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Titulo: Adiestramiento en mediciones fisiolégicas en ensayos de algodén
sometidos a estrés hidrico.

Infroduccion
El algoddn pertenece a la familia Malvaceae y se reconocen dos centros de

origen, a saber: Indochina y Africa tropical - viejo mundo - para el algodén de 13
cromosomas y, América Central y del Sur - nuevo mundo - para las especies de 26
cromosomas. Enfre las especies de algoddn cultivadas actualmente en el mundo
estdan los algodones tipo Upland o de fierras bajas que corresponden a Gossypium
hirsutum, los tfipos Pina, que corresponden a G. barbadense que poseen fibras
largas y los algodones Asidticos que estdn clasificados como G. arboreum y G.
herbaceum. De todas las especies de algodon G. hirsutum es la mds cultivada y
provee el 95% de fibra que se produce a nivel mundial (Martin et al., 2006).

Si bien el principal uso del algoddn es para la obtencién de fibra, las semillas
son una importante fuente de aceite a nivel mundial. El mercado del algodén
(tanto fibra como aceite) involucra mas de 100 paises dando una magnitud de la
importancia del cultivo. El algoddn por sus caracteristicas es la fiora vegetal mds
importante a nivel mundial representando el 39% del total de fibra utilizada en el
mundo (Wakely y Chaudhry 2010).

La naturaleza perenne del algoddén y la superposicidon entre los estados
vegetativos y reproductivos confiere al cultivo una capacidad de compensacion
respecto a la ocurrencia de algun tipo de estrés. Ademds, la utilizacion de
reguladores de crecimiento permite a los productores manipular el crecimiento y
desarrollo del cultivo a fin de optimizar la produccion de fibra y semilla (Robertson
y Roberts 2010).

El déficit de agua es la mayor restriccion que limita la produccién agricola en
el mundo (Boyer, 1982). En este sentido el algodon posee una adaptacion xerofitica
que le confiere un cardcter distintivo en las relaciones hidricas. A pesar de esto, una
gran proporcion del drea de cultivo es bajo riego y, en regiones con periodos de

lluvias durante el verano incluyendo gran parte del Sub-Sahara, Africa, América



Central y América del Sur, el algoddén es mds comunmente cultivadas en
condiciones de secano (Waddle 1984; Hearn, 1994).

El rendimiento del algoddn en la Argentina estd influenciado en un 76% por
factores ambientales, en un 4% por la variedad utilizada y un 20% por la existencia
de interaccion genotipo-ambiente. Cuando el suministro de agua es abundante,
el desarrollo fenolégico se prolonga durante mds tiempo, dando lugar a plantas
mas grandes y de mayor rendimiento, y cuando la oferta se limita y el agua Ufil del
suelo cae por debajo del 50% la planta entra en déficit hidrico y ocurre lo contrario.
La clave de adaptacion de la planta de algoddn se produce cuando el suministro
de agua empieza a ser limitante, la planta responde deteniendo el desarrollo
morfoldgico y centrdndose en la maduracion de las cdpsulas ya establecidas
(Hearn, 1994).

Unas de las estrategias para minimizar el impacto producido por el déficit
hidrico es la seleccidn de plantas agrondmicamente mds eficientes en la utilizacion
del agua. En este sentido el mejoramiento genético podria aportar soluciones Utiles
a fravés del desarrollo de lineas tolerantes a estrés hidrico.

Existen antecedentes que demuestran la existencia de variabilidad genética
para la tolerancia al estrés hidrico en algoddn y que la misma se da principalmente
por la respuesta durante el crecimiento vegetativo de la planta (Longenberger et
al. 2006). Algunas de las caracteristicas morfo-fisioldgicas que se correlacionan con
la tolerancia a sequia en algoddén y que determinan en su conjunto una alta
eficiencia del uso del agua incluyen cambios en la raiz y en la hoja. Entre ellos: un
mayor enraizamiento, una mayor longitud de la raiz primaria, un alto nimero de
raices laterales (Pace et al, 1999; Basal et al., 2005), un aumento del potencial de
agua en hoja (Quisenberry et al., 1985), bajo indice estomdatico, menor tamano de
estoma (Quisenberry et al., 1982; Basal et al., 2005), y ajuste osmdbtico (Nepomuceno
et al. 1998; Oosterhuis y Wullschleger, 1987). Un fendmeno que se da en muchas
especies lenosas es el de cavitacion (burbuja de aire en el xilema) que puede
aparecer en el xilema de las plantas cuando hay un aumento la tensidon (presion
negativa) que el aire disuelto dentro del agua se expande hasta llenar la célula. La
cavitacion impediria el normal abastecimiento de agua en dérganos en

crecimiento/desarrollo. Sin embargo, dicho fendmeno no estd suficientemente



estudiado ya que las circunstancias en las que ocurre y el impacto que tiene sobre
en la pérdida de estructuras reproductivas de las plantas son solo parcialmente
conocidos

En respuesta a la necesidad de generar informacién sobre el impacto de la
cavitaciéon en diferentes variedades de algodén, desde el INTA Las Brenas, a fravés
de Programa Nacional de Cultivos Industriales, se viene trabajando en actividades
gue contemplan la evaluacion de variedades contrastantes de algoddn sometidas
a estrés hidrico. Dichas lineas requieren de mediciones y seguimientos que
constituyen una oportunidad de aprendizaje para alumnos interesados en adquirir
conocimiento acerca de las mediciones fisioldgicas en cultivos realizados bajo

condiciones de estrés hidrico.

Objetivo general
Adquirir practicas en la conduccién y medicidn de distintas variables fisioldgicas en

ensayos de cultivos de algoddn sometido a estrés hidrico.

Lugar de realizacién
Estacion Experimental INTA Las Brenas. Ruta 89 Km 227 Las Brenas Chaco Argentina.

Descripcion de las tareas desarrolladas
Las tareas desarrolladas estuvieron enmarcadas dentro de las actividades de

investigacion que se realizan en la Estacion Experimental del INTA Las Brenas y
especificamente en los ensayos de relaciones hidricas en el cultivo del algodén. Se
trabajé con cincos variedades de algododn las cuales fueron: DP 1238, DP 50, BG SP
00750, BG SP 6635 y BG SP 507, de las que se conoce, por estudios previos, su
comportamiento diferencial respecto a la eficiencia del uso del agua.

Se realizaron ensayos a campo y en cdmara de crecimiento bajo condiciones

controladas.



Ensayo a campo
El ensayo a campo fue determinar la influencia de la temperatura y humedad
sobre la abscision de pimpollos florales por cavitacion

Siembra de ensayos a campo
La siembra de las distintas variedades a evaluar se realizé segun un diseno en

parcelas divididas. Ademds, se instalaron sitios de evaluacion en parcelas
comerciales de algoddn de la EEA Las Brenas.

La siembra se realizd mediante la utilizacion de una sembradora marca PLA
de 8 surcos distanciados a 0,52 m. El suelo correspondidé a un Durustol entico, familia
limosa fina mixta hipertérmica, Serie Las Brenas, el cual se maneja bajo sistema de
labranza cero, en rotacion sorgo-algodédn. (Ledesma y Zurita 1994). La cantidad de
semillas por metro fue de 13,5 para lograr una densidad de plantas de 10 por metro
lineal (10,4 plantas m2). Las variedades empleadas fueron DP 50, DP 1238, SP 750, SP
6635, SP 507 y la fecha de siembra fue el 20/11/2019. El tamano de la parcela fue
2,5 metros de ancho por 8 metros de largo. El ensayo fue regado a través de un
sistema de riego por goteo con una frecuencia semanal. Una vez alcanzado el
estadio correspondiente a 6 hojas, mitad de las plantas siguieron con el mismo
régimen de riego mientras que para la otra mitad el riego fue suspendido hasta
alcanzar el 50% de la capacidad de campo. El contenido de agua en suelo fue
determinado mediante método gravimétrico y las muestras fueron extraidas con

barreno llegando hasta 1,2 m de profundidad (Figura 1).

A B

Figura 1. Muestras hUmedas A) y secas B) tomadas a distintas profundidades para
determinar el contenido gravimétrico de agua en suelo hasta los 120 cm.

A los 30 dias de la siembra se realizd la medicidon de conductancia estomdtica
en las distintas variedades. Para la determinacidon de la conductancia estomdatica

se utilizdé un Porometro portdtil (Decagon Devices Inc. Modelo SC-1). Las mediciones



se realizaron previa calibracidn del equipo en la cara abaxial de las hojas (cuarta
hoja contando desde el dpice) ya que es donde la hoja de algoddn posee mayor

densidad de estomas (Figura 2).

Figura 2. Medicidon de conductancia estomdtica en hojas de algoddn mediante la
utilizaciéon de un porémetro.

Debido a las inclemencias climdticas (inundaciones prolongadas), ocurridas
en la campana 2018-2019, las evaluaciones, en este ensayo, no se pudieron
continuar por quedar totalmente inundado y por lo que se decidié continuar con

los mapeos de plantas instalando sitios observacién en un lote de produccidn.

Monitoreo de plantas de algodoén
El monitoreo de plantas se redlizaron en un lote comercial de algoddn

sembrado con la variedad DP 1238 y para lo cual se eligieron cuatro sitios al azar
de 15 plantas cada uno, y en el cual se determind el nUmero de flores abortadas.
Las evaluaciones de pérdidas de estructuras reproductivas (abortos) se realizaron
durante el pimpollado (Figura 3 A-B). Antes de iniciar las evaluaciones se procedid
a la limpieza (eliminacién de todas las estructuras abortadas que no hayan caido
todavia). La frecuencia de monitoreo fue diaria en donde se registré el niUmero
total de pimpollos, nUmero de pimpollos cavitados (coloracidon negra) y amarillos

(desbalance hormonal) (Figura 3 A-B). También se midié el nivel de humedad



disponible en el perfil (utiizando método gravimétrico) y se recabaron los datos

climaticos de la estacion meteorolégica de la E.E.A Las Brenas.

A B

Figura 3. A-B) Monitoreo de plantas marcada en el campo; C) Aborto considerado
por cavitacion, D) Aborto por desbalance hormonal.

En la figura 4 se puede observar el nUmero de abortos por planta (producidos
por cavitacién) en funcién de tiempo representado por dias julianos (dia juliano 1

es el primero de enero y dia juliano 50 corresponde al 19 de febrero). El dia juliano



25 corresponde al dia de la limpieza, por lo cual se quitaron los abortos producidos
en varios dias posteriores a esa fecha. Del dia 29 al 32 se puede ver en promedio 1
aborto producido cada dos plantas, lo que coincide con dias de altas temperatura
y baja humedad. Estas condiciones ambientales podrian propiciar la ruptura de la
columna de agua en el xilema, interrumpiendo, de esta forma, la provision de agua
al pimpollo en formacién que prontamente ennegrece quedando retenido a la
planta (Figura 4). Esta necrosis de los pimpollos inducida por cavitaciéon es muy
répida y se diferencia del proceso normal de abscision donde los pimpollos antes
de caerse por la muerte de las células de la capa de abscisidon, se ponen de color

amarillo y verde claro.

Figura 4. Condiciones ambientales y nUmero de abortos por cavitacion por planta
desde el 25 de enero de 2019 al 19 de febrero del 2019.



En la figura 5 se puede ver la acumulacion en valores porcentuales del
numero de pimpollos abortados por cavitacion y por desbalance hormonal. Se
puede observar que entre el 29 de enero (juliano 29) y 19 de febrero (juliano 50) se
perdieron por cavitacion alrededor del 15 por ciento e igual proporciéon por
desbalance hormonal denotando la importancia del evento de cavitacion. Cabe
aclarar que las pérdidas de pimpollos por cavitacion se da en estructuras de
tamano pequeno y que pedidas de pimpollos por desbalance hormonal se
produce en pimpollos de mayor tamano, con lo cual el periodo de perdida de
pimpollos se prolonga cuando tenemos periodos con altas temperatura y baja

humedad durante el pimpollado del cultivo.
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Figura 5. Pérdidas de estructuras reproductivas por cavitacién (negro) y por
derrame hormonal en gris acumulados desde el 29 de enero (juliano 29) hasta el 19
de febrero (juliano 50).

Ensayos conducidos en cadmara de crecimiento

Un segundo ensayo se realizd en cdmara de crecimiento en la cual se
reprodujeron condiciones ambientales de alta temperatura, baja humedad y
movimiento del aire para intentar reproducir el evento de cavitacion.



Objetivos especificos de este ensayo:

1) Evaluar la susceptibilidad a la cavitaciéon en distintos genotipos de algoddn
y bajo diferentes tratamientos de temperatura y viento.

2) Determinar la susceptibilidad a la cavitacién en distintas variedades de
algoddn mediante curvas de presidon volumen.

Siembra

La siembra se realizé en macetas de cuatro litros de volumen, usando suelo
tamizado homogéneo en textura y contenido de humedad. Las macetas se
llenaron con el suelo hasta un peso final 1.900 gr. Se utilizaron las siguientes
variedades de algodon: DP 1238; SP 750 DP 50; SP507 y SP 6635. Se sembraron seis
semillas por macetay luego de transcurridos 10 dias desde la emergencia, se realizé
un raleo de pldntulas dejando tres plantas de tamano homogéneo por maceta
(Figura 6 A-B). La disposicion de las macetas en la cdmara fue completamente
aleatoria. Por cada variedad se redlizaron 3 repeticiones (una maceta

correspondia a una repeticion).

A B

Figura 6. Preparacion de macetas. A y B) Rotulado; C) Siembra; D) Emergencia de
pldntulas de Algoddn.

Las macetas fueron puestas inicialmente en condiciones de crecimiento al
aire libre y cuando los pldntulas tenian 8 nudos, se las introdujo en la cdmara de
crecimiento para iniciar el ensayo (Figura 7 A). Las condiciones ambientales en la

camara fueron de alta temperatura (mayor a 35°C), baja humedad (menor a 40



%) y movimiento de aire para facilitar el desplazamiento de la capa limite de aire

sobre la superficie de las hojas.

Control de las condiciones ambientales en la cdmara de crecimiento
(Responde al objetivo especifico 1)

Temperatura: La temperatura se mantuvo elevada mediante estufas estilo
caloventor, y aire acondicionado (aire caliente). Ambos dispositivos estaban
conectados a un reloj temporizador al fin de mantener alta temperatura
durante 12 hs por dia. El registro de temperatura se realizd con un
termdémetro de mercurio y con una estacion meteorolégica de bolsillo
(Kestrel 3000).

e Humedad ambiental: Al ser un ambiente cerrado, el aire se saturaba
rdpidamente y la misma debia ser eliminada usando el aire acondicionado
en modalidad dry (seco). De esta forma fue posible bajar la humedad
relativa de la cadmara a niveles de 25 -30 %. Las mediciones de humedad se
realizaron de forma manual en puntos y horarios fijos con la estacién
meteoroldgica de bolsillo como se explicado anteriormente.

e Humedad del suelo: El suelo se mantuvo a capacidad de campo (6ptima
humedad), mediante riegos periddicos. Las macetas fueron obturadas con
papel de aluminio, en la parte superior, evitando que se perdiera agua por
evaporacion y que la misma aumentara el nivel de humedad del ambiente
(Figura 7 B). De esta forma, el consumo del agua fue Unicamente por
transpiracion.

e Intensidad luminica: A través de un conjunto de tubos fluorescentes aptos
para el cultivo de plantas fue posible proporcionar una intensidad luminica
de 400 umol/cm?2/min (medida a la altura de las plantas). Las plantas fueron
sometida a una alternancia de 12 horas de luz 'y 12 de oscuridad. Las horas
de luz se hicieron coincidir con la alta temperatura.

e Viento: El movimiento de aire en la cdmara se obtuvo empleando un

ventilador tipo turbo a una velocidad de 30 km, simulando el viento norte.



El diseno experimental del ensayo fue en bloques con dos factores, siendo el
primer factor el viento caliente para lo cual se confeccionaron los tUneles y el
segundo factor la variedad con lo cual en cada tunel estaban presentes todas las
variedades ensayadas.

Dentro de la cdmara de crecimiento se armaron 2 tUneles (estructuras)
formadas con barras de hierro y paredes de pldsticos transparentes de 100 micras
de espesor con dimensiones de 1 metro de ancho por 2 metros de longitud, en
cuya parte superior dejaba pasarla radiacion aportada por los tubos fluorescentes
(Figura 7 C). En uno de ellos, y en el extremo, se instald el caloventor y ventilador
(simulando un dia fipico chaqueno de calor y viento norte seco) y en el ofro
tratamiento, Unicamente la luz (sin viento, ni calor) (Figura 7 D). La disposicion de
las macetas fue al azar (5 variedades) con 3 repeticiones cada una. En cada tunel,
se colocaron en total 15 unidades experimentales (5 variedades por 3
repeticiones), realizando una rotacion diaria, para que todas tengan la misma

intensidad de los factores ambientales (Figura 2 D).



Figura 7: Acondicionamiento de macetas. A) Medicidn de altura de planta, B)
Forrado de macetas, C) Macetas puestas en camaras, D) TUnel con caloventor.

Se suministré agua diariamente a cada maceta sin importar el fratamiento ya
sea con viento/calor o sin viento/sin calor, para asegurarnos que los fendmenos de
abortos se deba solo a condiciones atmosféricas y no por disponibilidad de agua
de suelo.

Durante el tiempo que duro el ensayo (7 dias) se fue realizando el mapeo
diario de la totalidad de las plantas llevando a cabo el seguimiento minucioso de

las estructuras reproductivas (pimpollos), registrando ubicacion y cantidad total y




estado en el cual se enconfraba, ya sea normal, cavitado (negro) o amarillo
(desbalance hormonal). Los resultados obtenidos se volcaron en planillas de Excel
y se compard los resultados que tuvimos en el presente en relacion con el dia
anterior.

Los datos obtenidos del ensayo fueron graficados con el programa GraphPad
y se muestran en la figura 8. Los resultados obtenidos permitieron observar
diferencias entre las variedades y en respuestas al tratamiento de viento caliente
suministrado. La variedad DP 50 fue la mds susceptible al aborto por cavitacion
como respuesta al tratamiento de viento y temperatura. El tfratamiento con viento
caliente incremento el niUmero de abortos observados en tres de las cinco
variedades ensayadas. La gran variabilidad en los abortos, evidenciado a través
de error estdndar, indicaria la necesidad de incrementar el nUmero de plantas y

repeticion para la disminuciéon de la variabilidad entre los tratamientos (Figura 8).
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Figura 8. Cantidad de abortos totales en respuesta al fratamiento de viento y calor
para las distintas variedades analizadas. Los datos se refieren al dia siete desde el
inicio del tratamiento. La barra indica la media de las 3 repeticiones £ el error
estandar de la media.



Medida de potencial agua en planta
Para la medida del potencial agua en planta se utilizé una bomba de presion

tipo Scholander. La bomba de presion tipo Scholander es uno de los instrumentos
mads utilizados para medir de manera facil el potencial hidrico de un tejido (Figura
9 A). El equipo consiste en una cdmara cilindrica de metal, construida de manera
tal que soporte altas presiones, dentro de la cual se colocd una hoja de algododn,
con el peciolo saliendo hacia el exterior a través de un pequeno orificio en su tapa.
Luego se dejod ingresar el gas en la cdmara (nitrégeno gaseoso) elevando la presidon
y visualizando la salida de agua de los vasos de xilema expuestos en el exterior del
peciolo (Figura 9 B-C). La presion dentro de la cdmara, que provoca la salida del
agua hacia la superficie de corte, se denomina presidn de equilibrio y tiene la
misma magnitud, pero signo contrario, al potencial del tejido colocado dentro de
la cdmara. De esta manera se puede determinar el estado hidrico de dicho tejido

y redlizar estudios de estrés hidrico ademds de poder pronosticar un riego.



Figura 9: A) Acondicionamiento para medir el potencial agua; B y C) Medicién en
Cdmara de Scholander; D) Hoja después de sufrir sucesivas mediciones.

Curvas de vulnerabilidad a la cavitaciéon (Objetivo especifico 2).
La vulnerabilidad del xilema a la cavitacién se evalud construyendo curvas en

la cual se representd la relacion entre la pérdida de potencial agua del tejido vy el
nivel de estrés hidrico evaluado en términos del contenido relativo de agua en la
hoja. Las curvas de vulnerabilidad a la cavitacidon se realizaron mediante la

utilizacion de la bomba Scholander y una balanza de precisién.



El primer paso fue regar las macetas y taparlas con bolsas, un dia antes de
realizar la curva, con el fin de evitar la tfranspiracion y asegurarnos que se equilibre
el potencial de agua de la panta con el del suelo, y permitir la mdxima turgencia
(Figura 10 A).

Para realizar dichas curvas primero se midié el peso de la hoja en su maximo
estado de hidratacion (turgencia) e inmediatamente se midié el valor de presion
con la cadmara Scholander correspondiente a la mdxima hidratacion de la hoja.
Esta operacioén fue repetida varias veces registrando valores de peso y presidon a
medida que la hoja iba deshidratdndose en el tiempo.

Una vez realizado todos los puntos posibles, la hoja se llevd a estufa a 80 °C
para determinar su peso seco. El contenido relativo de agua (CRA) de la hoja se
determind de la siguiente manera: CRA = (PF-PS) / PT-PS) x 100 donde PF es el peso
fresco, PS el peso seco y PT el peso de hoja furgente.

En la figura 10 se puede ver la prolongacioén de la recta (linea punteada) en
el punto de inflexidn de la curva presidon/volumen lo que nos estaria indicando la
presion osmoética de cada variedad en su mdximo estado de hidratacion (100 % de
CRA). En este sentido la variedad SP 507 fue la que mostré un potencial osmotico
mayor, lo que podria relacionarse con una menor susceptibilidad a la cavitacion
(Tabla 1). Ulteriores estudios complementarios serian necesarios para la
confirmacidén respecto a la susceptibilidad a la cavitacidn en estas variedades de

algodon.
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Figura 10. Curvas presidn/volumen para la determinaciéon de susceptibilidad a la
cavitacién para cuatro variedades de algodon.

Tabla 1. Potencial de mdaxima hidratacion de cuatro variedades de algoddén en
mpascal.

Variedades

DP 1238

507 GZ IV

SP 48114

SP 750

Potencia agua en
mpascal

-0,5

-0,6

-0,65

-0.65




Medicidn de conductancia hidrdulica
La medicion de la conductancia hidrdulica se realizd mediante el uso de un

conductimetro que fue construido para este fin (Figura 11). Esta medicién
determina la capacidad de conduccién de agua por el peciolo de la hoja de
algoddn la cual se determina mediante el peso del agua que atraviesa una
seccion de peciolo previa eliminacion del aire del tejido. Esta medicién se realizd
de manera preliminar a fin de ajustar la técnica, logrando acumular 300 miligramos

de agua en 30 minutos lo cual corresponde a valores normales para esta especie.



Figura 11. Medicion de la conductancia hidraulica. A) Tara del tubo en el cual se
colectard el liquido; B) Conductimetro; C D) Medicion de agua eliminada por la
hoja.



Comentarios finales

Esta pasantia me permitid aplicar los conocimientos adquiridos durante el
cursado de la carrera e integrarlos en la realizacién de la evaluacion de ensayos
de estrés aplicados a distintas variedades de algoddn. Pude adquirir practica en la
realizacion de mapeos de plantas de algoddn, en la identificacion de abortos
florales. Asimismo adquiri experiencia con técnicas para la medicion del contenido
de agua en el suelo, del estado hidrico de planta, de la traspiracion y de la
conductividad hidrdulica aplicandolas al estudio de las respuestas de variedades

de algoddn ante una situaciéon de déficit hidrico.

Las condiciones climdticas durante el curso de esta pasantia no permitieron
contfinuar con los ensayos a campo, aunque se pudo realizar ensayos en cdmara

y poder realizar esta pasantia.
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