2. Rangos 6ptimos de temperatura diaria para el desarrollo del arroz segln su etapa
fenoldgica. Informacion adaptada de Yoshida (1981).

Etapa fenologica  Rango de Temperatura (C)

Germinacién 20-35
Emergencia 25-30
Macollamiento 25-31
Antesis 30-33

Maduracién 20-25
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Por otro lado, la literatura existente ha reportado ampliamente la influencia de la relacion
etapa fenoldgica, el genotipo y el estrés por altas temperaturas nocturnas sobre el
rendimiento del cultivo (Fageria, 2007; Jagadish et al., 2014). En este sentido, Mohammed
y Tarpley (2009b) no observaron ningun efecto de una alta temperatura nocturna sobre el
numero de macollas, cuando las plantas se sometieron a alta temperatura nocturna desde los
20 dias de emergencia hasta la cosecha, mientras Glaubitz et al. (2014) reportan que en 6 de
12 genotipos evaluados la alta temperatura nocturna reduce el macollamiento en plantas de
arroz expuestas a alta temperatura nocturna desde los 20 dias después de siembra hasta los
46 dias después de siembra.

En cereales, la formacion de polen es uno de los estados mas sensibles a la alta temperatura.
Durante esta formacidn, la mitosis 1 y 2 son los estados susceptibles (Barnabas et al., 2008),
siendo el primera (estado uninucleado del polen) el més susceptible a la alta temperatura.
En varias especies (incluida el arroz), la alta temperatura provoca aborto del polen en este
estado. La alta temperatura afecta el metabolismo de la microspora y puede disminuir la
sintesis de proteinas relacionadas con la sintesis de carbohidratos, lipidos, proteinas
antioxidantes y sintesis de la pared celular del polen (Sage et al., 2015). En antesis,
temperaturas nocturnas superiores a 27°C también reducen el peso del grano y disminuyen
la emergencia de la panicula (Coast et al., 2015). En la Gltima fase de desarrollo del cultivo
(Maduracion), (Krishnan et al., 2011) reportan que la alta temperatura(34°C) nocturna
reduce la masa del grano en plantas de arroz.

1.4 EL USO DE VARIABLES FISIOLOGICAS EN EL FITOMEJORAMIENTO
DE ARROZ

Una de las estrategias para afrontar los efectos negativos de las altas temperaturas sobre el
rendimiento de los cereales es la seleccion de genotipos tolerantes a dicha condicién
ambiental (Araus et al., 2008). En este aspecto, el mejoramiento genético de cultivos
actualmente usa caracteristicas fisiologicas con el proposito de aumentar la eficiencia en la
seleccién de genes (Reynolds et al., 2009; Jha et al., 2014). Por ejemplo, en la seleccion de
genotipos de trigo tolerantes a alta radiacion y temperatura se han usado los parametros de
la fluorescencia de la clorofila y variables de intercambio gaseoso (Sayed, 2003; Monneveux
etal., 2003). Adicionalmente, la caracterizacion de genotipos tolerantes a altas temperaturas
nocturnas tiene en cuenta variables bioguimicas como el contenido de pigmentos
fotosintéticos (clorofilas y carotenoides), la produccion de osmolitos compatibles (glicina
betaina, Prolina y azlcares solubles) y la integridad de la membrana celular (Bita y Gerats,
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2013). En arroz, se ha reportado que los genotipos tolerantes a altas temperaturas presentan
una tasa de fotosintesis, respiracion, transporte de electrones, contenido de clorofila y
rendimiento cuéntico del fotosistema Il estables bajo condiciones de altas temperaturas
nocturnas (Glaubitz et al., 2014; Mohammed y Tarpley, 2014). Por lo anterior, estas
variables han sido sugeridas como herramienta o marcadores para seleccionar genotipos con
una posible tolerancia a diferentes condiciones de estrés abiotico (Sayed, 2003; Araus et al.,
2008).

Actualmente, la utilizacion de algunos parametros fisioldgicos y bioquimicos como la tasa
fotosintética y produccion de prolina han sido utilizados para en la caracterizacion de
genotipos a condiciones de estrés abioticos especialmente bajo estrés de alta temperatura
diurna en Colombia (Restrepo-Diaz y Garces-Varon, 2013; Sanchez-Reinoso et al., 2014).

Teniendo en cuenta lo anterior, el comportamiento de la planta bajo condiciones de estrés
por una alta temperatura es regulado por varios procesos fisiologicos (Mittler et al., 2012).
Sin embargo, el pobre entendimiento de los complejos mecanismos de tolerancia térmica y
la interaccion entre genotipo (G) vs ambiente (A) han sido uno de los cuellos de botella para
el progreso de los programas de mejoramiento genético (Jha et al., 2014). En este sentido,
los estudios con plantulas de arroz han adquirido importancia con el propésito de conocer a
profundidad los mecanismos de respuesta involucrados y asi caracterizar el grado de
tolerancia o susceptibilidad de los genotipos a condicion de estrés térmico durante los
ualtimos afios (Xue et al., 2012; Sanchez-Reinoso et al., 2014). El conocimiento de la
interaccion G x A mediante el estudio de procesos fisiologicos y bioguimicos involucrados
han adquirido importancia porque han permitido el uso de diferentes técnicas en el
mejoramiento clasico en Colombia con el propésito de un mejor direccionamiento y
aprovechamiento del germoplasma desarrollado hasta ahora (FEDEARROZ, 2013).

Se ha demostrado que algunos procesos fisioldgicos son mas sensibles a la alta temperatura
y que la evaluacion de estos se puede usar para diferenciar susceptibilidad o cierta tolerancia
de los genotipos estudiados. Estas variables fisiologicas pueden aportar al mejoramiento
genético: aumentando el conocimiento de los factores que determinan el rendimiento y
definiendo caracteristicas secundarias (caracteristicas diferentes al rendimiento) para
seleccionar parentales (Araus et al., 2008).

A continuacion, se enuncian los procesos tenidos en cuenta en este trabajo, algunas
definiciones importantes y su relacion con un estrés térmico.
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1.4.1 Lafotosintesis y sus componentes
Fluorescencia de la Clorofila a

La fluorescencia de la clorofila y el intercambio gaseoso pueden ser usados para fenotipar
poblaciones menores a 100 individuos, para detectar diferencias cuando otras variables no
las detectan (crecimiento o rendimiento) y para explicar la repuesta a estrés abiotico (Pask
et al., 2012). En estrés por calor, se prefiere el uso de fluorescencia de la clorofila cuando
se dispone de pocos recursos (principalmente tiempo) y cuando se estan estudiando muchos
individuos (Pask et al., 2012).

“Fluorescencia es la re-emision de energia en forma de fotdn cuando un electron vuelve a
su estado fundamental desde un estado excitado” (Cosgrove y Borowitzka, 2010). En el caso
de la fluorescencia de la clorofila a, una molécula de la clorofila puede excitarse y alcanzar
el estado singlete después de absorber un fotdn (Bolhar-Nordenkampf y Oquist, 1993), y
volver a su estado fundamental luego de reemitir dicha energia en un haz de luz de menor
energia.

El andlisis de la fluorescencia de la clorofila a es una herramienta usada para conocer el
comportamiento fotosintético de las plantas, principalmente lo relacionado con la parte
fotoquimica de la fotosintesis (Brestic y Zivcak, 2013; Guidi y Degl’Innocenti, 2012).
Cuando la energia luminica es captada por la hoja, se puede disipar en forma de calor, en
forma de fluorescencia o a traves de la fotoquimica (Baker, 2008). Estos procesos son
competitivos, por lo que conocer el comportamiento de uno da informacion acerca de la
eficiencia y el desempefio de los otros dos (Murchie y Lawson, 2013).

Dependiendo del objetivo de la investigacion, el analisis de la fluorescencia se puede hacer
a nivel de nanosegundos o de minutos. El primero para conocer el estado de éxido-reduccion
de los primeros aceptores de electrones: la quinona A y la quinona B; y lo segundo para
determinar el uso (o disipacién(quenching)) de la energia luminica (Kalaji et al., 2014). Con
base a lo anterior, el segundo enfoque fue utilizado en el presente trabajo de investigacion

El analisis de disipacién de la energia usa parametros basados en la emisién de la
fluorescencia en determinadas condiciones. Asi, Fm es la fluorescencia maxima emitida
luego de someter la hoja a un haz de luz saturante (generalmente mayor a 3000 pmol m2s-
1), mientras Fo es la fluorescencia emitida luego de someter la hoja a un haz de luz no
saturante y con tan baja intensidad (alrededor de 0,1 pmol m s) que no desencadene los
mecanismos de disipacion de la energia (Baker, 2008). La diferencia entre estas dos
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fluorescencias se denomina fluorescencia variable Fv, y la nomenclatura cuando se
determinan luego de un haz de luz actinica es Fm’, Fo’ y Fv’. Con estos indices y otros mas
se determinan pardmetros que dan informacion sobre el estado y la disipacion de la energia
en los fotosistemas (Baker, 2008; Brestic y Zivcak, 2013)(Tabla 3):

En arroz, el estrés por calor induce un incremento en NPQ y en el estado de de-epoxidacion
del ciclo de las xantofilas (Yin et al., 2010). Una disminucion en la asimilacion de CO>
acompafiada por una no disminucién de Fv/Fm inducido por estrés por calor puede
potencialmente exponer las plantas a un exceso de energia bajo condiciones luminicas, lo
cual si no se disipa de forma segura, puede resultar en un dafio del PSII debido a una sobre-
reduccion de los centros de reaccion (Xue et al., 2012) . Se dice que el PSII es el componente
maés sensible a la alta temperatura: el dafio puede ser directo o una disminucién en los
mecanismos de reparacion (Yin et al., 2010). Esto también es reportado por Vani et al.
(2001) quienes argumentan que la alta temperatura desorganiza los tilacoides y los
complejos donadores y aceptores de electrones en el PSII.
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Tabla 3. Pardametros de la fluorescencia derivados de la fluorescencia de la clorofila a

Parametro

Formula

Descripcion

Fq’, AF’

Fm’-F’

Disipacion fotoquimica de la
fluorescencia cuando los centros de
reaccion del PSII abiertos.

Fv/Fm

(Fm-Fo)/Fm

Eficiencia maxima potencial de la
fotoquimica del PSII. Se considera que un
valor menor a 0,83 indica algun tipo de
estrés en la planta (Baker, 2008; Murchie
y Lawson, 2013)

®PSII, Y(II)

Fq/Fm’

Eficiencia cuantica efectiva (operativa) de
la fotoquimica del PSIl a determinada
intensidad luminica.

Fv/Fm’

(Fm’-Fo’)/Fm’

Eficiencia maxima potencial de la
fotoquimica del PSII a determinada
intensidad luminica.

NPQ

(Fm-Fm’)/Fm’

disipacion no fotoquimica

gP

Fq/Fv’

Coeficiente de la disipacion fotoquimica
basado en el “puddle model” (unidades del
PSII  desconectadas). Proporcion de
centros de reaccién oxidados o mayor
proporcion del estado reducido de Qa.

gL

(Fq/Fv’)/(Fo’/F")

Coeficiente de la disipacién fotoquimica
basado en el “lake model”(unidades del
PSII conectadas).

gN

(Fm-Fm’)/(Fm-Fo’)

Coeficiente de la disipacion no
fotoquimica de la fluorescencia variable.

®NO, Y(NO)

1/(NPQ+1+qL(Fm/Fo-1))

Eficiencia cuéantica de la disipacion no
regulada de la energia en el PSII.

®NPQ, Y(NPQ)

1-Y(11)-Y(NO)

Eficiencia cuantica de la disipacion
regulada de la energia en el PSII. Asociado
con la acidificacion del lumen tilacoidal y
con el estado de de-epoxidacion del ciclo
de las xantofilas.

La misma tendencia es presentada por Song et al. (2013) quienes encontraron una
disminucion de Fv/Fm y Y(I1) asociada con un dafio en la proteina D1. Ademas de esto, la
conductancia estomatica se incremento, asi como la transpiracion y la concentracion
intercelular de COg, sugiriendo que la disminucion de la fotosintesis es debida a una
limitacion no estomatica. Segun este autor un estrés leve (temperatura diurna<40°C) no dafia
el PSII. Sin embargo, a dichas temperaturas leves se dafian las proteinas encargadas de
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regenerar dicho fotosistema. EI PSII es sensible debido a que la alta temperatura aumenta la
fluidez de la membrana tilacoidal (Farooq et al., 2011).

Teniendo en cuenta lo anterior, mantener alta la tasa fotosintética y bajo NPQ bajo altas
temperaturas puede disminuir la sobre-reduccién de la cadena transportadora de electrones
y la produccion de H20: a través de la fotorespiracion (Bahuguna et al., 2015). Por esto
Krishnan et al. (2011) sugieren que una alta eficiencia del fotosistema Il (Fv/Fm) y Fo se
correlacionan con la tolerancia a altas temperaturas.

Asimilacién de CO»

Muchas investigaciones en arroz han demostrado que la asimilacion de CO, disminuye al
aumentar la temperatura diurna o nocturna (Laza et al., 2015; Mathur et al., 2014; Cui et al.,
2006). Esto generalmente va acompafiado de una mayor respiracion, menor crecimiento y
menor eficiencia del fotosistema Il. Sin embargo, la razon por la cual la asimilacién de CO>
disminuye bajo altas temperaturas no esta del todo clara.

Las dos razones mas aceptadas son una disminucion en el estado de activacion de la Rubisco
y la baja disponibilidad de RuBP (Kubien y Sage, 2008; Scafaro et al., 2010). La
disminucion del estado activo de la Rubisco estd asociado con una menor actividad de la
Rubisco activasa, debido a que es més sensible que la Rubisco a la alta temperatura (Salvucci
y Crafts-Brandner, 2004). Por otro lado, la menor disponibilidad de RuBP esté asociada con
la disponibilidad de ATP y NADPH (productos de la cadena transportadora de electrones)
y la actividad enzimatica del ciclo de Calvin (Yamori et al., 2011).

Kubien y Sage (2008) concluyeron que el aumento del estado de activacion de la Rubisco
no necesariamente aumenta la tasa de fijacion de CO., ya que al mantener una alta relacion
de Rubisco activasa/Rubisco no se aumenta la tolerancia a la alta temperatura (Kubien y
Sage, 2008). Por otro lado, Wang et al. (2010) establecieron que un mayor estado de
activacion de la Rubisco hace mas tolerante a las plantas de arroz a una alta temperatura, y
que la isoforma grande de la Rubisco activasa es mas importante bajo una alta temperatura.
Lo anterior es soportado por quienes establecieron que O. meridionalis es mas tolerante que
O. sativa porque la asociacion Rubisco/Rubisco activasa es mas estable en O. meridionalis
sometida a altas temperaturas (Scafaro et al., 2012).

Aunque todavia no esté claro el mecanismo por el cual la asimilacion de CO. disminuya por
una alta temperatura. Se ha demostrado que una tasa de asimilacion de CO, estable bajo
condiciones estresantes puede ser un indicador de tolerancia (Ashraf y Harris, 2013; Guidi
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y Degl’Innocenti, 2012). En el caso de la alta temperatura en arroz sucede lo mismo y la
resistencia de los genotipos a la alta temperatura estd asociada con una tasa constante de
fotosintesis y con la capacidad de almacenar carbohidratos en el tallo (Farooq et al., 2011;
Venkateswarlu et al., 2012).

Pigmentos Fotosintéticos

Las clorofilas son pigmentos que absorben la luz entre los 400 y 700nm con una mayor
absorcién a los 480nm y entre los 650 y 700nm, la luz verde (entre los 480 y 550nm) no es
absorbida por estos pigmentos (Heldt, 2005; Taiz y Zeiger, 2006). Estos pigmentos captan
la luz y la energia adquirida la transportan a los centros de reaccion de los fotosistemas
donde a través de un flujo de electrones, la luz es transformada en energia quimica (Heldt,
2005).

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides con enlaces dobles que absorben la luz en la
region entre 400 y 500nm (Tanaka et al., 2008; Taiz y Zeiger, 2006). Esto pigmentos
cumplen 3 funciones: captan energia y la transfieren a la clorofila (pigmentos accesorios),
protegen el aparato fotosintético de radicales como la clorofila en estrado triplete, el oxigeno
singlete y otros ROS y participan en el ensamblaje de los LHC del PSlI y en la estabilizacion
de las membranas tilacoidales (funcion estructural) (Gill y Tuteja, 2010; Havaux, 1998).

En cebada un aumento de la proporcion CAR/Chl es una adaptacion a alta temperatura y
radiacion, provocado por una disminucion de Chl, principalmente. Esto confirma la idea de
que la disminucion de la clorofila es una forma de captar menos energia y evitar el
calentamiento de la hoja, provocado por la reduccion en la transpiracion (Havaux y Tardy,
1999).

Dentro de las caracteristicas deseables en el mejoramiento genético para la tolerancia a altas
temperaturas estan la produccion de pigmentos fotoprotectores, estabilidad membranal,
vigor temprano y senescencia tardia (Cossani y Reynolds, 2012). Lo anterior es soportado
por la respuesta de NL-44, un genotipo tolerante a alta temperatura que mantiene su verdor
relativo (contenido de clorofila) y su capacidad fotosintética, lo que le permite sobrevivir
tanto en estado vegetativo como reproductivo (Bahuguna et al., 2015).
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1.4.2 Reproduccion y Rendimiento

El estado reproductivo es el méas susceptible a las altas temperaturas, tanto diurnas como
nocturnas. La alta temperatura acelera el desarrollo de la inflorescencia, disminuye la
viabilidad del polen, el crecimiento del tubo polinico y perjudica el desarrollo de los ovarios
(Jagadish et al., 2015).

En cereales, la formacidn de polen es uno de los estados mas sensibles a la alta temperatura.
La mitosis 1 y 2 durante la formacién del grano de polen son muy sensibles a las altas
temperaturas (Barnabas et al., 2008). La primera, que corresponde al estado uninucleado del
polen es el més susceptible a la alta temperatura. En varias especies (incluida el arroz), la
alta temperatura provoca aborto del polen en este estado. La alta temperatura afecta el
metabolismo de la microspora y puede disminuir la sintesis de proteina relacionada con
sintesis de carbohidratos, lipidos, proteinas antioxidantes y sintesis de la pared celular del
polen (Sage et al., 2015).

La meiosis, proceso previo a la mitosis durante la microsporogénesis, también puede ser
afectada por la alta temperatura. Un efecto negativo de la alta temperatura en este proceso
disminuye el nimero de células madre de las microsporas, y por tanto el nimero de granos
de polen. Finalmente, aunque el polen madure, también puede ser inviable si se presentan
altas temperaturas (>30°C por minutos u horas) o puede quedarse en las anteras debido a una
menor dehiscencia de estas ultimas. Todo esto se traduce en una menor fertilidad de la
espiguilla y menor rendimiento.

La alta temperatura diurna reduce la viabilidad del polen, el crecimiento del tubo polinico,
lo que se traduce en menor fertilidad de la espiguilla. La reciente literatura muestra los
mismos efectos bajo alta temperatura nocturna (Jagadish et al., 2015). Luego de la
polinizacion, se puede presentar una pobre geminacion del polen, (crecimiento del tubo
polinico) debido a la degradacion del tejido encargado de la nutricion del tubo polinico o a
la formacion de granos de polen inmaduros (Barnabas et al., 2008). Luego de la formacién
del polen la alta temperatura puede evitar dehiscencia de las anteras disminuyendo la
cantidad de polen disponible para la polinizacién (Bokszczanin y Fragkostefanakis, 2013).

El hecho que se afecte el nimero de granos o el tamafio del grano depende del estado
fenoldgico en el que se haya presentado la alta temperatura. Si fue durante la formacion de
la panicula y la antesis se afectara el nimero de granos, mientras si es durante el Ilenado del
grano se afectara el tamafio y peso del grano (Farooq et al., 2011).
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Los genotipos tolerantes tienden a mantener su rendimiento, fertilidad de las espiguillas,
viabilidad del polen y capacidad fotosintética (Poli et al., 2013). Ademas de estas
caracteristicas, genotipos tolerantes como N22 acumula heat shock proteins HSP y cold
shock proteins CSP cuando es sometido a un estrés térmico, lo que podria explicar su
tolerancia y alta fertilidad bajo el estrés por alta temperatura (Jagadish et al., 2010).

1.4.3 Peroxidacion Lipidica de membranas

Cuando se presenta una condicion estresante, la capacidad fotosintética de la planta
disminuye, lo que la hace mas susceptible a la fotoinhibicion (disminucion de la tasa
fotosintética provocada por la luz) (Gururani et al., 2015; Murata et al., 2007). Una
condicion estresante generalmente disminuye la asimilacion de CO2 por una menor actividad
de la Rubisco, la Rubisco activasa o por una disminucion en la proteina D1 del PSII, lo que
provoca fotoinhibicion (Gururani et al., 2015).

Durante este proceso los electrones procedentes de la clorofila no pueden ser disipados de
forma segura y se producen especies reactivas de oxigeno (ROS)(Gill y Tuteja, 2010). Estas
especies reactivas pueden dafar lipidos, proteinas y el ADN, lo que produce radicales libres
lipidicos y disminuye la funcionalidad de organelos celulares (Apel y Hirt, 2004).

Una de las formas de medir la peroxidacion lipidica es cuantificar la produccién de
malondialdehido (MDA). EI MDA es el producto de la peroxidacién del &cido linolénico, el
cual es uno de los componentes principales de la membrana celular. Esta peroxidacion dafia
la membrana, disminuyendo su selectividad y aumentando su fluidez (Gill y Tuteja, 2010).

Debido a que la peroxidacion lipidica es una de las principales consecuencias de la
produccion de especies reactivas de oxigeno provocado por una condicién estresante, tanto
los niveles de ROS como los de TBARS (sustancias reactivas con el acido tiobarbitdrico, un
ejemplo es el MDA ) son considerados indicadores bioquimicos de la severidad del estrés
por calor (Bahuguna et al., 2015).

Teniendo en cuenta lo anterior se considera gque la tolerancia a alta temperatura nocturna
(Narayanan et al., 2016; Bahuguna et al., 2015; Zhou et al., 2012), a salinidad (Lutts et al.,
1996) y a una alta temperatura diurna(Zhou et al., 2012) se manifiesta como una menor
peroxidacion lipidica (MDA). Asimismo, la perdida de electrolitos se usa como indicador
del dafio membranal ya que correlaciona con la peroxidacion lipidica y en varios casos con
la senescencia y capacidad fotosintética de la planta (Mantri et al., 2012).



Marco Teodrico 29

1.4.4 Osmolitos compatibles (Prolina)

La prolina es un aminoacido no estructural que generalmente se acumula en plantas cuando
se presenta una condicion estresante (Ashraf y Foolad, 2007); la mayor cantidad de reportes
la asocian con salinidad, pero también se acumula cuando se presenta déficit hidrico, alta
radiacion, contaminacion por metales pesados, deficiencia de nutrientes, temperaturas
extremas y estrés oxidativo (Szabados y Savouré, 2010; Hare y Cress, 1997).

En condiciones de estrés se ha reportado que la prolina cumple las siguientes funciones
(Szabados y Savouré, 2010; Ashraf y Foolad, 2007; Wahid et al., 2007):

- Ajuste osmotico.

- Eliminacién de radicales libres.

- Mantenimiento del balance de 6xido-reduccion (NADPH/NADP).

- Enalgunos casos promueve la transcripcion de genes relacionados con la tolerancia
al estres.

- Estabilizacion de estructuras sub-celulares.

Debido a lo anterior la prolina se ha usado para aliviar el estrés (Wahid et al., 2007) o como
un indicador de tolerancia a condiciones estresantes (Szabados y Savouré, 2010). Por
ejemplo Kumar et al. (2011) determinaron que bajo una alta temperatura, plantulas de arroz
y de maiz acumulan mayor cantidad de prolina como una respuesta al estrés provocado por
la alta temperatura. Otro ejemplo lo reporta Yan et al. (2012) en trigo, quienes descubrieron
que el estrés térmico dafia la seccion donadora y receptora de electrones del PSI1I y que este
efecto es aliviado por una mayor produccion de prolina provocada por una aplicacion previa
de sal.

Como se enuncio antes, la alta temperatura puede producir ROS, disminuir la tasa de
transporte de electrones lo que afecta la relacion NADPH/NADP (Vani et al., 2001b) y
desorganiza los tilacoides (Vani et al., 2001a). Estos efectos podrian ser aliviados por la
prolina, teniendo en cuenta las funciones de este aminoacido (Szabados y Savouré, 2010).

Aunque, la acumulacién de prolina este asociada con funciones que promueven la tolerancia
o alivian los efectos negativos del estrés. Mani et al. (2002) reportan que en mutantes que
sobre producen prolina o que no la degradan, los efectos no son positivos y pueden provocar
malformaciones en las plantas. Teniendo en cuenta esto, Szabados y Savoure (2010)
enuncian que las funciones positivas de la acumulacion de prolina pueden estar asociadas a
los procesos de sintesis de prolina y no a la acumulacion de la misma.
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Con base en el anterior marco tedrico se espera que la alta temperatura nocturna (30°C)
disminuya el crecimiento y rendimiento de los genotipos a evaluar y que las variables
relacionadas con fotosintesis y componentes de rendimiento sean los mejores indicadores
de tolerancia o susceptibilidad a una alta temperatura nocturna.
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2.0BJETIVOS

Con el proposito de desarrollar la hipotesis de trabajo, los siguientes objetivos fueron
planteados:

2.1 Objetivo General

Caracterizar el comportamiento fisioldgico y agrondmico de siete genotipos de arroz
sometidos a una alta temperatura nocturna (30°C).

2.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto de cuatro diferentes periodos de dos temperaturas nocturnas (24 y
30°C) sobre la fotosintesis y respiracion de un genotipo susceptible a estrés térmico
diurno.

e Caracterizar la tasa fotosintética, respiratoria, pardmetros de crecimiento y de
rendimiento de siete genotipos de arroz a una alta temperatura nocturna (30°C).

e ldentificar la utilidad de variables fisiol6gicas como la fotosintesis, parametros de la
fluorescencia de la clorofila a y pruebas bioquimicas como herramientas en la
seleccién de genotipos de arroz tolerantes a condiciones de altas temperaturas
nocturnas para programas de mejoramiento genético.
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3.MATERIALES Y METODOS

Con el fin de cumplir los objetivos propuestos en el presenta trabajo, se desarrollaron 3
experimentos. En el primero, se evaluo el efecto de cuatro periodos de dos temperaturas
nocturnas (24 y 30°C) sobre la fotosintesis y respiracion en un genotipo susceptible a estrés
térmico diurno. En el segundo, se caracterizo la tasa fotosintética, respiratoria y parametros
de crecimiento, de seis genotipos de arroz en fase vegetativa, a una alta temperatura nocturna
(30°C). En el tercero, se evaluo la eficiencia del PSII y parametros de rendimiento de siete
genotipos de arroz sometidos a una alta temperatura nocturna (30°C).

A continuacion, se enuncian las metodologias usadas en cada uno de los experimentos
citados:

3.1 RESPUESTAFISIOLOGICA DE PLANTULAS DE ARROZ F60 SOMETIDAS
A PERIODOS DE ALTA TEMPERATURA NOCTURNA.

3.1.1 Condiciones generales del experimento

Se sembraron semillas del cultivar Fedearroz 60 ('F60"): es una variedad con buenos
rendimientos (mayor a 6 t ha) en cultivos comerciales, grano largo, buena calidad de
molino pero susceptible a altas temperaturas diurnas (Sanchez-Reinoso et al., 2014), en
materas plasticas con 450 mL de suelo. Las materas se dispusieron en un invernadero de
vidrio localizado en la Universidad Nacional de Colombia, Campus Bogota. El invernadero
contd con un controlador de humedad relativa y resistencias calefactoras con el fin de
mantener las siguientes condiciones de crecimiento: temperatura diurna 31°C, temperatura
promedio nocturna 22°C, humedad relativa promedio de 70% y fotoperiodo natural de 12 h.
Se dispusieron dos plantas por matera las cuales fueron fertirrigadas diariamente con 50 mL
de una solucion nutritiva que contenia un fertilizante completo (Wuxal®, Bayer
CropScience, Bogota D.C., Colombia) a una dosis de 2 mL L™ H,0, para una concentracion
de nutrientes: Nitrogeno total 160 g L™, (N amoniacal 38 g L™, N nitrico 12 g L™, N ureico
110 g LY, Fosforo asimilable (P20s) 160 g L™, Potasio soluble (K20) 120 g L%, Boro (B)
10 g L, Cobre (Cu)* 0,21 g L%, Hierro (Fe) 0,43 g L, Manganeso (Mn) 0,36 g L*,
Molibdeno (Mo) 0,07 g L%, Zinc (Zn)*:10 g L. (* Quelatados con EDTA pH en solucion
al 10% 6.5, Densidad a 25°C 1.40 g cm’®).



34 Respuestas Fisiologicas de Siete Genotipos de Arroz

(Oryza sativa L) a Diferentes Temperaturas Nocturnas

3.1.2 Tratamientos

A los 45 dias después de emergencia (DE), los tratamientos de estrés térmico fueron
establecidos y consistieron en exponer un grupo de plantas de arroz (48 plantas de las 96
que conformaban el experimento) a una temperatura nocturna de 30°C y otro grupo de
plantas (las restantes 48) a una temperatura nocturna de 24°C entre las 18:00 y 24:00 horas
a cuatro periodos de estrés (4, 8, 12 y 16 dias). La temperatura nocturna de 30°C se impuso
mediante el traslado de 48 plantas desde el invernadero a una camara de crecimiento (MLR-
351H, Sanyo, Bensenville, Illinois, USA) a las 18:00 horas. Luego, las plantas eran
retornadas al invernadero a las 06:00. En cada periodo de muestreo (4, 8, 12 y 16 dias) se
tomaron 12 plantas de cada uno de los tratamientos por temperatura (24 y 30°C), para
determinar las variables de respuesta.

Las condiciones de crecimiento en la camara eran las siguientes: un primer periodo de
temperatura nocturna de 30°C entre las 18:00-24:00 horas y un segundo periodo de 20°C
entre las 00:00 y 06:00 horas. La humedad relativa fue del 70% durante toda la noche. Las
plantas control eran aquellas que siempre estuvieron en el invernadero a lo largo del
experimento (48 plantas) con una temperatura promedio nocturna de 24°C entre las 18 y 24
horas y 20°C entre las 00:00 y 06:00. Asimismo, se seleccion6 una alta temperatura nocturna
de 30°C porque es superior a las temperaturas 6ptimas para el crecimiento y desarrollo de
la planta de arroz (entre 23 y 25°C segun Krishnan et al., (2011) y Mohammed y Tarpley,
2014a). Adicionalmente, los cuatro diferentes periodos de estrés térmico (4, 8, 12 y 16 dias)
fueron establecidos siguiendo la frecuencia con que se han registrado estas condiciones
ambientales durante los Gltimos afios en las zonas productoras de arroz en Colombia.
Finalmente, el experimento duro 61 dias.

3.1.3 Fotosintesis, conductancia estomatica, y transpiracion

Estas variables fueron determinadas con un medidor de fotosintesis portatil (LSPro-SD,
ADC BioScientific Ltd.UK). Las mediciones fueron desarrolladas en la parte media de la
penultima hoja del tallo principal de cada plantula, entre las 9am y las 12m. (Mohammed
et al., 2013; Mohammed y Tarpley, 2014). Las condiciones de la cAmara de medicion
fueron: flujo fotdnico constante de 1200 pmol m2 s, temperatura promedio de 30+2°C y
concentracion de CO, de 368+10 pmol mol? (Temperatura y concentracion de CO:
ambientales).
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3.1.4 Uso eficiente del agua y eficiencia de carboxilacién

Estas dos variables fueron calculadas mediante las ecuaciones descritas por Kumar et
al.(2001) y Sikder et al. (2015)

Pn
Water Use Ef ficiency (WUE) = T

Pn
Carboxilation Ef ficiency (CE) = <

i

Donde Pn, E y Ci son la tasa fotosintética, la transpiracion y la concentracion de dioxido de
carbono subestomatico, respectivamente.

3.1.5 Eficiencia maxima del PSII (Fv/Fm)

La relacion se determind con un fluorometro no modulado (Handy PEA, Hansatech
Instruments, Kings Lynn, UK) en la misma hoja y a la misma hora que se realizaron las
mediciones de intercambio gaseoso. Para esto, las hojas fueron sometidas a 20 minutos de
oscuridad y luego se aplicé un pulso de luz de 0,1 pmol m?s? para determinar la
fluorescencia minima (Fo). Posteriormente, se aplicd un pulso de saturacion de 3000 pmol
m2s?y se determind la fluorescencia maxima Fm. Con estos datos se determin6 Fv/Fm =
(Fm/(Fm-Fo)).

3.1.6 Contenido de clorofila a, clorofila b y carotenoides

Cincuenta miligramos de hojas frescas fueron macerados en un mortero con nitrégeno
liquido. Luego, la muestra se llevo a un volumen de 5mL con acetona al 80% y se centrifugo
a 7000g durante 10 minutos. Después, se determind la absorbancia a longitudes de onda de
663nm, 647nm y 470nm con un espectrofotometro BioMate 3 UV-Vis (Wisconsin, USA).
Los contenidos de clorofila a, b y carotenoides en hojas (mg L) se determinaron mediante
las formulas descritas por Lichtenthaler (1987) y Solarte et al. (2010)
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3.1.7 Respiracion oscura de la hoja

Esta variable fue determinada usando un equipo de fotosintesis portatil LSPro-SD (ADC
BioScientific Ltd. UK.) en la parte media de la penultima hoja de cada plantula (misma hoja
usada en fotosintesis) entre las 21:00 y las 24:00 horas, como lo describen Mohammed y
Tarpley (2009b). En ambos tratamientos, se ajustd el flujo foténico a 0 pmol m2s?y la
temperatura de la camara a 30°C 0 24°C dependiendo del tratamiento. La respiracion oscura
se asumio como la pérdida de CO2 proveniente de la hoja.

3.1.8 Contenido de Prolina

El contenido de Prolina se determind siguiendo el protocolo de Bates et al. (1973)
modificado por Solarte et al. (2010) donde se tomaba 100 mg de tejido vegetal y se
homogenizaban en 5 mL de &cido sulfosalicilico al 3%. Posteriormente, la muestra era
centrifugaba a 4000g durante 30 minutos. Luego, en un tubo falcon se mezclé 1 mL del
sobrenadante con 1 mL de ninhidrina en medio acido y 1 mL de &cido acético glacial. La
anterior mezcla fue agitada durante 1 minuto y en seguida sometida a bafio maria a 95°C
por una hora. Después de este periodo de tiempo, la reaccion fue detenida con hielo.
Finalmente, el producto de la reaccion fue extraida con 3 mL de tolueno, agitando
vigorosamente los tubos con un vortex. La absorbancia fue medida a 520 nm usando un
espectrofotometro (Spectronic BioMate 3 UV-Vis, Thermo, Madison, WI, USA). El
contenido de Prolina se determind usando una curva de calibracion y la siguiente ecuacion:

(%ﬁllna x mL Tolueno)
115.5 ug
micromoles de Prolina B ~umol
gramos de material vegetal fresco g mugstra]

3.1.9 Peroxidacion Lipidica

Para la determinacion de la peroxidacion lipidica (representada como contenido de
Malondialdehido-MDA) se empled el método del acido tiobarbitdrico (TBA) descrito por
Hodges et al. (1999): Se homogenizaron 300 mg de hojas completamente desarrolladas con
nitrégeno liquido. Posteriormente, el homogenizado se mezclé con 3 mL de é&cido
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tricloroacético al 0,1%. La mezcla se centrifugd a 3000g por 10 min. Del sobrenadante se
extrajeron 2 mL para reaccionar en dos tubos de ensayo de la siguiente manera: (a) Con
TBA (+TBA); 1 mL de sobrenadante con 4 mL de &cido tricloroacético al 10% mas acido
tiobarbiturico al 0,65%, (b) Sin TBA (-TBA); 1 mL de sobrenadante con 4mL de acido
tricloroacético al 10%. Posteriormente, los tubos de ensayo fueron llevados a bafio maria a
95°C durante 25 min y la reaccion se detuvo con hielo. Las muestras fueron centrifugadas
nuevamente a 3000 g por 10 min y se leyeron las absorbancias a 440, 532 y 600 nm usando
un espectrofotometro (BioMate 3 UV - Vis, WI, USA). Todas las variables fisiologicas y
bioquimicas se midieron a los 4, 8, 12 y 16 dias después de iniciados los tratamientos tanto
en las plantas sometidas a 30°C como a 24°C. Para obtener la concentracion de MDA se usé
la siguiente ecuacion, asumiendo un coeficiente de extincion del MDA de 157 M mL™:

A - [AbS 532+TBA - AbS 600+TBA - (AbS 532—TBA - AbS 600—TBA)]

B = [(Abs 440,754 — Abs 600,75,) * 0,0571]

MDA equivalentes (nmol mL™1) = (A - 3/157000) x 10°

3.1.10 Andlisis Estadistico

Los datos fueron analizados mediante un disefio factorial (temperatura nocturna (24 y 30°C)
vs tiempo de exposicion (4, 8, 12 y 16 dias) para un total de 8 tratamientos. Cada tratamiento
estuvo compuesto por 6 unidades experimentales y cada unidad experimental correspondid
a dos plantas. A los datos obtenidos, se les realizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov
y de Levene para comprobar normalidad y homogeneidad de varianza, respectivamente.
Luego, se desarrollé un andlisis de varianza ANOVA. Cuando se observaron diferencias
significativas, se realiz6 una prueba de Tukey o contrastes polinGmicos con el programa
SPSS (v20.0, IBM Company, USA).
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3.2 RESPUESTA FISIOLOGICA DE SEIS GENOTIPOS DE ARROZ EN
ESTADO VEGETATIVO A UNA ALTA TEMPERATURA NOCTURNA

3.2.1 Tratamientos

Para el desarrollo del estudio se us6 un genotipo susceptible a una alta temperatura diurna
('F60) (Sanchez-Reinoso et al. 2014) y cinco genotipos caracterizados por buen
comportamiento bajo condiciones de altas temperaturas tanto diurnas como nocturnas
utilizadas por la Federacion Nacional de Arroceros dentro de sus programas de
fitomejoramiento (IR 1561, FLO 2764, LV447-1, CT19021, LV1401). Cuando las plantas
alcanzaron los 32 dias después de emergencia (DE), estas fueron divididas en dos grupos de
16 plantas cada uno. El primer grupo siempre permanecié en el invernadero. Mientras el
segundo grupo fue ubicado en una camara de crecimiento (MLR-351H, Sanyo, Bensenville,
Illinois, USA) a una temperatura de 30°C entre las 18:00 y 24:00 h y de 20°C entre las 00:01
y 06:00 por un periodo de 8 dias. Cuando finalizaba el periodo de exposicidn en la camara
de crecimiento, las plantas de arroz siempre eran retornadas a las condiciones de
invernadero. El experimento termino a los 40 DE.

3.2.2 Condiciones generales de crecimiento

El ensayo se desarrolld bajo condiciones de invernadero ubicado en la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. Las condiciones de
crecimiento en el invernadero fueron las siguientes: temperatura diurna 30°C, temperatura
nocturna 24°C, humedad relativa promedio de 70% y un fotoperiodo natural de 12 h. Se
dispusieron dos plantas por matera de 450 mL de los diferentes genotipos a estudiar, las
cuales fueron fertirrigadas diariamente con 80 mL de una solucién nutritiva que contenia un
fertilizante completo (Wuxal®, Bayer CropScience, Bogota D.C., Colombia) a una
concentracion de 2 mL L* H,0, siendo la concentracion del fertilizante la siguiente:
Nitrogeno total 160 g L, (N amoniacal 38 g L, N nitrico 12 g L™, N ureico 110 g L),
Fosforo asimilable (P20s) 160 g L, Potasio soluble (K20) 120 g L, Boro (B) 10 g L%,
Cobre (Cu)* 0,21 g L™, Hierro (Fe)0,43 g L, Manganeso (Mn)0,36 g L, Molibdeno (Mo)
0,07 g L, Zinc (Zn)* 10 g L. (*Quelatados con EDTA pH de 6,5 en solucién al 10%,
Densidad a 25°C 1,40 g cm™).
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3.2.3 Fotosintesis

Entre los 37 y 40 DE, La penultima hoja (de la base al apice) del tallo principal de cada
planta fue utilizada para determinar la tasa asimilacién de CO2 mediante un medidor portétil
de fotosintesis (LI-COR 6200, Lincoln, Nebraska, USA). Durante las medidas de
fotosintesis, las condiciones en la cAmara de medicion fueron las siguientes: Radiacion
Fotosintéticamente Activa (PAR) mayor a 800 umol m? s, temperatura de la hoja de 27 +
5 °C y diferencia presion de vapor de agua del aire y la hoja 1,8 + 0,5 kPa. La medicion de
la tasa fotosintética se realizo entre las 09:00 y las 12:00 h. Finalmente, para la
determinacion de la tasa de asimilacion de CO2 se tomaron ocho plantas por tratamiento
(doce tratamientos: 2 temperaturas X 6 genotipos).

3.2.4 Eficiencia de Carboxilacion y Uso eficiente del agua

La eficiencia de la carboxilacion se determino mediante la ecuacion de Sikder et al. (2015)
nombrada en el apartado 3.1.4, y el uso eficiente del agua asi:

Pn
Water Use Ef ficiency (WUEi) = g_S

Donde Pn corresponde a la tasa fotosintética, gS a la conductancia estomatica y WUEi al
uso eficiente del agua Intrinseco.

3.2.5 Respiracion oscura

Para determinar esta variable se sigui6 la metodologia descrita por Sdnchez-Reinoso et al.
(2014) que consiste en introducir las plantas en camaras herméticas plasticas de 2 L de
capacidad. Posteriormente, sensores de Gas CO: infrarrojo (CO2-BTA, Vernier, Beaverton,
OR, USA) fueron insertados en las camaras y conectados a una interface portatil (LabQuest,
Vernier, Beaverton, OR, USA). Antes de introducir las plantas en las cAmaras herméticas,
todas las macetas fueron cubiertas con una bolsa plastica para evitar la respiracion del suelo
con el propdsito de cuantificar unicamente la respiracion del tejido vegetal. Luego, las
camaras fueron colocadas en un cuarto oscuro por 300 segundos (s). Durante este periodo,
el sensor estimé cada 4 s la concentracion de CO2 (mg kg™t) en la camara, obteniéndose una
curva de tendencia lineal. Para obtener la tasa de respiracién de la planta (mmol CO2 kg PF
"1 h'1) se determind la pendiente de la regresion lineal (mg kg™/s) y se calculd sobre el peso
fresco total de la planta. Las mediciones fueron desarrolladas en las mismas fechas vy el
mismo nimero de plantas donde se obtuvieron las medidas de fotosintesis.
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3.2.6 Parametros de Fluorescencia de la clorofila a

Estos parametros se calcularon en la parte media de la penultima hoja de cada planta (las
mismas utilizadas para la estimacion de la Fotosintesis) entre las 9:00 am y las 13:00 horas
justo al finalizar el ensayo (40 DE). La fluorescencia de la clorofila fue estimada con un
fluorometro modulado MINI-PAM (Heinz Walz, Effieltrich, Germany). Las hojas se
mantuvieron en la oscuridad por 20 minutos antes de medir Fv/Fm. La fluorescencia minima
(Fo) fue medida con un pulso de luz modulado menor a 50 pmol m? s y la maxima
fluorescencia fue inducida por un pulso de 0,8s con una intensidad de 3000 pmol m2 s, El
rendimiento cuantico potencial del PSII (Fv/Fm) fue determinado asi: Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm.
Para alcanzar el estado basal de la fotosintesis (Fs’) las muestras se sometieron a una luz
actinica de 900 pmol m? s y luego de esto se sometieron a un segundo pulso saturante
(3000 pmol m2 s por 0,8s) para obtener la maxima fluorescencia en estado adaptado a la
luz (Fm”). Se calculd Fo’ mediante la formula de Oxborough y Baker (1997): Fo’= 1/(1/Fo-
1/Fm+1/Fm’). Con las variables anteriores y de acuerdo con Brestic y Zivcak (2013) se
estim6: el rendimiento cuéntico real del fotosistema II (®PSII= Fm’-F’/Fm’), Rendimiento
cuantico de la disipacion de la energia no regulada (ONO = 1/ (NPQ+1+qL(Fm/Fo-1)),
rendimiento cuantico de la disipacién de la energia regulada(DNPQ = 1 - ®PSII — ®NO),
disipacion no fotoquimica (NPQ = (Fm-Fm’)/Fm”), coeficiente de disipacion fotoquimica
basado en el “Lake model” (qL = ((Fm’-Fs’)/(Fm’-Fo’)*(Fo/Fs’) y coeficiente de disipacion
no fotoquimica de la fluorescencia variable (QN = Fm-Fm’/Fm-Fo”).

3.2.7 Parametros de Crecimiento

Al finalizar los tratamientos, cuatro plantas por tratamiento se sometieron a 70°C por 48h
con el fin de determinar la acumulacion de masa seca por 6rgano (tallo+vaina foliar y lamina
foliar). Se determind el area foliar de las laminas foliares de cada planta usando un medidor
de area foliar L1-3000C (LI-COR Lincoln, Nebraska, USA). Con las anteriores variables se
determiné masa foliar especifica (relaciébn masa foliar/area foliar de cada planta) y la
relacion hojas/tallo (masa de hojas/masa de tallo+vaina foliar por planta)

3.2.8 Pérdida de electrolitos
Esta variable fue determinada mediante el protocolo del porcentaje de fuga de electrolitos

descrito por Sanchez-Reinoso et al. (2014). Después del periodo de estrés a los 40 DE,
aproximadamente 300 mg de hojas frescas fueron cortados en trozos de 1 cm de longitud y
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colocadas en tubos de ensayo con 30 mL de agua desionizada. Posteriormente, los tubos
fueron incubados en bafio maria a 30°C por 2 h y se determiné la conductividad eléctrica
inicial (CE1). Posteriormente, las muestras fueron sometidas a 100°C en bafio maria por 15
min para liberar todos los electrolitos. Finalmente, se enfrio la muestra en cama de hielo y
se determind la conductividad eléctrica final (CE>). El porcentaje de electrolitos se calculd
asi:

EC,

%Electrolitos = (EC ) x 100

2

3.2.9 Clorofilay Carotenoides

A los 40 DE, trozos de ldmina foliar de 1 cm de longitud (50 mg de peso fresco) de una hoja
completamente desarrollada fueron macerados usando nitrégeno liquido y almacenados a -
80 °C hasta que se realizaron los respectivos analisis (descrito en el apartado 3.1.6).

3.2.10 Prolina'y Malondialdehido (MDA)

Después de los ocho dias del periodo de estrés (40 DE), se maceraron 300 mg de hojas
completamente desarrolladas del tallo principal con nitrégeno liquido y se conservaron a
una temperatura de -80°C hasta su analisis: el cual corresponde al del apartado 3.1.8.

Para la determinacién de la peroxidacion lipidica (representada como contenido de MDA)
se empled el método del acido tiobarbitdrico (TBA) descrito por Hodges et al. (1999), el
cual también es descrito en el apartado 3.1.9.

3.2.11 Disefo experimental y analisis estadistico

Se realiz6 un disefio en arreglo factorial con ocho plantas por tratamiento, donde el factor
principal fueron los genotipos (F60, LV447, FLO2764, LV1401, CT19021, IR1561) v el
factor secundario fue la temperatura nocturna (24 vs 30 °C). Cuando se presentaron
diferencias significativas, se uso el test de Tukey como prueba de comparacion de medias.
Los datos se analizaron usando el programa SPSS (v20.0, IBM Company, USA).
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3.3 CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE SIETE GENOTIPOS DE ARROZ
SOMETIDOS A UNA ALTA TEMPERATURA NOCTURNA

3.3.1 Condiciones generales de crecimiento

El ensayo fue desarrollado bajo condiciones de casa de mallas en el Centro de Investigacion
Las Lagunas de la Federacion Nacional de Arroceros (FEDEARROZ) ubicado en el
municipio de Saldafia (Colombia) (3°54°46°° N; 74°59°7’ W) entre Septiembre de 2014 y
Enero de 2015. En bandejas plasticas de 9L de capacidad se sembraron seis plantas por
genotipo. En cada bandeja se usé suelo franco arenoso como sustrato y cada planta fue
fertilizada con 221mg de N (157 Kg ha), 15mg de P (54 Kg hal), 215mg de K (142 Kg ha’
1, 7dmg de S (13 Kg hal) y 23 mg de Zn (12 Kg ha). Las condiciones ambientales a lo
largo del experimento fueron las siguientes: temperatura diurna promedio de 33°C,
temperatura nocturna promedio de 23.5°C, Humedad relativa del 77% y un fotoperiodo
natural de 12 horas. Los anteriores valores fueron registrados por una estacion climatica
(Davis Vantage Pro 2 Plus, NSW, AUS) ubicada en la zona de experimento.

3.3.2 Genotipos y tratamientos

Para el desarrollo del presente estudio, se usaron dos variedades comerciales de arroz
susceptibles a condiciones de estrés térmico (Fedearroz 50 y 60) (Restrepo-Diaz y Garces-
Varon, 2013; Sanchez-Reinoso et al., 2014). Adicionalmente, se seleccionaron cinco lineas
utilizadas por la Federacion Nacional de Arroceros dentro de sus programas de
fitomejoramiento (IR 1561, FLO 2764, LV447-1, CT19021, LV1401). Estas lineas fueron
seleccionadas porque han mostrado un buen comportamiento bajo condiciones de altas
temperaturas tanto diurnas como nocturnas. Los tratamientos correspondieron en separar
cada material genético en dos grupos de seis plantas cada uno. Un primer grupo (Plantas
Control) siempre estuvo situado en la casa de mallas a una temperatura nocturna ambiental
de24°C. El segundo grupo de plantas de arroz fue ubicado en una cAmara de crecimiento
(KBW-400, Binder, Germany) a una temperatura de 30°C entre las 18:00 y 24:00h por un
periodo de 8 dias. Al noveno dia las plantas fueron retornadas a la casa de mallas y se
estimaron las variables de respuesta fisiol6gica y bioquimica. Asimismo, la exposicién de
las plantas a 30°C fue desarrollada cuando estas estaban en el estado fenologico grano
lechoso. Debido a las diferencias en el desarrollo fenoldgico de los genotipos evaluados, las
plantas fueron ubicadas en diferentes fechas en la camara de crecimiento: IR 1561 y F50 el
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23 de diciembre de 2014, LV447-1 y FLO 2764 el 30 de Diciembre de 2014, LV1401 y
CT19021 el 6 de enero de 2015y F60 el 15 de enero de 2015.

3.3.3 Componentes de rendimiento

Al final del ciclo de cada genotipo se tomaron las paniculas de cada planta y se determinaron
por panicula los siguientes componentes: masa de granos llenos, numero total de granos,
numero de granos vanos, nimero de granos llenos (presionando entre los dedos se determind
completamente y parcialmente llenos), porcentaje de fertilidad (expresado como la relacion
entre granos llenos y nimero total de sitios reproductivos) y masa promedio de grano.

3.3.4 Parametros de Fluorescencia de la Clorofila a

Esta variable se determiné en la parte media de la hoja bandera de cada planta en ambos
tratamientos de temperaturas nocturnas entre las 9:00am y la 1:00pm, al dia siguiente de
finalizar el periodo térmico de las plantas expuestas a 30°C en cada genotipo. Los
pardametros de fluorescencia de la clorofila a fueron estimados como se describe en el
apartado 3.2.6

3.3.5 Contenido de Clorofila'y Carotenoides

Luego de la determinacion de los parametros de fluorescencia de la clorofila a, las hojas
bandera de cada panicula fueron cortadas y almacenadas bajo refrigeracion un maximo de
12 horas. Posteriormente, las muestras fueron maceradas usando nitrogeno liquido y
almacenadas a -80 °C hasta que se realizaron las respectivas determinaciones (descrito en el
apartado 3.1.6).

3.3.6 Prolinay Malondialdehido (MDA)
Para el analisis de estas dos variables se usaron muestras de las hojas bandera del tallo

principal almacenadas a una temperatura de -80°C hasta su analisis: el cual corresponde a
los apartados 3.1.8 y 3.1.9
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3.3.7 Andlisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se usé un disefio factorial, donde el primer factor correspondié a
la temperatura nocturna (24 vs 30°C) y el segundo factor al genotipo (F50, F60, IR 1561,
FLO 2764, LV447-1, CT19021 y LV1401), para un total de 14 tratamientos (cada uno con
6 unidades experimentales representada por una planta). A los datos obtenidos se les realizo
la prueba de normalidad de Kruskal-Wallis y de homogeneidad de varianzas de Levene
previamente al analisis de varianza (ANOVA). Cuando se observaron diferencias se
realizaron la prueba de comparacién de medias de Tukey. El andlisis de datos fue
desarrollado con el programa estadistico SPSS (v20.0, IBM Company, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 RESPUESTA FISIOLOGICA DE PLANTULAS DE ARROZ SOMETIDAS A
PERIODOS DE ALTA TEMPERATURA NOCTURNA.

4.1.1 Fotosintesis, conductancia estomatica, transpiracion y concentracion interna de
CO2

Segun el analisis polinomico la tasa fotosintética (Pn) de plantas control (24°C) no se ajustd
significativamente a una ecuacion lineal, cuadratica ni cubica (Fig. 2A). Sin embargo, se
observé un comportamiento cubico (P<0,01) en plantas sometidas a altas temperaturas
nocturnas (ATN), presentandose una disminucion drastica de la tasa de asimilacion de
carbono en plantas de arroz sometidas a ATN durante 16 dias. En general, la Pn disminuyd
alrededor de un 12% en plantas de arroz sometidas a temperaturas nocturnas de 30°C en
comparacion al control (24°C) (Fig. 2A). En relacion a la conductancia estomatica (gS),
también se presentd un comportamiento clbico en plantas sometidas a ATN, con una
disminucion a los 8 y 16 dias de exposicion (DDE), en comparacion al control (24°C) (Fig.
2B). Con respecto a la transpiracion (E), esta variable también mostr6 un comportamiento
cubico en ambas temperaturas, con una mayor transpiracion a los 8 y 12 dias en plantas
sometidas a 30°C. Sin embargo, se observé una disminucién de la tasa de transpiracion a los
16 DDE en las dos condiciones de temperaturas nocturnas (Fig. 2C). Por otro lado, la
concentracion interna de COz (Ci) también fue mayor en plantas sometidas a 30 °C a los 4,
8y 12 DDE y presentd una respuesta cubica en ambas temperaturas (P<0,01). Sin embargo,
estas diferencias no se mantuvieron al final del experimento (16 DDE) (Fig. 2D).
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Figura 2. Fotosintesis(A), Conductancia estomatica(B), transpiracion(C) y Concentracién
intercelular de CO2(D) de plantulas de arroz sometidas a dos temperaturas nocturnas (24 vs
30°C). Las ecuaciones representan el comportamiento cibico en el tiempo. n.s,*, ** y ***
representa no significativo y significancia con P<0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente. Cada
punto representa el promedio de 12 valores.

4.1.2 Eficiencia de la carboxilacion y uso eficiente del agua

La eficiencia de la carboxilacion entendida como la relacion Pn/Ci fue mayor en plantas
control (24°C) a través del experimento. Sin embargo, se observd una menor eficiencia en
ambos tratamientos a los 16 DDE (Fig. 3A). Asimismo, el uso eficiente del agua
(WUEe=Pn/E) mostro similares tendencias a las encontradas en Pn/Ci (Fig. 3B). En general,
el comportamiento de estas dos variables fue un 15% mayor en plantas control (24°C) en
comparacion a las plantas sometidas a ATN.
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Figura 3. Eficiencia de carboxilacién(A) y Uso eficiente del agua(B) de plantulas de arroz
sometidas a dos temperaturas nocturnas (24 vs 30°C). n.s y * representan no significativo y
significancia, entre temperaturas para un mismo dia, con P<0,05 segun la prueba de Tukey.
Cada barra de gréafico representa la media de doce valores+Error estandar.

4.1.3 Respiracion oscura y balance de carbono

La respiracion oscura de la hoja (Ro), de plantas sometidas a una temperatura nocturna de
30°C, presento un comportamiento cibico y un incremento de 70% (en comparacién a
plantas sometidas a 24°C) durante los primeros cuatro dia. Entre los 8 y 12 DDE esta pérdida
de CO- presento valores similares a los obtenidos en la plantas control (24°C). Al final del
experimento (16 DDE), la Ro volvié a ser mayor en las plantas de arroz sometidas a una
temperatura nocturna de 30°C con respecto al control (Fig. 4). Por otro lado, cuando se
analiza el efecto de la ATN sobre el balance entre Pn y Ro expresado como balance de
carbono (relacion entre la fijacion de CO, por fotosintesis y la pérdida de este gas por
respiracion oscura), se observo una menor acumulacién de CO; en plantas expuestas a 30°C
especialmente a los 4 y 16 DDE (Fig. 5). En este sentido, plantulas de arroz sometidas a
ATN mostraron disminucion del 17% y 25% en la acumulacion de carbono en los periodos
de estrés térmico mencionados anteriormente.
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Figura 5. Balance de CO- de plantulas de arroz sometidas a dos temperaturas nocturnas (24
vs 30°C). n.s y * representan no significativo y significancia con P<0,05, entre temperaturas
para un mismo dia, segun la prueba de Tukey. Cada barra de grafico representa la media de
doce valores+Error estandar.
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4.1.4 Eficiencia del fotosistema Il y contenido de pigmentos fotosintéticos.

La eficiencia del PSII también fue menor en plantulas de arroz a 30°C entre los 4 y 8 DDE.
A los 16 DDE, plantas control tuvieron los menores valores de la relacién Fv/Fm (Fig. 6).
A diferencia de la anterior variable, el contenido de clorofila total y carotenoides en hojas
de arroz mostro una respuesta lineal negativa en relacion al tiempo en ambas condiciones
de temperatura. Por otra parte, el contenido de pigmentos fotosintéticos fue siempre menor
en plantas bajo 30°C en comparacion con plantas sometidas a 24°C (Fig. 7).
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Figura 6. Eficiencia maxima potencial del PSII (Fv/Fm) de plantulas de arroz sometidas a
dos temperaturas nocturnas (24 vs 30°C). n.s y * representan no significativo y significancia
con P<0,05, entre temperaturas para un mismo dia segun la prueba de Tukey. Cada barra de
grafico representa la media de doce valores+Error estandar.
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Figura 7. Contenido de clorofila y carotenoides de plantulas de sometidas a dos
temperaturas nocturnas (24 vs 30°C). Lineas con la letra L presentan un comportamiento
lineal (P<0,001). Cada punto representa el promedio de 12 valores.

4.1.5 Peroxidacion lipidica y contenido de prolina

La Peroxidacion lipidica de hojas (representado como Contenido de MDA) de arroz
sometidas a 24 y 30°C no presentd diferencias significativas durante todo el ensayo. Sin
embargo, una disminucion del contenido de MDA fue observada a los 16 DDE en ambas
temperaturas (Fig. 8A). Por otro lado, el contenido de Prolina present6 diferencias entre
tratamientos de temperaturas nocturnas en los dias 12 y 16 (Fig. 8B). En general, un aumento
del contenido de este aminoécido fue mayor en las plantas expuestas a 30°C desde los 8
hasta los 16 DDE en comparacion a las plantas control que mostraron una reduccion en la
sintesis de este aminoacido en el mismo periodo de tiempo mencionado anteriormente.
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Figura 8. MDA(A) y contenido de Prolina (B) de plantulas de arroz sometidas a dos
temperaturas nocturnas (24 vs 30°C). n.s y * representan no significativo y significancia con
P<0,05, entre temperaturas para un mismo dia, segin la prueba de Tukey. Cada barra del
grafico representa la media de doce valores+Error estandar.

4.2 RESPUESTA FISIOLOGICA DE SEIS GENOTIPOS DE ARROZ EN
ESTADO VEGETATIVO A UNA ALTA TEMPERATURA NOCTURNA

4.2.1 Fotosintesis, Eficiencia de la Carboxilacion y Uso eficiente del Agua

La mayoria de las investigaciones reportan que la fotosintesis es uno de los procesos mas
sensibles a una alta temperatura (Sanchez-Reinoso et al., 2014). En este caso, una alta
temperatura nocturna (30°C) disminuyo la tasa fotosintética en todos los genotipos
evaluados (Fig. 9A). En general, la tasa de asimilacion de CO2 se redujo entre un 35 y un
40% en las plantas de arroz expuestas a una temperatura nocturna de 30°C. Se presentd una
tendencia similar en la eficiencia de la carboxilacion y en la eficiencia intrinseca del uso del
agua (WUE:I) bajo las condiciones anteriormente descritas (Fig. 9B y D). El uso eficiente de
agua (WUEI), disminuyo, alrededor de un 75%, en comparacion a las otras variables.
Finalmente, no se encontraron diferencias con respecto a la concentracion interna de CO2
(Ci) (Fig. 9C).
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Figura 9. Fotosintesis (A), Eficiencia de la carboxilacion (B), CO: intercelular (C), y Uso
eficiente del agua intrinseco (D) de hojas de plantas de seis genotipos de arroz. n.sy *
representan no significativo y significancia con P<0,05, entre temperaturas para un mismo

dia, segun la prueba de Tukey. Los datos representan el promedio de 8 repeticiones+Error
estandar.

4.2.2 Respiracion

En el caso de la respiracion total de las plantas, también se observaron diferencias entre
genotipos y temperaturas nocturnas (Fig. 10). En general, la tasa respiratoria fue mayor
cuando la temperatura nocturna se incrementd, especialmente en los genotipos CT19021,
FLO2764, IR1561, LV1401, y LV447. En este sentido, las plantas de LV1401 presentaron
el mayor aumento (75%) en la tasa respiratoria. Por otro lado, las plantas de F60' no
mostraron variacion en esta variable entre las temperaturas nocturnas estudiadas, sugiriendo
una posible aclimatacion de este material a esta condicion ambiental estresante.
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no significativo y significancia con P<0,05, entre temperaturas para un mismo dia, segin la
prueba de Tukey. Los datos representan el promedio de 8 repeticionestError estandar.

4.2.3 Variables de Crecimiento

Se presentaron diferencias entre genotipos y temperaturas en las variables masa seca total,
masa seca de hojas, masa seca de tallos, area foliar y relacion hojas/Tallo (Tabla 3). La alta
temperatura nocturna disminuyd el crecimiento de las plantas de arroz, expresado como una
menor acumulacion de masa seca en hojas y tallos, como también, el area foliar. En este
aspecto, una reduccion del 50 y 60% del area foliar y masa seca total fue observada bajo
una condicion de 30°C. Con respecto a los genotipos, plantulas de F60 fueron las que
presentaron mayor acumulacion de masa seca y area foliar en comparacion a los otros
materiales. Sin embargo, plantulas del genotipo LV 1401 tuvieron la mayor area foliar
especifica.
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Tabla 4. Variables de crecimiento de hojas de seis genotipos de arroz expuestos a dos
diferentes temperaturas nocturnas (24 vs 30°C)

Masa Masa Masa A Masa
. Area .
. seca seca seca Relacion . Foliar
Parametro ; - foliar o
Total Hojas Tallo Hojas/tallo (cm?) especifica
(mg) (mg) (mg) (mg cm™)
Genotipo
F60 521,23az 281,55a 239,67 1,28a 61,08a 4,67bc
Lv447 477,98ab 254,62ab 223,27 1,22a 57,51ab 4,45¢
FLO2764 378,250  201,39bc 176,85 1,22a 45,16bc 4,55bc
LV1401 361,62b  173,65c 187,96 1,04b 33,00c 5,22a
CT19021 395,17ab  210,79bc 184,38 1,24a 50,02ab 4,21c
IR1561 477,29ab  242,94ab 234,85 1,17ab 48,63abc 5,03ab
SlgnlfICanCla **ky Eax = N’S *k* *k* *k*
Temperatura (°C)
24 620,36 307,04 313,31 0,99 66,64 4,74
30 254,15 152,72 111,43 1,36 33,64 5,66
SlgnlfICanCla **k*x X = X = *k* *k* NS
Temperatura*Genotipo
Significancia N.S N.S N.S N.S N.S N.S

 Dentro de cada columna y para cada factor, Filas con letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (P<0,05).
Y'N.S. y *** representan no significativo y significativo a P<0,001

4.2.4 Fluorescencia de la clorofila a

En las variables relacionadas con la fluorescencia de la clorofila, un periodo de exposicién
a una temperatura nocturna de 30°C disminuyé la eficiencia maxima potencial del
fotosistema Il (Fv/Fm), la fluorescencia méaxima y minima en condiciones de luminosidad
(Fm’ y Fo’) y la disipacion fotoquimica en forma controlada (Y(NPQ)). Sin embargo, esta
condicion de alta temperatura nocturna aumentd la disipacion de energia en forma no
controlada (Y(NO)), la eficiencia maxima real del PSII (Y(II)) y la proporcién de centros
de reaccion abiertos (gL) (Tabla 4). En relacion a los genotipos evaluados, FLO2764
presento la mayor Y(II), Fm’, Y(NO) y Fv/Fm. Finalmente, no se observaron diferencias en
la interaccién genotipo vs temperatura nocturna.
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Tabla 5. Eficiencia maxima real y eficiencia maxima potencial y formas de disipacion de la
energia del PSl1l en hojas de seis genotipos de arroz expuestos a dos diferentes temperaturas
nocturnas (24 vs 30°C)

Parametro Y(IT) Fm’ Fo’ gL  Y(NPQ) Y(NO) Fv/Fm
Genotipo
F60 0,28abz 761,23b 325,15 0,30 0,45ab 0,27ab  0,78b
Lv447 0,26b  786,47ab 338,53 0,28 0,46a 0,27ab  0,78ab
FLO2764 0,32a  900,93a 350,20 0,31 0,40b 0,28ab 0,792
LV1401 0,30ab 814,06ab 326,69 0,31  0,42ab 0,26ab 0,792
CT19021 0,30ab 852,46ab 336,62 0,29 0,41ab 0,28a  0,78ab
IR1561 0,29ab 780,00ab 330,71 0,31  0,45ab 0,26b  0,79ab
Significancia *y * N.S N.S * * *
Temperatura (°C)

24 0,28 1112,46 45490 0,27 0,46 0,26 0,79
30 0,31 571,23 23511 0,32 0,41 0,28 0,78
SlgnlflcanC|a **k* **k* **k* *kx *k* *k*x *k*x

Temperatura*Genotipo
Significancia N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S

2 Dentro de cada columna y para cada factor, filas con letras diferentes indican diferencias
significativas seglin la prueba de Tukey (P<0,05).
Y N.S. y *** representan no significativo y significativo a P<0,001

4.2.5 Fuga de electrolitos, MDA, Prolina y pigmentos fotosintéticos

Se presentaron diferencias en la interaccion entre genotipo y temperatura nocturna en el
contenido de malondialdehido (MDA) y fuga de electrolitos en hojas de plantulas de arroz
(Fig. 11 Ay B). Las plantulas de LV1401 bajo una temperatura de 30°C tuvieron la mayor
peroxidacion lipidica de membranas. Se encontré una tendencia similar en la fuga de
electrolitos, con LV1401 con la mayor pérdida de electrolitos. Con respecto a las otras
variables bioquimicas, se observd que una alta temperatura nocturna incrementd el
contenido de carotenoides y clorofila, y disminuyd la relacion clorofila/carotenoides. Por
otro lado, se encontraron diferencias en el contenido de clorofila b, clorofila total y la
relacion clorofila a/b entre genotipos, siendo las plantulas de FLO2764 las que presentaron
mayores valores (Tabla 5). Finalmente, no se encontraron diferencias en el contenido de
prolina entre genotipos, ni entre temperaturas.
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Figura 11. Perdida de electrolitos (A) y Produccion de MDA (B) de hojas de plantas de seis
genotipos de arroz. Los datos representan el promedio de 8 repeticionestError. Asteriscos
significan diferencias significativas en la interaccion de Temperatura (T) x Genotipo (G) a
P<0,05 de acuerdo con el ANOVA.
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Tabla 6 Pigmentos fotosintéticos y Prolina de hojas de seis genotipos de arroz expuestos a

dos temperaturas nocturnas (24 vs 30°C)

. CAR Chla Chlb Chl Total Prolina?
Parametro (mggd)  (mggd) (mggl) (mggd) Chla/b Chl/CAR (umol g%
Genotipo
F60 0,84 2,60 0,91ab? 3,46b 2,88b 4,34 0,22
LVv447 0,98 3,31 1,08ab 4,40ab 3,05ab 4,73 0,25
FLO2764 1,09 3,80 1,14ab 4,78ab 3,43a 4,39 0,25
LV1401 0,78 2,77 0,90b 3,67ab 3,11ab 4,75 0,22
CT19021 1,10 3,98 1,41a 5,39 2,90b 4,97 0,23
IR1561 0,98 3,07 1,01ab 4,08ab 3,04ab 4,22 0,29
Significancia N.S N.S * * * N.S N.S
Temperatura (°C)
24 0,85 3,0 1,015 3,99 3,03 4,77 0,22
30 1,10 3,5 1,15 4,66 3,03 4,30 0,26
Significancia **y N.S N.S * N.S *x N.S
Genotipo*Temperatura
F60*24 0,81 2,60 0,93 3,53 2,83 4,50 0,19
F60*30 0,84 2,53 0,86 3,39 2,94 4,20 0,23
LV447*24 0,98 3,38 1,16 4,54 2,87 5,09 0,22
LV447*30 0,98 3,26 1,02 4,28 3,19 4,42 0,27
FLO2764*24 0,94 3,70 1,05 4,45 3,65 4,73 0,22
FLO2764*30 1,35 4,02 1,32 5,34 3,01 3,92 0,25
LV1401*24 0,66 2,40 0,76 3,16 3,17 4,85 0,19
LV1401*30 1,03 3,51 1,19 4,70 2,99 4,54 0,28
CT19021*24 1,01 3,85 1,41 5,25 2,84 5,18 0,22
CT19021*30 1,25 4,20 1,40 5,60 2,98 4,63 0,25
IR1561*24 0,71 2,30 0,76 3,06 3,04 4,36 0,28
IR1561*30 1,36 4,42 1,37 5,51 3,05 4,03 0,30
Significancia N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S

& Prolina determinada por gramo de masa fresca.
 Dentro de cada columna y para cada factor, filas con letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (P<0,05).
Y'N.S. * y ** representan no significativo y significativo a P<0,05y 0,01 , respectivamente.
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4.3 CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE SIETE GENOTIPOS DE ARROZ
SOMETIDOS A UNA ALTA TEMPERATURA NOCTURNA

4.3.1 Componentes de rendimiento (Nimero de granos vanos, Numero de granos
llenos, Porcentaje de fertilidad y masa de granos llenos por panicula)

En las variables N° total de granos, N° de granos llenos, N° de granos vanos y porcentaje de
fertilidad (Fig. 12) se encontraron diferencias significativas (P<0,05) entre la interaccion
Genotipo-Temperatura, mientras no hubo diferencias en la masa promedio del grano. Plantas
de 'F50' produjeron mayor nimero total de granos en comparacion a los otros genotipos
sometidos a una temperatura nocturna de 30°C (Fig. 12A). En relacion al nimero de granos
Ilenos, los genotipos F50, F60 y L1401 tuvieron el mayor valor en ambas condiciones de
temperatura (24 y 30°C) (Fig. 12B). La mayoria de genotipos evaluados no presentaron
diferencias sobre el nimero de granos vanos, excepto plantas de arroz de CT19021 y 'F50'
que presentaron el mayor numero de granos vanos a 30 y 24°C, respectivamente. Los
anteriores resultados son corroborados mediante el porcentaje de fertilidad, ya que esta
variable fue menor en plantas de 'F50'y 'CT19021" en las condiciones mencionadas (Fig.
12D).
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Figura 12. Efecto de dos temperaturas nocturnas (24 vs 30°C) sobre el numero total de
granos (A), de granos llenos (B), de granos vanos (C) y porcentaje de fertilidad (D) en siete
genotipos de arroz. Los datos representan el promedio de 6 repeticionestError. Barras con
letras distintas indican diferencias significativas a P<0,05 segun la prueba de Tukey.

Con respecto a la masa de granos llenos por panicula no se obtuvieron diferencias en la
interaccion entre genotipos y temperaturas nocturnas. Sin embargo, se encontraron
diferencias por separado en los factores genotipo y temperatura (Fig. 13). Se pudo observar
que un incremento de la temperatura nocturna favorecié la masa de los granos llenos en
plantas de arroz (Fig. 13A). Por otro lado, los genotipos de arroz 'F50', 'F60' y 'LV1401'
presentaron la mayor masa de granos/panicula al final del experimento (Fig. 13B).
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Figura 13. Masa de granos llenos de paniculas de arroz bajo dos temperaturas nocturnas
(A) y en siete genotipos (B). Los datos representan el promedio de 6 repeticioneszError
estandar. Barras con letras distintas indican diferencias significativas a P<0,05 segln la
prueba de Tukey.

4.3.2 Fluorescencia de la Clorofila a

Los indices relacionados con la disipacion de la energia Y(I1), Y(NPQ) y Y(NO) son
competitivos y la sumatoria de estos tres debe ser igual a uno (1). Es decir la disminucion
en uno de los indices significa un aumento en alguno de los otros dos (Demmig-Adams
etal., 1996). En este aspecto, se observaron diferencias de estos indices entre genotipos (Fig.
14). El mayor rendimiento cuantico real Y(I1) lo presentaron los genotipos 'IR 1561', 'F50',
'LV447" y 'FLO 2764 (Fig. 14A). Un efecto inverso se observd en la disipacion no
fotoquimica controlada de la energia (Y(NPQ)) donde los mayores valores se presentaron
en los genotipos 'F50'y 'CT 19021' (Fig. 14B). Por otro lado, plantas del genotipo FLO 2764
fueron las que tuvieron una mayor disipacion no controlada (Y(NO)) (Fig. 14C).
Finalmente, todos los genotipos presentaron un valor inferior al optimo (0,8) de la maxima
eficiencia del PSII (Fig. 14D), con 'CT19021' con el menor valor.
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Figura 14. Rendimiento cuantico real del fotosistema Il (Y(II))(A), Disipacion no
fotoguimica controlada (Y(NPQ))(B), Disipacion no fotoquimica no controlada (Y(NO))(C)
y Rendimiento cuantico potencial del PSII (Fv/Fm)(D) de la hoja bandera de siete genotipos
de plantas de arroz. Los datos representan el promedio de 6 repeticionestError estandar.
Barras con letras distintas indican diferencias significativas a P<0,05 segun la prueba de
Tukey.

4.3.3 Pruebas bioquimicas (Pigmentos fotosintéticos, MDA y Prolina)

Se observaron solamente diferencias (P<0,05) sobre el contenido de clorofilas y
carotenoides entre los diferentes genotipos estudiados (Tabla 6). En general, el contenido de
pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y carotenoides) fueron menores en plantas de 'F60'
en comparacién a los demas genotipos. Cuando los pigmentos fotosintéticos fueron
estudiados mediante la relacion clorofila/carotenoides, se pudo observar que plantas de arroz
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del genotipo 'FLO2764" presentaron la mayor relacion. Con respecto a la produccion de
MDA, plantas de 'F60' también presentaron la menor Peroxidacion lipidica de la hoja
bandera en comparacion a los deméas genotipos. Finalmente, no se obtuvieron diferencias
entre temperaturas ni entre genotipos en el contenido de prolina.

Tabla 7. Contenido de Pigmentos fotosinteticos (Clorofilas y Carotenoides),
Malondialdehido (MDA\) y prolina en hojas banderas de siete genotipos de arroz expuestos
a dos diferentes temperaturas nocturnas (24 vs 30°C).

Parametro CAR Chla Chlb  ChlI/CAR MDA? Prolina
(mggh) (mgg?) (mgg")  (xtc)  (nmolg?)  (umol g?)
Genotipo
F60 0,33c? 0,95b 0,38b 4,24b 32,11b 25,38
F50 0,75b  2,13ab  0,84ab 3,96b 40,81ab 38,64
Lv447 1,16a 2,99 1,10a 3,50b 78,17a 47,98
FLO2764 0,8lab  3,03a 1,30a 5,43a 66,14ab 40,99
LV1401 0,84ab 2,572 0,93a 4,13b 58,11ab 43,36
CT19021 0,84ab 2,432 0,99a 4,18b 67,04ab 58,67
IR1561 1,01ab 3,162 1,25a 4,34b 43,05ab 29,09
Significancia¥ * * * * * N,S
Temperatura (°C)
24 0,84 2,50 0,97 4,11 53,82 38,99
30 0,79 2,37 0,93 4,28 59,84 46,65
Significancia N.S N.S N.S N.S N.S N.S
Temperatura*Genotipo
Significancia N.S N.S N.S N.S N.S N.S

@ MDA (Malondialdehido) y prolina determinados por gramo de masa fresca.

2 Dentro de cada columna y para cada factor, letras diferentes a continuacion de las medias
indican diferencias significativas seglin la prueba de Tukey o ANOVA (P<0,05).

YN.S. y * representan no significativo y significativo a P<0,05
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5.DISCUSION

5.1 PRIMER EXPERIMENTO: PERIODOS DE ESTRES

La fotosintesis (Pn) de las plantas es uno de los procesos fisiologicos mas sensibles a las
altas temperaturas, tanto diurnas como nocturnas (Ashraf y Harris, 2013). En el presente
estudio, la tasa fotosintética disminuyé alrededor de un 15% por una alta temperatura
nocturna (30°C) a lo largo del experimento (Fig. 2). Mohammed et al. (2013) obtuvieron
resultados similares, donde temperaturas nocturnas de 30°C causaron una reduccion
del~10% sobre la Pn de arroz. Esta reduccion de la Pn, causada por ATN, puede deberse a
alteraciones tanto en la fase luminica como en la fase de carboxilacién del proceso
fotosintético. Con respecto a la fase luminica, se ha reportado que periodos largos de altas
temperaturas nocturnas disminuyen el contenido de pigmentos fotosintéticos y la eficiencia
del PSII en arroz. En este ensayo, La alta temperatura nocturna provoco un dafio leve en el
PSII lo que pudo producir una fotoinhibicion, teniendo en cuenta que la relacién Fv/Fm
disminuyo en los primeros 8 dias (Fig. 6) y es la medida mas usada para medir fotoinhibicion
(Goh et al., 2012).

Asimismo, una menor asimilacion de CO: puede deberse al hecho que ATN causa
limitaciones asociadas al ciclo de Calvin (Song et al., 2013; Mohammed y Tarpley, 2014).
En este aspecto, se observé una menor eficiencia de carboxilacion y una acumulacién de
CO: intercelular (Fig. 2D y 3). Durante todo el ensayo se presentd una menor tasa de
carboxilacion (Fig. 3) y hacia el dia 12 esta pudo ser la principal causa de la disminucion de
la tasa fotosintética, teniendo en cuenta que la relacién Fv/Fm no disminuyo luego del dia
12 en plantas sometidas a 30°C.

La menor eficiencia de carboxilacién significa una menor capacidad de la Rubisco para fijar
CO., provocando una mayor acumulacion intercelular de este gas (Kiran et al., 2013). Esta
menor eficiencia de carboxilacién pudo ser causada por la disminucion de pigmentos
fotosintéticos y una menor actividad de la Rubisco activasa (Yamori et al., 2012; Yin et al.,
2010), ya que se ha reportado que la Rubisco activasa es mas susceptible a la alta
temperatura que la Rubisco.

Un mecanismo que soporta la idea de que el principal factor que limita la fotosintesis durante
una alta temperatura es un dafio en el PSIl y en la menor actividad de la Rubisco es una
reorganizacion en la membrana tilacoidal que hace que mayor nimero de unidades del
LHCII se asocien al PSI y no al PSIl (Marutani et al., 2014; Pastenes y Horton, 1996;
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Allakhverdiev et al., 2008), aumentando el flujo ciclico de electrones y disminuyendo la
tension en el PSII. Esto ocurre mediante la fosforilacion de las antenas LHCII lo cual
provoca que estos complejos se asocien al PSI y no al PSII (Shikanai, 2014; Goldschmidt-
Clermont y Bassi, 2015; Minagawa, 2011).

El hecho de que no haya una relacion positiva entre el contenido de CO- intercelular y la
conductancia estomatica (Fig. 2) soporta la hipétesis de que la disminucion de la tasa
fotosintética no se debe a un cierre estomatico sino a una limitacion no estomatica: menor
eficiencia de la Carboxilacion de la Rubisco provocada por un menor estado de activacion
y dafio en el PSII. lo cual también es reportado por (Kubien y Sage, 2008) en plantas de
tabaco sometidas a altas temperaturas.

Trabajos desarrollados por Mohammed y Tarpley, (2009b) mostraron que periodos largos
de ATN causaron una disminucion de pigmentos fotosintéticos y relacién Fv/Fm
repercutiendo negativamente en la Pn en plantas de arroz. Similares observaciones fueron
también obtenidas en el presente estudio donde una reduccion del contenido de clorofilas y
carotenoides y una menor relacion Fv/Fm fueron encontradas en plantas de arroz expuestas
a 30°C (Fig. 6). Lo anterior junto con la menor eficiencia de carboxilacién pudo provocar la
menor capacidad de la Rubisco para fijar CO2, y en consecuencia se produjo una mayor
acumulacion intercelular de CO: (Kiran et al., 2013).

Con respecto a la Ro, esta mostré un incremento alrededor del 50% en plantulas de arroz
sometidas a 30°C en comparacién al control (24°C) principalmente a los 4 y 16 DDE (Fig.
4). Esta pérdida de carbono en forma de respiracion también ha sido reportada por
Mohammed y Tarpley (2010b) y Zhang et al. (2013) donde muestran que temperaturas
nocturnas entre 30 y 32°C causaron un aumento aproximadamente del 50% de la Ro en
plantas de arroz. Este incremento de la respiracion se puede deber a factores como un
aumento de la actividad de la Oxidasa alternativa con el fin de mantener el flujo de electrones
en la mitocondria y evitar estrés oxidativo (Plaxton y Podesta, 2006), sintetizar mas ATP
para producir NAD+ (el cual es afectado negativamente bajo una alta temperatura) (Wahid
et al., 2007) y aumentar la sintesis y regeneracion de proteinas (Lambers et al., 2008). Los
procesos descritos anteriormente tienen el propoésito de reducir los efectos negativos
producidos por ATN (Plaxton y Podesta, 2006).

Por otro lado, el contenido de MDA no mostro diferencias entre las dos temperaturas
nocturnas (Fig. 8A). Sin embargo, estos resultados contrastan con otros estudios donde la
Peroxidacion lipidica fue mayor cuando se incremento la temperatura nocturna (Kumar
et al., 2011; Xue et al., 2012). Lo anterior permite inferir que una temperatura nocturna de
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30°C no causa un mayor dafio de membranas a nivel celular en este cultivar de arroz
colombiano a pesar que la fotosintesis y respiracion sufran modificaciones. Esto es
reportado como una caracteristica de tolerancia a altas temperaturas (Narayanan et al., 2016;
Bahuguna et al., 2015; Zhou et al., 2012), sin embargo es necesario comparar con otros
genotipos para corroborar dicha hipétesis.

Asimismo, otra respuesta bioquimica bajo condiciones de estrés téermico es la produccién
de prolina (Sanchez-Reinoso et al., 2014). En nuestro estudio, la produccion de prolina
mostré diferencias entre temperaturas nocturnas, observandose un aumento de este osmolito
en plantulas de arroz a 30°C a traves del experimento (Fig. 8B). La mayor concentracion de
prolina producida en plantas bajo un estrés térmico es reportado por otros autores como
Kumar et al. (2011): una temperatura superior a 35/30°C dia/noche provoca un aumento en
plantulas de arroz y teniendo en cuenta que la alta temperatura redujo la eficiencia de PSII
(Fig. 6) y que (Yan et al., 2012; Vani et al., 2001b) reportan que esto se debe a un dafio en
la seccion donadora y aceptora de electrones. En estas condiciones, la prolina puede actuar
como un donador de electrones del PSII y como antioxidante evitando dafios en el PSII (De
Ronde et al., 2004). Por lo anterior se puede inferir que la acumulacion de prolina en
plantulas de arroz de 'F60' es una estrategia de aclimatacion a la alta temperatura nocturna.

52 SEGUNDO Y TERCER EXPERIMENTO: RESPUESTA DE SIETE
GENOTIPOS DE ARROZ A UNA ALTA TEMPERATURA NOCTURNA

El uso de genotipos tolerantes a altas temperaturas es una de las herramientas mas efectivas
para mantener la estabilidad y altas producciones en el cultivo del arroz con el propdsito de
mitigar los efectos negativos del cambio climéatico (Horie et al., 1996) Por tal motivo, es
importante identificar métodos o técnicas para determinar la tolerancia de genotipos (Zhang
et al.,, 2013). En consecuencia, varios autores han reportado que técnicas como los
parametros de la fluorescencia de la clorofila (Sayed 2003; Sebela et al. 2015), la tasa de
respiratoria (Cheng et al., 2009; Mohammed et al., 2013), la acumulacion de biomasa y
rendimiento (Zhang et al., 2013), pruebas bioguimicas (Sanchez-Reinoso et al. 2014) y la
fotosintesis (Rodriguez et al., 2005) son importantes para conocer el grado de tolerancia o
susceptibilidad a condiciones de estrés abiodtico. En este aspecto, en el presente estudio, se
observaron diferencias en algunas variables de crecimiento debido a la alta temperatura
nocturna (Tabla 3). La biomasa total de plantas de arroz sometidas a 30°C disminuyo
alrededor de un 60% con respecto a las plantas de 24°C de temperatura nocturna. Zhang
et al. (2013) también encontraron que una alta temperatura nocturna (ATN) reduce la
acumulacién de biomasa debido a una menor tasa del crecimiento del cultivo. En general, la
tasa de produccion de materia seca del arroz estd condicionada por el balance entre
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fotosintesis y respiracion nocturna (Cheng et al., 2009; Mohammed et al., 2013). Una ATN
reduce la tasa fotosintética, incrementa la respiracion y puede afectar negativamente la
estabilidad de las membranas, causando una disminucion en la biomasa (Peng et al., 2004).
En este sentido, los resultados obtenidos en el presente experimento pueden soportar las
anteriores afirmaciones donde una ATN disminuyo la fotosintesis e incremento la
respiracion (Fig. 9 y 10), disminuyendo la acumulacion de biomasa de la planta. Por otro
lado, las diferencias en crecimiento entre genotipos puede deberse principalmente a
diferencias varietales, ya que el ANOVA no mostro un interaccién entre genotipos y
temperatura nocturna (Zhang et al., 2013; Garcés-Varon y Restrepo-Diaz, 2015).

Con respecto a los parametros de Fluorescencia de la clorofila a, una ATN (30°C)
disminuyé la eficiencia maxima potencial del PSII (Fv/Fm) cuando las hojas estaban en
estado vegetativo (Tabla 4). La relacion Fv/Fm indica la méxima proporcion de la energia
que la planta es capaz de usar en la fotosintesis y generalmente disminuye bajo una
condicion de estrés (Baker, 2008). Esta reduccion es causada generalmente por un dafio en
la proteina del PSII: D1 o en el sistema de reparacion de esta proteina (Gururani et al.,
2015). Asimismo, un mayor gL fue observado en hojas de arroz sometidas a una ATN en
fase vegetativa, lo que significa una mayor capacidad de la planta para usar los productos
finales de la fotosintesis (Lu y Zhang, 1999; Marutani et al., 2014). EI aumento de este
indice al aumentar la temperatura nocturna puede ser una forma de aclimatacién de la planta,
sugiriendo que las hojas desarrollan mecanismos para consumir los productos de la
fotoquimica (por ejemplo fotorespiracion) con el fin de mantener el flujo de electrones y
evitar la fotoinhibicion (Ort y Baker, 2002; D’ Ambrosio et al., 2006). Por otro lado, la ATN
no provocd cambios en los parametros de la fluorescencia de la clorofila a en la fase de
maduracion. En este sentido estudios desarrollados por Mohammed y Tarpley (2014) y
Glaubitz et al. (2014) tampoco encontraron diferencias sobre estos indices cuando se
expusieron diferentes genotipos de arroz a altas temperaturas nocturnas (> 28°C).

Aungue no se encontraron diferencias entre temperaturas nocturnas, si se observaron entre
las hojas bandera de los genotipos en estado de maduracion. Es importante sefialar que el
indice Y(NO), el cual se ha definido como una forma no controlada y perjudicial de disipar
la energia (Brestic y Zivcak, 2013), mostr6 un incremento en el genotipo 'FLO
2764'(Y(NO)= 0,3) . Por lo anterior, Y(NO)estaria indicando que el genotipo 'FLO 2764’
pudo haber presentado ciertos dafios en el PSII en las condiciones de la zona arrocera donde
se desarrollé la presente investigacion en comparacion a 'LV447'y 'F60" (Y(NO)= 0,25y
0,24), respectivamente. La relacion Fv/Fm de todos los genotipos fue menor al valor 6ptimo
reportado en la literatura (~0,8 (Murchie y Lawson, 2013; Baker, 2008)) en el experimento
de la fase de maduracion. Sin embargo, un menor valor entre 0,7 y 0,8 no necesariamente
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significa un dafio en el PSII debido a una condicidn estresante, sino puede ser propio del
genotipo o producto de la senescencia de la hoja (Lim et al., 2007; Panda y Sarkar, 2013).

La principal funcién de las clorofilas y carotenoides es recolectar y trasmitir la energia
luminica para luego ser transformada en energia quimica (Taiz y Zeiger, 2006). Igualmente,
la concentracion de estos pigmentos generalmente disminuye bajo una condicion estresante
(Mohammed y Tarpley, 2009a) o durante la senescencia de la hoja (Hortensteiner, 2006) .
El contenido de pigmentos fotosintéticos como carotenoides, clorofila total y clorofila b
aumento en plantas sometidas a una ATN en el segundo experimento (Fase vegetativa)
(Tabla 3). El aumento del contenido de clorofilas es contrario a lo reportado en plantas de
arroz sometidas a altas temperaturas nocturnas Mohammed y Tarpley, (2009b). Sin
embargo, es importante analizar que la relacion clorofila:carotenoides disminuy6 a una
temperatura de 30°C. Segin Camejo et al. (2005) y Wahid et al. (2007), una reduccion de
esta relacion es una respuesta de tolerancia por parte de la planta al estrés térmico.
Asimismo, la acumulacion de carotenoides puede ser otro mecanismo de la planta para
reducir el estrés producido por la alta temperatura, ya que los carotenoides pueden disipar
la energia en forma de calor a través del ciclo de las xantofilas o actuar como antioxidantes
(Jahns y Holzwarth, 2012). Sin embargo, estas tendencias no se mantuvieron en la fase de
maduracion entre temperatura y solo se presentaron diferencias entre los diferentes
genotipos evaluados. Dong et al. (2014) encontraron que la concentracion de clorofilaay b
disminuyo cuando sometieron dos materiales de arroz a una alta temperatura nocturna
(28°C) y concluyeron que las diferencias pueden depender del momento en el que se
desarrolla la evaluacién. En nuestro caso, las diferencias entre genotipos y la no
significancia entre temperaturas puede deberse al hecho que la evaluacion de esta variable
fue desarrollada en estado avanzados de la etapa de maduracion donde se presenta una
mayor senescencia de las hojas (Restrepo-Diaz y Garces-Varon, 2013).

En cuanto a los marcadores bioquimicos, resultados contrastantes fueron observados en la
produccion de MDA entre los experimentos dos y tres. La produccion de MDA fue mayor
en el genotipo LV 1401 cuando fue expuesto a una ATN en la fase vegetativa. Por otro lado,
las temperaturas no provocaron un aumento de la Peroxidacion lipidica ni la produccion de
prolina (osmolito involucrado en la homeostasis celular) en la fase de maduracion. Esta
diferencia entre los resultados observados entre fases de desarrollo es debido también a la
senescencia, ya que la peroxidacion lipidica esta influenciada por la edad de la hoja (Zapata
et al., 2005). Los anteriores resultados permiten sugerir que la peréxidacion lipidica y el
aumento de la permeabilidad de las membranas puede ser usadas para seleccionar genotipos
susceptibles a altas temperaturas en estado vegetativo del cultivo del arroz.



68 Respuestas Fisiologicas de Siete Genotipos de Arroz

(Oryza sativa L) a Diferentes Temperaturas Nocturnas

Una temperatura nocturna de 30°C disminuyo el porcentaje de fertilidad en plantas de 'F50'
alrededor de un 30% aproximadamente en comparacion a los genotipos F60, 'LV1401' y
'IR1561'(Fig. 12). Una posible explicacién a las diferentes respuestas entre los genotipos
estudiados en este trabajo puede ser que las variedades presenten diferentes mecanismos de
aclimatacion bajo esta condicion de estrés (Jagadish et al., 2010). En este sentido,
Mohammed y Tarpley (2009a) argumentan que un alto nimero de espiguillas estériles puede
ser causado por un incremento de la respiracion de mantenimiento en la etapa de
maduracion, mientras que Shi et al. (2013) lo asocian con una reduccién en la translocacion
de nitrégeno y carbohidratos no estructurales desde las hojas y tallos hacia las paniculas,
como también, una menor expresion de proteinas de choque térmico (del tipo FKBP),
proteinas de sefializacion de calcio (calmodulinas y quinasas) y mecanismos de reparacion
o modificacién de ADN y proteinas (especialmente en la etapa de maduracion).

Teniendo en cuenta que la produccion de todos los genotipos esta asociada con el niumero
de granos llenos (Fig. 12 y 13) y que la masa promedio de grano no fue afectada por la alta
temperatura, se puede inferir que la disminucién en la fertilidad del genotipo 'F50" vy el
aumento en 'CT19021' esta asociada con el proceso de polinizacién y viabilidad del polen 'y
no con el proceso de llenado del grano. Esto lo confirma Jagadish et al. (2015), quien afirma
que la alta temperatura disminuye la viabilidad del polen, el crecimiento del tubo polinico
y perjudica el desarrollo de los ovarios y que los genotipos que no presentan estas
caracteristicas son tolerantes a altas temperaturas.

Con respecto a otro componente de rendimiento como es la masa de los granos llenos, las
variedades comerciales ('F50'y 'F60") y el genotipo LVV1401 fueron los que mayor masa de
granos presentaron (Fig. 13.). Teniendo en cuenta lo anterior y que no se presentaron
diferencias en la masa del grano (datos no mostrados) los mayores rendimientos en estos
genotipos se debe a un mayor nimero de granos/panicula producidos, como también lo
enuncia Mohammed y Tarpley (2011).
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6. MODELO TEORICO DEL EFECTO DE LA
ALTA TEMPERATURA NOCTURNA

Con base a los resultados obtenidos y como una forma de conclusion general del presente
estudio de investigacion, se generé un modelo o esquema conceptual del efecto de una alta
temperatura nocturna sobre la fisiologia de una planta de arroz. Este modelo empieza
indicando que una alta temperatura nocturna (30°C) disminuyo el contenido de pigmentos
(Fig. 7 y Tabla 5), la capacidad del PSII y probablemente afecto negativamente la actividad
de la Rubisco activasa. Estos eventos provocan una menor asimilacion de CO- en la hoja
(Fig. 2y 9). En cuanto a la respiracién, la alta temperatura puede disminuir la vida media de
moléculas como proteinas y lipidos, lo que aumento la tasa metabdlica y la necesidad de
regenerar dichas moléculas, lo cual requiere energia y dicha energia es suministrada por la
respiracion. Esto provocd una mayor tasa respiratoria en la mayoria de los genotipos (Fig.
10). En este sentido, las alteraciones en la fotosintesis y la respiracién pueden causar a una
menor acumulacion de carbohidratos que son usados en el crecimiento, lo cual también se
observo en el segundo experimento donde se evaluaron 6 genotipos y todos presentaron una
disminucion en su crecimiento expresado como menor acumulacion de masa seca y area
foliar (Tabla 3). Asimismo, la temperatura disminuyd la asimilacion de CO3, sin embargo;
es poco probable que se deba a dafios en el PSII, ya que no hubo una correlacion entre Fv/Fm
Y(I1) en general.

Por otro lado, la eficiencia de la carboxilacién presentd un comportamiento similar a la
asimilacion de COgz: constante en el tiempo y menor en plantas de F60 sometidas a 30°C
(Fig. 2A, 2B y 3), y menor en los 6 genotipos, en estado vegetativo, sometidos a una ATN
(Fig. 9A y 9B). Teniendo en cuenta lo anterior y que tampoco se encontré una relacion
directa entre conductancia estomatica y asimilacion de CO> se podria inferir que la menor
asimilacion de CO> se debe a una limitacion en la capacidad de carboxilacion de la RUbisCO
0 en su activacién y no a una disminucion en la tasa de transporte de electrones o a un cierre
estomatico.

Teniendo en cuenta las variables de fluorescencia y la asimilacién de COz en los dos
primeros experimentos, se puede inferir que la distribucion de la energia luminica es la
siguiente: la energia destinada a la fotorespiracion, reaccion de Mehler o al flujo ciclico de
electrones aumenta (es necesario realizar otras investigaciones para determinar cual de estos
procesos es el de mayor demanda de electrones en estas condiciones), mientras la destinada
a la fotosintesis disminuye. Esto se comprueba con un aumento en la eficiencia operativa
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del PSII (Y (II))(Tabla 4) acompafiado por una disminucion en la asimilacién de CO: (Fig.
9), lo que quiere decir que aumenta la energia luminica usada en el transporte de electrones,
pero que la energia quimica producto de esta transporte de electrones no se esta usando en
la asimilacion de CO- sino probablemente en la fotorespiracion (Foyer et al., 2012; Murchie
y Lawson, 2013). Lo mismo sucede con la disipacion en forma de calor (Y (NPQ)) que
disminuye con un aumento de la temperatura. Mientras aumenta la forma de disipacion no
controlada, lo que podria indicar junto con lo nombrado anteriormente que el principal
mecanismo de disipacion de la energia es la fotorespiracion y que cuando no se puede disipar
de esta forma, dicha energia se disipa de forma no controlada, lo que podria ocasionar un
dafio del aparato fotosintético.

En el caso del estado de maduracion, no se presentaron los efectos provocados por las altas
temperaturas sobre las hojas en las plantas en estado vegetativo (Fig. 14 y Tabla 5). Sin
embargo, las variables reproductivas mostraron que el genotipo F50 es mas susceptible a la
alta temperatura nocturna que los demas genotipos y los genotipos LV1401 y CT19021
presentan mayor tolerancia a la alta temperatura nocturna (Fig. 12). Finalmente, la Figura
15 resume el modelo tedrico expuesto anteriormente:

Efectos en Estado Vegetativo

| Po/Ci

| Crecimiento

OCHO DIAS DE ATN
(30°C)

1/ | | Chl l—'—vl | Pn Caracteristicas de Susceptibilidad
\ / | 1 Produccion granos vanos |
|
| Fertilidad
| Fv/Fm

Efectos en Estado de Maduracion

W/ | Fertilidad
(i | Rendimiento
i o\ | | Masa de Granos
llenos
=i

Caracteristicas de Tolerancia

| | Granos vanos |

| | ChIICAR |

[ =t1remitiod |

| =Pérdida Electrolitos |

Figura 15. Modelo conceptual de los efectos y las caracteristicas de tolerancia y
susceptibilidad de arroz sometido a altas temperaturas nocturnas (30°C). Los simbolos
dentro de cada recuadro indican aumento (1), disminucion (|) o sin cambios (=) del proceso
dentro del recuadro. El origen de la flecha roja indica las posibles causas de un proceso y el
final de la flecha roja indica el proceso afectado.
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7.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 Conclusiones

Periodos superiores a cuatro dias de exposicién a una ATN pueden causar
alteraciones en el balance de carbono en estado vegetativo y una disminucion en los
componentes de rendimiento de la panicula.

El uso de variables fisiologicas como fotosintesis, respiracion, crecimiento de
6rganos y contenidos de pigmentos fotosintéticos pueden ser consideradas como
marcadores de tolerancia o susceptibilidad en programas de mejoramiento genético
de arroz a una condicion de ATN, especialmente, en etapas de desarrollo iniciales.
Los parametros asociados a la fluorescencia de la clorofila, en general, no mostraron
utilidad para caracterizar tolerancia o susceptibilidad de genotipos a una ATN en una
etapa de maduracion.

La determinacion de MDA y fuga de electrolitos permite cuantificar susceptibilidad
de genotipos en etapas iniciales de la planta.

Los componentes de rendimiento de la panicula (fertilidad de la panicula y nimero
de granos vanos) mostraron ser un componente importante para la caracterizacion de
genotipos sometidos a un estrés por ATN en fase de maduracion.

7.2 Recomendaciones

Evaluar el efecto de periodos de tiempo, de alta temperatura nocturna igual o
menores a dos dias sobre la fisiologia de plantas de arroz en estado vegetativo.

En una condicion de alta temperatura nocturna, evaluar variables relacionadas con
la viabilidad del polen, tiempo de floracién, caracteristicas de las anteras y del
estigma de las lineas F60, F50 y CT19021, con el fin de conocer los mecanismos que
las hacen tolerantes y susceptibles a esta condicion.

Determinar el efecto de la alta temperatura nocturna sobre la fotorespiracion, ademas
de la fotosintesis y variables de la fluorescencia, para tener un mayor entendimiento
sobre como la planta disipa la energia luminica.
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Evaluar el efecto de la alta temperatura nocturna sobre variables relacionadas con
fotosintesis y con estrés oxidativo en otros estados de desarrollo de la planta como,
floracion y embuchamiento.
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