&
UNR

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO

EVALUACION DE ESTRATEGIAS CONTRASTANTES PARA EL AUMENTO DE
LA CONCENTRACION DE PROTEINA EN SEMILLAS DE SOJA: IMPACTOS A
NIVEL ECOFISIOLOGICO Y BIOQUIMICO

Ing. Agr. Florencia B. Poeta
TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE DOCTOR EN CIENCIAS AGRARIAS

DIRECTOR: Dr. José L. Rotundo

CO- DIRECTOR: Dr. Hugo R. Permingeat

ANO: 2016



EVALUACION DE ESTRATEGIAS CONTRASTANTES PARA EL AUMENTO DE
LA CONCENTRACION DE PROTEINA EN SEMILLAS DE SOJA: IMPACTOS A
NIVEL ECOFISIOLOGICO Y BIOQUIMICO

Florencia B. Poeta

Ingeniera Agrénoma - Universidad de Rosario

Esta Tesis es presentada como parte de los requisitos para optar al grado académico de
Doctor en Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional de Rosario y no ha sido
previamente presentada para la obtencion de otro titulo en ésta u otra Universidad. La
misma contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en la Céatedra
de Manejo de Cultivos Extensivos de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional
de Rosario (UNR), durante el periodo comprendido entre 6 de diciembre de 2010 y 10 de
diciembre 2016 bajo la direccion del Dr. José L. Rotundo.

Ing. Agr. Florencia B. Poeta

Doctorando

José L. Rotundo

Director

Hugo. R. Permingeat

Co - Director

Defendida: ......ccooevvveviennennn, de 2017.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres Silvia y Victor, por su carifio, apoyo incondicional y, en especial por su
paciencia. Gracias por ensefiarme los valores que me han llevado a alcanzar una gran meta.

A Pablo, con su amor incondicional ha sido amigo y compairiero, fuente de calmay
consejos en todo momento.

A mis hermanos, por acompafiarme en los momentos mas importantes de mi vida,
éste logro también es de ustedes.

A José Rotundo, a Lucas Borras y, a Hugo Permingeat por darme la oportunidad de
hacer este trabajo de tesis y, por brindarme su dedicacién, capacidad y experiencia
cientifica, fundamentales para la concrecién de este trabajo.

A mis companferos y amigos del GIMUCE, por el tiempo que dedicaron a ayudarme,
las charlas y los mates que hacen mas facil este camino.

A Alicia Busi, porgue ha sido una gran profesora y motivadora.

A José Gerde y a Brenda Gambin por su ayuda en distintos momentos de la
realizacion de ésta tesis.

Al personal de la facultad que facilitd nuestro trabajo en el campo y a distintos
docentes de la facultad que me ayudaron con consultas especificas de su tema.

A los evaluadores de este trabajo de tesis: Mirtha Cuniberti, Carlos Gosparini y
Carlos Cairo.

Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), por el

otorgamiento de la Beca Doctoral con la cual se realiz6 esta tesis.



DEDICATORIA

A mis abuelas, Ida y Mabel.



PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES A CONGRESOS DERIVADAS DE LA
PRESENTE TESIS DOCTORAL

PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTIFICAS

Poeta F.B., Ochogavia A.C., Permingeat H.R., Rotundo J.L. 2017. Storage-associated
genes and reserves accumulation in soybean cultivars differing in physiological strategies for
attaining high seed protein concentration. Crop Science. 57: 1-10 (doi:
10.2135/cropsci2016.07.0611)

Poeta F.B., Borras L., Rotundo J.L. 2016. Variation in seed protein concentration and seed
size affects soybean crop growth and development. Crop Science. 56: 3196-3208.
(doi:10.2135/cropsci2016.01.0025)

Poeta F.B., Borras L., Rotundo J.L., Westgate M.E. 2014. Seed water concentration and the
accumulation of protein and oil during soybean seed development. Crop Science Ame. Soc.
Volume 54, Issue 6, Pages 2752-2759. (doi: 10.2135/cropsci2014.03.0204)

PRESENTACIONES EN CONGRESOS DERIVADAS DE LA PRESENTE TESIS.

Poeta F.B., Rotundo J.L., Borrds L. 2016. Desarrollo de poblaciones segregantes de alta
concentracion de proteina a partir de parentales de soja con estrategias fisioldgicas
contrastantes. XXXI Reunién Argentina de Fisiologia Vegetal. Corrientes.

Poeta F.B., Borrdas L., Rotundo J.L., 2014. Evaluacion de estrategias fisioldgicas
contrastantes para la generacion de alta concentracion proteica en semillas de soja. XXX
Congreso Latinoamericano de Fisiologia Vegetal. Mar del Plata. Buenos Aires.

Poeta F.B., Borras L., Rotundo J.L. 2012. Evaluacion de pardmetros fisiol6gicos en
genotipos de soja asociados a estrategias fisiologicas contrastantes para la generacién de
alta concentracion proteica. XXIX Reunién Argentina de Fisiologia Vegetal. Mar del Plata.
Buenos Aires.

Poeta F.B., Rotundo J.L., Borras L. 2011. Identificacibn de genotipos con estrategias
contrastantes para la generacion de alta concentracion de proteina en semillas de soja”

Mercosoja 2011. Rosario. Santa Fe.

PRESENTACIONES ORALES DERIVADAS DE LA TESIS EN REUNIONES CIENTIFICAS

Poeta F.B. 2014. Evaluacion de estrategias contrastantes para el aumento de la
concentracion de proteina en semillas de soja: impactos a nivel ecofisiolégico y bioquimico.
2° Taller avances de las linea de investigacion del ambito publico y privado en los cultivos de

soja y maiz”. Facultad Cs. Agrarias. UNR.-INTA Oliveros. Santa Fe.



Poeta F.B. 2012. Identificacion de genotipos con estrategias contrastantes para la
generacion de alta concentracion de proteina en semillas de soja. En el marco del Plan
Estratégico Agroalimentario y Agroindustrial Participativo y Federal (PEA). Facultad de

Ciencias Agrarias. UNR. Santa Fe.



EVALUACION DE ESTRATEGIAS CONTRASTANTES PARA EL AUMENTO DE LA
CONCENTRACION DE PROTEINA EN SEMILLAS DE SOJA: IMPACTOS A NIVEL

ECOFISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS

INDICE

Abreviaturas, simbolos y anglicismos
Resumen
Abstract

Capitulo I: Introduccién general
Produccién de soja en Argentina y el mundo
Concentracion de proteina y rendimiento
Concentracién de proteina y funcionamiento del cultivo
Concentracién de proteina y controles embrionarios
Enfoque aplicado en la presente tesis doctoral
OBJETIVOS
Hipotesis especificas
Objetivo general
Obijetivos especificos

D

© ©O© 00 00 N N o oo o O»g

Capitulo 1l: Efecto de la variacion en la concentracion de proteinay en el peso de las

semillas sobre el crecimiento y desarrollo en el cultivo de soja.
INTRODUCCION
Hipotesis especificas
Obijetivos especificos
MATERIALES Y METODOS
Experimento |
Experimento Il
RESULTADOS
Experimento |

Experimento Il

10
10
11
12
13
13
14
17
17
19

Concentraciones y contenidos de proteina, aceite y residual y tamafo de

grano

19

Vi



Rendimiento, biomasa, indice de cosecha 20

Crecimiento y Desarrollo de las semillas 22
Caracteristicas relacionadas al area foliar 23
Asimilados disponibles por semilla durante el llenado 25
Andlisis multivariado para las categorias de tamafo de semilla 26
DISCUSION 28
CONCLUSIONES 31

Capitulo Ill: Patrones de acumulacion y redistribucion del nitrégeno en genotipos de

soja con diferente concentracion proteicay peso de grano. 32
INTRODUCCION 32
Hipodtesis especificas 35
Obijetivos especificos 35
MATERIALES Y METODOS 36
Experimento de campo 36
Material vegetal utilizado 36
Variables medidas 36
Analisis estadistico 38
RESULTADOS 39
Reservorio de N foliar para el llenado de los granos 39
Patrones de particion del N durante el llenado de los granos 44
DISCUSION 47
CONCLUSIONES 49

Capitulo IV: Genes asociados al almacenamiento y acumulacion de reservas en

cultivares de soja que difieren en la estrategia fisioléogica para lograr alta

concentracién proteica en las semillas. 50
INTRODUCCION 50
Hipotesis especificas
Objetivos especificos 53
MATERIALES Y METODOS 54
Material vegetal 54
Experimento de campo 54
Recoleccion de tejidos 54

Determinacion de caracteres relacionados al desarrollo de la semilla y a la
acumulacion de reservas 55
Andlisis de gPCR en tiempo real (RT-PCR) 56

Vii



Disefio experimental y andlisis estadistico 58
RESULTADOS 59

Crecimiento de la semilla y normalizacion del desarrollo 59

Caracteristicas del desarrollo relacionadas a la acumulacion cada constituyente de la

semilla 60
Niveles transcripcionales de los genes evaluados 62
DISCUSION 64
CONCLUSIONES 67

Capitulo V: Desarrollo de poblaciones segregantes de alta concentracion de proteina

a partir de parentales de soja con estrategias fisioldégicas contrastantes 68
INTRODUCCION 68
Hipotesis especificas
Obijetivos especificos 70
MATERIALES Y METODOS 71
Material vegetal 71
Experimento de campo 72
Variables medidas 72
Andlisis estadistico 72
RESULTADOS 74
DISCUSION 78
CONCLUSIONES 80
Capitulo VI: Discusion general 81
CONTRASTE DE HIPOTESIS PLANTEADAS 85
CONCLUSIONES FINALES 88
Referencias 89
Apéndices 99
Apéndice | 99
Apéndice I 100
Apéndice Il 106
Apéndice IV 108
Apéndice V 110

Apéndice VI 117

viii



ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ANGLICISMOS

AP: alta concentracion de proteina

AP-Semilla grande: genotipos con alta concentracion de proteina debido a un aumento
mas que proporcional en el contenido de proteina en grano (mg semilla™) en relacién al
incremento del contenido de aceite y carbohidratos.

AP-Semilla pequefia: genotipos con alta concentracion de proteina debido a una reduccion
mas que proporcional en el contenido de aceite y carbohidratos (mg semilla™) en relacion a
la reduccion en el contenido de proteina.

BioTotR7: biomasa total a madurez.

CC: cultivares comerciales, con proteina estandar y alto rendimiento.

CoefSenar: coeficiente de senescencia del area foliar

CoefSenN: coeficiente de senescencia en términos de pérdida del contenido de N foliar
CoefSenyge: coeficiente de senescencia en términos de pérdida de NFE.

d: dia.

DAF: duracion del érea foliar

DLLG: duracién de la fase lineal del llenado de granos.

DMS: Diferencia minima estadisticamente significativa

H?: heredabilidad en sentido amplio

h? heredabilidad en sentido estricto

ha: hectarea

IAF R5: indice de area foliar al comienzo de llenado de grano.

IAF: indice de area foliar.

IC: indice de cosecha

ICN: indice de cosecha de N

LLG: llenado de granos

MSE: materia seca especifica

N foliar: contenido de N foliar

N: nitrégeno

NFE: nitr6geno foliar especifico

°C: grados centigrados.

QTL: “Quantitative trait loci”. Loci de caracteres cuantitativos.

TCS: tasa de crecimiento de la semilla.

%N foliar: concentracion de nitrégeno foliar.

A N hojas: variacion del contenido de N foliar



EVALUACION DE ESTRATEGIAS CONTRASTANTES PARA EL AUMENTO DE
LA CONCENTRACION DE PROTEINA EN SEMILLAS DE SOJA: IMPACTOS A NIVEL
ECOFISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS.

Resumen

La concentracion de proteina y aceite en la semilla de soja es el principal determinante de
su valor como cultivo. En Argentina, los cultivares mas difundidos han sido seleccionados
por alto rinde y poseen baja proteina. Existe, por lo tanto, interés en desarrollar cultivares de
alto rendimiento y alta concentracion de proteina (AP). Sin embargo, la obtencién de
cultivares con dichos caracteres es dificultosa debido a la correlaciéon negativa
frecuentemente observada entre rinde y proteina.

La hipétesis de trabajo de la tesis es que existen genotipos de soja que expresan
estrategias fisiolégicas contrastantes que permiten lograr una alta concentracién de
proteina, asociadas al tamafio de la semilla de soja: (a) Genotipos AP semilla grande: alta
concentracion de proteina debido a un aumento mas que proporcional en el contenido de
proteina en grano (mg semilla™) en relaciéon al incremento del contenido de aceite y
carbohidratos, (b) Genotipos AP semilla pequefa: alta concentracion de proteina debido a
una reduccibn mas que proporcional en el contenido de aceite y carbohidratos (mg
semilla™) en relacién a la reduccion en el contenido de proteina. La mayoria de los estudios
fisiol6gicos o de mejoramiento genético ignoran la posible existencia de éstas estrategias
alternativas para lograr cultivares con alta concentracion de proteina.

El objetivo general de la tesis es evaluar la existencia de estrategias contrastantes

para la generacion de alta concentracion de proteina y evaluar su impacto en el
funcionamiento del cultivo y su uso potencial como parental en esquemas de mejora

genética. Los objetivos particulares fueron cuatro: (i) describir la existencia de estrategias

fisiol6gicas alternativas asociadas a alta concentracion de proteina; (ii) analizar las
consecuencias ecofisioldgicas a nivel de cultivo de variaciones en la estrategia para generar
alta concentracion de proteina; (iii) caracterizar la acumulacion de reservas de la semilla y la
expresion de genes asociados a la composicion del grano de soja en genotipos que
expresan estrategias contrastantes; y (iv) evaluar la utilidad de incorporar dichas estrategias
en esquemas de cruzamientos para mejorar rinde y proteina.

En relacién al Objetivo (i) se caracterizaron 97 cultivares en condiciones de campo y
se encontraron lineas con alta concentracion de proteina (~450 g kg™) que expresaban las

estrategias alternativas arriba descriptas. A partir de este experimento, se seleccionaron tres



genotipos con la estrategia AP-Semilla grande, tres AP-Semilla pequefia. Se incluyeron
también tres cultivares comerciales de ciclo similar con tamafio de grano y concentracion de
proteina estandar (CC).

El Objetivo (ii) se llevo a cabo utilizando estos 9 genotipos. Asociado a este objetivo,
los CC mostraron una mayor duracion del area foliar (~137.6 m? d*), mayor indice de
cosecha (~0.445 kg kg™), mayor rendimiento en nitrégeno (~25.7 g m™®) pero la menor
redistribucion aparente de nitrdgeno cuando se compararon con los genotipos AP. Los
genotipos AP-Semilla grande se asociaron con una mayor cantidad de asimilados por
semilla (~23.8 cm? semilla®). Los genotipos AP-Semillas pequefia mostraron una mayor
area foliar al comienzo de llenado de granos (4.33 m? m?), muy bajos niveles de asimilados
por semillas y el mayor valor de removilizacion aparente de N (~40 %).

En relacién al Obijetivo (iii) la comparacion se hizo entre un CC y dos cultivares alta
proteina, un AP-Semilla grande y un AP-Semilla pequefia. El genotipo AP-Semilla grande
tuvo la tasa mas rapida y el periodo mas largo de crecimiento de semilla y acumulaciéon de
reservas, en comparacion a la estrategia AP alternativa. Los niveles de expresion de
algunos de los genes involucrados en la sintesis de proteina y lipidos fueron los menores en
el genotipo AP-Semilla pequefia en comparacion con los otros dos. No se observaron
diferencias de expresion entre el CC y el AP-semilla grande, lo que sugeriria un control por
medio de los asimilados disponibles durante el llenado sobre la determinacion de alta
concentracion de proteina mediante esta estrategia.

El Objetivo (iv) busco testear si la correlacion negativa entre rendimiento y proteina
(%) de una poblacién derivada del cruzamiento entre un CC y un donante AP, depende de la
estrategia que posee este Ultimo. Para testear esto se construyeron 6 poblaciones a partir
de tres parentales CC, tres AP-Semilla grande y tres AP-Semilla pequefia. Las poblaciones
que incluyeron parentales AP-Semilla pequefia resultaron con nula correlacion negativa
entre rendimiento y proteina. Mientras que dos de las tres poblaciones que incluyeron
parentales AP-Semilla grande presentaron correlaciones negativas significativas.

Los resultados de esta tesis muestran que los impactos a nivel fisiol6gico vy
bioguimico de la seleccién para alta concentracién de proteinas dependen de la estrategia
fisiolégica asociada a AP. Este trabajo provee de nuevos conocimientos acerca de los
controles que rigen sobre la composicion de los granos de soja. La identificacion de las
estrategias propuestas, su impacto en el funcionamiento del cultivo, y su uso potencial en
programas de mejoramiento son aportes novedosos a un area de estudio importante (la
interrelacion entre el metabolismo del N y el rendimiento) que incorpora un aspecto ignorado

en la bibliografia hasta la actualidad.



ASSESMENT OF CONTRASTING STRATEGIES FOR INCREASING PROTEIN
CONCENTRATION IN SOYBEAN SEEDS: IMPACTS AT ECO-PHYSIOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL LEVEL.

ABSTRACT

Developing high protein (HP) cultivars is often precluded by the inverse relationship between
protein and yield. We hypothesized that attaining HP concentration based on contrasting
seed size impacts crop growth, development and gene expression differently. First, we
screened 97 soybean genotypes and found lines with HP concentration (~450 g kg™)
associated with (i) increased protein content (mg seed™) in large seed genotypes, and (ii)
reduced oil and carbohydrate contents in small seed ones. Second, we evaluated different
growth traits in a subset of three HP large and three HP small seed genotypes, as well as in
three high-yielding (HY) genotypes with average seed size and protein concentration. We
found that HY genotypes had higher leaf area duration, harvest index and nitrogen harvest
index, when compared with HP genotypes, regardless of seed size. HP large seed was
associated mainly with more assimilate availability per seed during seed filling, while HP
small seed showed more canopy biomass production, higher leaf area and nitrogen content
per unit area at the beginning of seed fill, more apparent nitrogen redistribution and very low
levels of assimilate per seed. Third, we compared a HY genotype with two HP genotypes
(large seed size and small seed size) for studying seed development and gene expression.
Results showed that the HP large seed genotype exhibited the fastest rate and longest
period of seed growth and reserves accumulation compared with the HP small genotype.
Expression levels of some of the genes involved in protein and oil synthesis were lower in
the HP small seed genotype compared with the other genotypes. No difference in gene
expression was observed between the HY and the HP large seed genotypes, suggesting a
role for assimilate supply controlling HP concentration based on this strategy. Based on
these results, we finally tested if parental selection for HP donors should take into account
the contrasting influence of seed size on crop function. To test this hypothesis, we developed
breeding populations using HP cultivars crossed with a HP large (crossbreed A) and small
(crossbreed B) seed size donors. Our results suggested that there is a higher chance of
obtaining high-protein, high-yielding cultivars in crossbreeds B. This thesis provides a new

insight in relation to mechanisms that govern soybean seed composition.



CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

Produccion de soja en Argentina y el mundo.

El cultivo de soja [Glycine max (L.) Merr.] es uno de los mas importantes a nivel mundial. El
volumen de su produccion constituye el cuarto lugar. Parte de ésta se utiliza directamente vy,
mas del 85 por ciento es procesada para la obtencién de harina de soja y aceite. La harina
de soja es rica en proteinas, y se utiliza principalmente para alimentacion animal. El aceite
de soja se utiliza sobre todo para el consumo humano y, ademas en la produccion de
biodiesel. El grano de soja y sus derivados, son los productos agricolas mas negociados,
representando mas del 10 por ciento del valor total del comercio agricola mundial
(http://ers.usda.gov/; verificado 6 de octubre de 2016).

Argentina se encuentra entre los productores mundiales mas importantes de soja,
ubicAndose como tercer productor de granos a nivel mundial (http://faostat3.fao.org;
verificado 1 de septiembre de 2016) y primer exportador de harinas proteicas y aceite. El
cultivo de soja es el principal a nivel agroindustrial en la region pampeana, ya sea por
superficie bajo cultivo (las estimaciones actuales rondan el 65% de la superficie bajo
sistemas de cultivos extensivos con soja de primera) o por la generacién de ingresos en el
sector agropecuario. Debido a que la concentracion de proteina en los granos de soja es
importante desde el punto de vista econdmico, incrementar su cantidad es un objetivo
perseguido en la mayoria de los planes de mejoramiento (Wilson, 2004).

Particularmente, la industria harinera requiere combinaciones especificas de aceite y
proteina para asegurar harinas de soja de alto tenor proteico (Brumm y Hurburgh, 2006).
Una de las problematicas de dicha industria a nivel nacional se centra en que el aumento en
los rindes de soja se acompafa de desbalances a nivel nutricional por disminucion en el
contenido de proteina de la semilla, afectando consecuentemente el porcentaje proteico de
las harinas. Esto puede deberse tanto a factores ambientales como genéticos. Debido a que
las variedades mas difundidas en Argentina se han seleccionado para altos rendimientos y
poseen alto contenido de aceite y bajo de proteina (Cuniberti y Herrero, 2006), existe interés
economico en aumentar la concentracién de proteina manteniendo, o incluso aumentando,

la concentracién de aceite y el rendimiento.


http://ers.usda.gov/
http://faostat3.fao.org/

Concentracioén de proteina y rendimiento

La seleccidn por alta concentracion proteica en soja es a menudo exitosa (Cober y Voldeng
2000, Orf et al. 2004), pero los incrementos estan usualmente asociados con baja
concentracion de aceite (Cober y Voldeng 2000; Wilson 2004) y bajo rendimiento (Hartwig y
Hinson 1972; Brin y Burton 1979; Helms y Orf 1998). Los mecanismos que explican dicha
correlacion negativa no son aun claros por lo que un mejor entendimiento de las bases
genéticas y/o fisioldgicas que determinan estos atributos permitira eliminar dichas
correlaciones.

Existen trabajos en los que se evalué si la correlacidén entre rinde y concentracion de
proteina se debian a ligamientos genéticos o a efectos pleiotrépicos (Nichols et al., 2006).
Las correlaciones debidas a ligamientos podrian eliminarse o disminuirse via recombinacién.
Sin embargo, los resultados han sido inconsistentes. En algunas poblaciones se han logrado
correlaciones negativas muy bajas o nulas entre rendimiento y proteina mientras que en
otras no fue posible romper dicha correlacion (Cober y Voeldeng 2000). Generalmente, la
estrategia mas seleccionada indirectamente por el mejoramiento para incrementar la
concentracion de proteina en los granos de soja se bas6é en aumentos en el contenido de
proteina (Rotundo et al., 2009).

Un aspecto ignorado hasta el momento es que una alta concentracion de proteinas
en las semillas podria ser lograda tanto por esa via, es decir, a través de aumentos mas que
proporcionales en el contenido de proteina en grano (mg semilla™) en relacién a los
incrementos en los contenidos de aceite y carbohidratos en semillas grandes, o por
reducciones mas que proporcionales en los contenidos de aceite y/o carbohidratos en

relacion a las reducciones en el contenido de proteina en semillas pequefias.

Concentracién de proteina y funcionamiento del cultivo

Existen fuertes evidencias de que las caracteristicas quimicas del grano afectan el
funcionamiento del cultivo (Egli., 1998). Para el cultivo de soja, esta establecido que entre el
50 y el 90% del nitrégeno del grano proviene de removilizacion de nitrégeno foliar
previamente fijado (Yamagata et al., 1987; Chapin et al., 1990; Turner et al., 2005). Los altos
requerimientos de nitrégeno de la semilla de soja llevaron a Sinclair y de Wit (1975, 1976) a
plantear la idea de que este alto requerimiento de nitrégeno determinaba una senescencia
acelerada por removilizacion de nitrégeno foliar. Esta senescencia acelerada reducia el
periodo de llenado de los granos, reduciendo el rendimiento. Este proceso explicaria, al
menos en parte, la correlacién negativa entre la concentracion de proteina y el rendimiento

del cultivo de soja. A nivel intra-especifico, esta idea fue luego explorada con cultivares
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comerciales de soja que diferian en concentracion de proteina (Salado-Navarro et al., 1985).
En concordancia con la hipétesis de Sinclair y de Wit (1975), estos autores demostraron que
los genotipos con mayor concentracion de proteina presentaban una senescencia foliar
acelerada y un periodo de llenado més acotado. A pesar de que éstas investigaciones son
consistentes con dicha hipétesis, otras no han encontrado relacion entre proteina de las
semillas y N redistribuible durante el desarrollo de las semillas. Egli y Bruening (2007a), por
ejemplo, plantean que altas concentraciones proteicas no reducen la tasa de crecimiento

individual de las semillas de soja ni acortan el periodo de llenado.

Concentracién de proteina y controles embrionarios

Numerosos estudios bioquimicos han sido realizados con el fin de dilucidar la base
bioguimica que rige al caracter concentracién de proteinas en las semillas. Por ejemplo
Smith et al. (1989) y Sugimoto et al. (1989) demostraron que una mayor concentracion de
proteina estaba positivamente correlacionada con una mayor actividad de una enzima clave
para la sintesis de proteinas en la semilla (fosfoenolpiruvato carboxilasa). Otras evidencias
utilizando plantas transgénicas de arveja sugieren que la sobrexpresion de transportadores
de sacarosa y aminoacidos es importante para determinar aumentos en concentracion de
proteina debidos a mayor contenido de proteina. Por otro lado, estudios sobre la enzima
ADP-Glucosa pirofosforilasa, que cataliza la reaccion limitante para la sintesis de
carbohidratos en semillas (Golombek et al.,, 2001) reportaron que la inhibicion de su
expresion provocd aumentos en concentracion de proteina debido a menores contenidos de
carbohidratos en Vicia (Weber et al., 2000; Rolletschek et al., 2002).

Enfoque aplicado en la presente tesis doctoral

En esta tesis doctoral se estudian los controles que rigen sobre la composicién de los
granos de soja bajo el marco tedrico de que aumentos en la concentracion de proteina
pueden lograrse a partir de dos estrategias fisioloégicas contrastantes: (i) a través de
aumentos mas que proporcionales en el contenido de proteina en grano (mg semilla™) en
relacion a los incrementos en los contenidos de aceite y carbohidratos en semillas grandes,
o (ii) a través de reducciones mas que proporcionales en los contenidos de aceite y/o
carbohidratos en relacion a las reducciones en el contenido de proteina en semillas
pequefias. La utilizacién de este marco tedrico incorpora un aspecto ignorado hasta la
actualidad y aporta nuevos conocimientos acerca de los controles que rigen sobre la

composicion de los granos de soja.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

Hipotesis especificas

1) Existen genotipos de soja que expresan estrategias fisioldégicas contrastantes que
permiten lograr una alta concentracion de proteina, asociadas al tamafio de la semilla de
soja: (a) genotipos AP semilla grande: tienen alta concentracién de proteina debido a un
aumento mas que proporcional en el contenido de proteina en grano (mg semilla™) en
relacién al incremento del contenido de aceite y carbohidratos, (b) genotipos AP semilla
pequefia: presentan alta concentraciébn de proteina debido a una reduccibn mas que
proporcional en el contenido de aceite y carbohidratos (mg semilla™) en relaciéon a la

reduccién en el contenido de proteina.

2) Los impactos fisiologicos a nivel de cultivo debido a aumentos en la concentracion de

proteina dependen de la estrategia que expresen los genotipos evaluados.

e La seleccion por alta concentracion de proteinas en la semilla puede impactar de manera
diferencial sobre el crecimiento y el desarrollo dependiendo del mecanismo que esté
rigiendo al caracter de interés.

e La seleccion por alta concentracion de proteinas en la semilla puede impactar de manera
diferencial sobre el metabolismo del N dependiendo del mecanismo que esté rigiendo al

caracter de interés.

3) Un mismo nivel de concentracién proteica en los granos puede alcanzarse a través de
patrones de acumulacién de reserva contrastantes. A su vez, una alta concentracién de
proteina en las semillas mediante la estrategia “AP-Semilla grande” depende de una mayor
expresion de genes involucrados en la sintesis proteica, mientras que aumentos mediante la
estrategia “AP-Semilla pequefia” dependen de una menor expresion de genes involucrados

en la sintesis de aceite y carbohidratos.

4) El grado de correlacion negativa entre rendimiento y concentracién de proteina de una
poblacion segregante derivada de la cruza entre un cultivar estandar de alto rendimiento y
un donante de alta concentracion de proteina depende de la estrategia que posee el

donante de alta proteina.



Objetivo general de la tesis

Evaluar la existencia de estrategias contrastantes para la generacion de alta concentracion
de proteina, evaluar su impacto en el funcionamiento del cultivo, y su potencial uso como

parental en esquemas de mejora genética.

Objetivos especificos

1) Describir la existencia de dos estrategias fisiolégicas contrastantes para incrementar la
concentracion de proteina en semillas de soja. (CAPITULO II)
Las estrategias son:

“‘AP-Semilla_grande”, consiste en aumentos en la concentracion de proteina a través de

aumentos mas que proporcionales en el contenido de proteina en grano (mg semilla™) en
relacién a los incrementos en los contenidos de aceite y carbohidratos en semillas grandes

“AP-Semilla_pequefia’, consiste en aumentos en la concentracion de proteinas mediante

reducciones mas que proporcionales en los contenidos de aceite y/o carbohidratos en

relacion a las reducciones en el contenido de proteina en semillas pequefias.

2) Analizar las consecuencias ecofisiolégicas a nivel de cultivo de variaciones en la
estrategia para generar alta concentracion de proteina
e Evaluacion de caracteres relacionados al crecimiento y desarrollo del cultivo
(CAPITULO 11

e Evaluacion de caracteres relacionados a la economia del nitrégeno (CAPITULO lI)

3) Caracterizar la acumulacion de reservas de la semilla y la expresion de genes asociados
a la composicién del grano de soja en genotipos que expresan estrategias contrastantes.
(CAPITULO 1V)

4) Cuantificar la correlacion existente entre rendimiento y porcentaje de proteina en
poblaciones de lineas segregantes construidas a partir de padres de alta proteina generada
a partir de estrategias distintas. (CAPITULO V)



CAPITULO II

EFECTO DE LA VARIACION EN LA CONCENTRACION DE PROTEINA Y EN EL PESO
DE SEMILLAS SOBRE EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO EN EL CULTIVO DE SOJA.

Poeta F.B., Borras L., Rotundo J.L. 2016. Variation in seed protein concentration and seed size affects soybean crop growth
and development. Crop Science. 56: 3196-3208. (doi:10.2135/cropsci2016.01.0025)

INTRODUCCION

La industrializacion de las semillas de soja [Glycine max (L.) Merr.] comprende la extraccion
de aceite por solvente o presion con la subsecuente produccién de harina proteica (Lusas,
2004). Estas harinas de alta proteina son utilizadas para alimentacién animal, y solo pueden
ser logradas con semillas de soja que contengan concentraciones proteicas superiores a
380 g kg (base seca) (Hurburgh, 1994; Brumm y Hurburgh, 2006). Sin embargo, el
mercado internacional esta enfrentando déficits proteicos en los granos de soja (Dardanelli
et al., 2006; Naeve y Huerd, 2008; Medic et al., 2014; Cuniberti y Herrero, 2013; Rotundo et
al., 2016). Esto conlleva a la imposibilidad de producir harinas de alta proteina requeridas
para una comercializacion rentable. Independientemente del cultivar seleccionado, las
condiciones ambientales y las practicas de manejo son factores que afectan la
concentracion de proteina en las semillas (Medic et al., 2014; Cuniberti et al., 2011). Por
ejemplo, altos rendimientos determinados por fechas de siembra tempranas o por
abundante disponibilidad de agua durante el llenado de granos, estan usualmente asociados
con baja concentracion de proteina en grano (Bastidas et al., 2008; Rotundo y Westgate,
2009; Bellaloui et al., 2011). También, las bajas temperaturas en latitudes altas estan
asociadas a baja proteina (Naeve y Huerd, 2008; Rotundo et al., 2016). Una alternativa
posible para compensar los efectos del ambiente y/o del manejo sobre los déficits proteicos
es aumentar la concentracion proteica de las semillas de cultivares comerciales.

La seleccion por alta concentracion de proteinas es factible, pero la obtenciéon de un
cultivar comercial competitivo, con alta concentracién de proteinas, es obstaculizado por la
correlacion negativa existente entre proteina y rendimiento (Brim y Burton, 1979; Carter et
al., 1982; Wilcox y Zhang, 1997; Wilcox y Shibles, 2001). Diferentes explicaciones
fisiolégicas en relacion a ésta correlacion negativa han sido propuestas. Sinclair y de Wit
(1975, 1976) sugirieron que las limitaciones en rendimiento estan relacionadas a los altos
requerimientos de N de las semillas en genotipos AP, lo que determina una senescencia

foliar acelerada debido a la removilizacion de N, un acortamiento en el periodo de llenado de

10



granos, y una particion de asimilados a las semillas mas acelerada. Mientras que algunos
estudios acuerdan con esta hip6tesis auto-destructiva (ej. Salado-Navarro et al., 1985; Leffel
et al., 1992) otros proponen que una alta proteina en los granos no afecta el normal
crecimiento y desarrollo del cultivo. Por ejemplo, Egli y Bruening (2007b) mostraron que no
existen evidencias a favor de que la seleccion para alta concentracion de proteinas afecte la
removilizacion del N, la senescencia foliar, o el periodo de llenado de granos (PLLG). Por
otro lado, rendimientos bajos en cultivares AP se asociaron a incrementos en la cantidad de
asimilados por semilla requeridos para llenar semillas de alto peso y con alta concentracion
proteica durante el PLLG (Rotundo et al., 2009, 2011). Dicho incremento en la disponibilidad
de asimilados por semilla es comunmente consecuencia de reducciones en el nUmero de
semillas mas que el resultado de incrementos en la cantidad de asimilados durante el PLLG
(Rotundo et al.,, 2009, 2011). Este efecto es responsable de las limitaciones en el
rendimiento observadas en semillas grandes con alta proteina.

La concentracion de proteina de las semillas (g kg™) es una relacion matematica
entre el contenido de proteina (mg semilla™) y el peso total de la semilla (suma de proteina,
aceite y carbohidratos; Ishii et al., 2010). Por lo tanto, AP en las semillas podria ser lograda
a través de (i) aumentos mas que proporcionales en el contenido de proteina en grano (mg
semilla™) en relacion a los incrementos en los contenidos de aceite y carbohidratos en
semillas grandes (AP semillas grandes), o por (ii) reducciones mas que proporcionales en
los contenidos de aceite y/o carbohidratos en relacién a las reducciones en el contenido de
proteina en semillas pequefias (AP semillas pequefas). Los estudios relacionados a la
determinacion de la base genética o fisioldgica de éste caracter han ignorado el factor
tamafio de grano (ej., Brim y Burton, 1979; Salado-Navarro et al., 1985; Wilcox y Zhang,
1997; Cober y Voldeng, 2000; Egli y Bruening, 2007b), o mostraron una correlacion positiva
entre tamafio de grano y proteina (Alt et al., 2002; Panthee et al., 2005; Rotundo et al.,
2009). La posibilidad de lograr AP a través de semillas pequefias y su posible impacto sobre
el funcionamiento del cultivo han sido ignorados. Es posible que resultados contradictorios
en relacion al impacto de la concentracion de proteina en las semillas sobre el crecimiento y
el desarrollo (ej., Salado-Navarro et al., 1985; Egli y Bruening, 2007b) puedan deberse a no

considerar el efecto del peso del grano.

Hipdtesis especificas

1) 1) Existen genotipos de soja que expresan estrategias fisioldgicas contrastantes que
permiten lograr una alta concentracion de proteina, asociadas al tamafio de la semilla de

soja: (a) genotipos AP semilla grande: tienen alta concentracion de proteina debido a un
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aumento mas que proporcional en el contenido de proteina en grano (mg semilla-1) en
relacion al incremento del contenido de aceite y carbohidratos, (b) genotipos AP semilla
pequefia: presentan alta concentracion de proteina debido a una reduccion mas que
proporcional en el contenido de aceite y carbohidratos (mg semilla-1) en relacion a la

reduccion en el contenido de proteina.

2) Los impactos fisioldgicos a nivel de cultivo debido a aumentos en la concentracion de
proteina dependen de la estrategia que expresen los genotipos evaluados.

o La seleccién por alta concentracion de proteinas en la semilla puede impactar de

manera diferencial sobre el crecimiento y el desarrollo dependiendo del mecanismo

que esté rigiendo al caracter de interés.

Objetivos especificos

1) Describir la existencia de dos estrategias fisiolégicas contrastantes para incrementar la
concentracion de proteina en semillas de soja.
Las estrategias son:

“AP-Semilla grande”, consiste en aumentos en la concentracion de proteinas a través de

aumentos mas que proporcionales en el contenido de proteina en grano (mg semilla™) en
relacion a los incrementos en los contenidos de aceite y carbohidratos en semillas grandes

“‘AP-Semilla_pequefia’, consiste en aumentos en la concentracion de proteinas mediante

reducciones mas que proporcionales en los contenidos de aceite y/o carbohidratos en

relacién a las reducciones en el contenido de proteina en semillas pequefias.

2) Analizar las consecuencias ecofisiolégicas a nivel de cultivo de variaciones en la
estrategia para generar alta concentracion de proteina
o Evaluaciéon de caracteres relacionados al crecimiento y desarrollo del cultivo: (i)
rendimiento, numero de granos, biomasa del canopeo a madurez e indice de
cosecha ((IC); (ii) el indice de area foliar durante el llenado de granos (Salado-
Navarro et al., 1985; Leffel et al., 1992); (iii) la tasa de crecimiento de la semilla y
duracién del llenado de granos (Egli y Bruening, 2007b); y (iv) asimilados disponibles

durante el llenado de granos (Rotundo et al., 2009).
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MATERIALES Y METODOS

Se llevaron a cabo dos experimentos en el Campo Experimental Villarino, Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Rosario, en Zavalla, Argentina. El suelo fue del
tipo arcillo-limoso (Argiudol vértico, serie Roldan). La disponibilidad de agua a la siembra, las
precipitaciones durante la estacion de crecimiento, y la temperatura media estan disponibles
en el Apéndice |I.

Experimento |: Caracterizacién de estrategias para aumentar la concentracion proteica en

semillas de soja grandes y pequefias

Se seleccionaron 97 genotipos provenientes del banco de germoplasma del USDA y de
otras fuentes (Apéndice Il). El criterio de seleccién incluyé que la mayoria de cultivares
pertenezcan a grupos de madurez entre lll y V (mas dos cultivares del grupo de madurez
VI), que los rendimientos reportados sean mayores a 1500 kg ha™, y que la concentracion
de proteina sea mayor a 410 g kg™ (base seca). Los 97 genotipos se evaluaron en la
campafia 2010-2011 en dos fechas de siembra (6 diciembre y 27 diciembre). Las fechas de
siembra fueron utilizadas como réplica ambiental para testear las diferencias genotipicas
bajo condiciones ambientales que es sabido afectan severamente el caracter concentracion
de proteina (Medic et al., 2014). Las parcelas consistieron en 3 surcos, de 1 metro de largo
y el espacio entre surcos fue de 0.52 metros. La densidad consistié en 30 plantas m™?. Se
realizaron controles quimicos de plagas y enfermedades segun recomendaciones, y el
control de malezas fue manual en post emergencia.

Se determind madurez fisiol6gica (R7, Fehr y Caviness, 1977) en cada parcela, tres
veces por semana sobre 20 plantas consecutivas en el surco central. En este estadio, 0.75
metros lineales de los surcos centrales fueron cosechados a mano vy trillados con maquina
estatica. La concentracion de proteina fue estimada por medio de NIRS (Espectroscopia de
infrarrojo cercano, Infratec 1241, Foss, Denmark) y expresada en base seca. El equipo de
NIRS tiene ecuaciones de calibracién desarrolladas por la Universidad Nacional de Rosario
en cooperacion con Foss Argentina. La calibracion del NIR contempla genotipos de
tegumento verde. El peso seco del grano (PS; mg semilla™) fue calculado con una muestra
de 200 semillas, secadas a 60°C hasta alcanzar peso constante. El contenido de proteina
(mg semilla™) fue calculado multiplicando el PS por el porcentaje de proteina.

El disefio experimental fue un disefio en parcelas divididas con tres bloques. La

fecha de siembra fue la parcela principal, y los genotipos las sub-parcelas. La informacion
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fue analizada usando un modelo lineal generalizado (GLM) del programa SAS 9.1 (SAS
Institute, 1999). El modelo estadistico incluyé como factores principales al bloque, la fecha
de siembra y el genotipo. Se consideraron diferencias significativas a un 0.05 nivel de
probabilidad. Las medias individuales fueron comparadas con una prueba de diferencia
minima significativa (DMS).

Experimento II: Alta concentracion de proteina en semillas grandes y pequefas, y su

relacién con el crecimiento y el desarrollo del cultivo.

Se seleccionaron seis genotipos AP a partir del experimento llevado a cabo durante la
campafia 2010/11 — tres cultivares con semillas grandes y tres con semillas pequefias.
Estos genotipos fueron evaluados para rendimiento, componentes de rendimiento, entre
otras caracteristicas del cultivo. Ademas, se incluyeron tres cultivares comerciales
nacionales (Comerciales), NK34, DM3100 y SPS3x1. Estos tienen alto rendimiento pero un
tamafio de grano y concentracién de proteina promedio, segun lo reportado por el Instituto
Nacional de Semillas de Argentina (INASE). Solo tres genotipos por categoria fueron
incluidos en este experimento debido a la dificultad de llevar a cabo caracterizacion
fisiolégica detallada en un mayor nimero de genotipos. El experimento se llevé a cabo
durante las campafias 2011/12 y 2012/13, y las fechas de siembra fueron 1 de Noviembre y
13 de Noviembre respectivamente. La densidad fue de 34 plantas m?. Las parcelas
consistieron en 4 surcos de 5.5 metros de largo y 0.52 metros entre surcos. Las semillas se
inocularon con Bradyrhizobium antes de la siembra. Se realizaron controles quimicos de
plagas y enfermedades segun recomendaciones.

Los estadios fenolégicos se determinaron tres veces por semana sobre 20 plantas
consecutivas en cada parcela. Los estadios considerados fueron R1 (comienzo de floracién),
R3 (comienzo de fructificaciéon), R5 (comienzo de llenado de granos), R6 (semilla
completamente desarrollada) y R7 (madurez fisiolégica) (Fehr y Caviness, 1977). El periodo
de llenado de granos efectivo (PLLG) fue determinado por los dias transcurridos entre R5 y
R7 (Egli et al., 1981). En el apéndice Ill se encuentran los detalles de la fenologia.

La biomasa aérea se muestre6 a mano en los dos surcos centrales en cinco
diferentes estadios de crecimiento durante el PLLG: R5, R5 + 10 dias, R6, R6 + 10 dias, y
R7. El area muestreada consistié en 0.52 m?. Entre cada area de muestreo se dejé 0.26 m?
de bordura para minimizar los efectos de los bordes. Las muestras fueron separadas en tallo
mas peciolos, hojas verdes, hojas senescidas y vainas. La relacién entre el peso de las
semillas y el peso de las vainas se determind en una sub-muestra de 100 vainas, en todos
los estadios menos en R7. Esta relacion fue usada para determinar el peso de las semillas

por unidad de area en los muestreos previos a R7. En R7, las vainas fueron trilladas con una
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maquina estatica. Para realizar una correcta determinacion de la biomasa aérea total, se
recolectaron las hojas y peciolos caidos con una red de plastico ubicada en las zonas de
muestreo desde R5 a R7 (Salvagiotti et al., 2009). La senescencia foliar antes de R5
representa menos del 15% de la biomasa foliar, bajo condiciones de crecimiento normales a
campo (Hanway y Weber, 1971; Hanway et al., 1984). Por lo tanto, la colocacién de redes a
partir de R5 aseguroé la captura de la mayoria de las hojas senescidas. Las hojas caidas se
recolectaron dos veces por semana, y ésta biomasa fue sumada a la biomasa cosechada.
Todas las muestras se secaron a 60°C hasta alcanzar peso constante.

El rendimiento en grano (peso de las semillas por unidad de area en R7) fue
expresado en base seca. Los componentes numéricos del rendimiento se determinaron
usando la muestra en R7. Se contaron y pesaron 200 semillas para determinar el peso
individual de las mismas. El numero total de semillas fue calculado como la relacion entre el
rendimiento y el peso individual de la semilla. El indice de cosecha (IC) se calcul6 como la
relacién entre el rendimiento y la biomasa aérea total en R7 (BioTotR7) (Donald y Hamblin,
1976).

Las hojas se separaron para determinar el indice de area foliar (IAF, superficie foliar
verde por unidad de superficie de suelo) durante el periodo de llenado de granos mediante
el uso de areafolimetro LI-3100 (LI-COR, Nebraska, USA). Las muestras se mantuvieron en
bolsas herméticamente cerradas y almacenadas en camara fria (5°C) para evitar
marchitamiento hasta el momento de ser procesadas. La senescencia foliar por unidad de

superficie se estimo a través de un modelo cuadratico desde R5 a R7 (Poeta et al.,2016):

y = a +bx? [1]

donde y es el IAF, a es la ordenada al origen (IAF R5, indice de area foliar a R5), b es el
coeficiente de senescencia foliar (CoefSenjsg), y X son los dias después de R5. El
CoefSeni e (b) toma valores negativos. Cuanto mas negativo es el valor implica que la tasa
de pérdida de area foliar verde es mayor. El término lineal de la funcién cuadratica
(Ecuacion 1) fue considerado como cero para una mejor modelizacion de la tasa de
senescencia foliar asumiendo que el IAF en R5 es maximo (dias después de R5 = 0). La
duracion del &rea foliar (DIAF) se estim6 como la integral de la Ecuacion 1 desde R5 a R7.

Los asimilados disponibles por semilla durante el PLLG se estimaron siguiendo lo
indicado en Rotundo et al., (2009), dividiendo el parametro a de la ecuacion 1 (IAF R5, m* m’
%) por el nimero de semillas por unidad de area en R7.

La concentracion de proteina y aceite (g kg™) se estimaron por NIRS en muestras de
semillas en R7 y se expresaron en base seca. La calibracion del NIRS contempla semillas

de tegumento verde. La concentracion de residual (carbohidratos y cenizas) se estimé como
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la fraccion residual de la semilla (1000 - proteina [g kg™] - aceite [g kg™]). Los contenidos de
proteina, aceite y residual (mg semilla®) se calcularon como el producto entre el peso
individual de la semilla y la concentracion de proteina, aceite y residual, respectivamente.
Para este experimento el disefio experimental consisti6 en un disefio en bloques
completos aleatorizados con cuatro repeticiones. La informacion fue analizada usando un
modelo lineal generalizado (GLM) con el programa SAS 9.1 (SAS Institute, 1999). El modelo
incluyé afio, blogue anidado en afio, tamafio de la semilla (estandar, semilla pequefa,
semilla grande), y genotipo anidado dentro de la categoria como factores principales. El
factor “genotipo” cuantifica la variacion residual después de considerar el efecto del tamano
de la semilla. Se consideraron diferencias significativas a un 0.05 nivel de probabilidad. Las
medias individuales fueron comparadas con una prueba de diferencia minima significativa
(DMS). Se llevéd a cabo un analisis de componentes principales que incluyé los caracteres
fisiol6gicos que estuvieron significativamente asociados con las estrategias para generar

alta concentracién de proteinas.
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RESULTADOS

Experimento |: Describir la existencia de dos estrategias fisiol6gicas contrastantes para

incrementar la concentracion de proteina en semillas de soja.

La concentracion (g kg™ y el contenido (mg semilla™) de proteina mostraron una variacion
significativa entre los 97 genotipos evaluados en las dos fechas de siembra (Fig. 1.1,
Apéndice Il). La interaccion genotipo x fecha de siembra no fue significativa (P>0.05) para la
concentracion y el contenido de proteina (datos no mostrados). La concentracion de
proteina promedio fue 416 g kg™ para la primera fecha de siembra y 430 g kg™* para la
segunda fecha de siembra. El contenido de proteina varié desde 20 a 140 mg semilla™ para
la primera fecha y entre 30 y 120 mg semilla™ para la segunda fecha de siembra (Fig. 11.1).
El peso de grano vari6 de 50 a 318 mg semilla™ en la primera fecha de siembra y de 68 a

282 mg semilla* en la segunda fecha de siembra.
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Fig. Il.1. Gréfico de dispersion de la variacion genotipica en concentracién y contenido de
proteina para dos fechas de siembra (a) 6 Dic. y (b) 27 Dic.. Los genotipos no seleccionados
se indican con (x). Los circulos indican los genotipos seleccionados con alta concentracion
de proteina (AP) y granos grandes, que tienen alta concentracion proteica debido a alto
contenido de proteina en las semillas (AP- Semilla grande); los cuadrados indican los
genotipos seleccionados con AP y semillas pequefias, que tienen alta concentracion
proteica a partir de reducciones mas que proporcionales en los contenidos de aceite y
carbohidrato (AP-Semilla pequefa). Cada punto es un promedio de tres repeticiones + EE.

Lineas verticales y horizontales muestran LSD (P<0.05).
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A partir de esta caracterizacion inicial, se seleccionaron seis genotipos con alta
concentracion de proteina (g kg™) asociada con las estrategias (i) alto contenido de proteina
y alto peso de grano (AP-Semilla grande) o (ii) bajo contenido de proteinas, aceite, y
residual y semillas pequefias (AP-Semilla pequefia). La Tabla 1.1 describe los 97 genotipos
que seleccionamos, y la Fig. 1.1 muestra cédmo se ubican en relacién con la variabilidad total

explorada.

Tabla Il.1.: Concentracion y contenido de proteina, peso de semilla individual, dias a
madurez fisioldgica, y habito de crecimiento para seis genotipos alta proteina (AP) con peso
de grano contrastante seleccionados durante la campafia 2010-2011 a partir de una
caracterizacién de 97 genotipos (Fig. I1.1). AP-Semilla grande tienen alta concentracién de
proteinas debido a alto contenido de proteina (IA3011, PI555396, PI538376); AP-Semilla
pequefia tienen alta concentracion de proteina basada en reducciones mas que
proporcionales en los contenidos de aceite y carbohidratos (P1518757, PI398970,
P1196177). La diferencia minima significativa (DMS) y el porcentaje de la suma de
cuadrados total (%SC) fueron calculados para comparar interacciones significativas. Los
valores especificos para cada uno de los 97 genotipos en cada fecha de siembra se

incluyeron como informacién suplementaria en la tabla Apéndice Il.

Concentra,cic')n de Contenigo Peso de semilla Dias a madurez
Fuente de variacion proteina de proteina
(g kg™) (mg semilla™) (mg semilla™) (dias)
Fecha de siembra
Primera 443 56.8 128.9 109.4
Segunda 459 63.5 139.4 103.2
Tamafio de semilla
AP- Semilla grande 444 86.7 195.2 105.8
AP- Semilla pequefia 457 32.6 71.3 108.1
Genotipo
(S-D)t 1A3011 426 78.4 185.2 104.8
(1) PI555396 453 78.5 173.2 105.4
( S-D) P1538376 445 1014 227.3 107.2
(S-D) PI518757 461 29.8 64.5 113.0
(S-D) PI1398970 454 39.4 86.5 105.6
(D) P1196177 454 27.7 60.8 105.6
Soneence vy %sc B wsc VSOP wsc VSOP wsc
Bloque - 2.8 - 0.6 - 0.3 - 0.2
Fecha de siembra (FS)  ** (6) 30 n.s. 1.8 n.s. 0.8 n.s. 39.8
Tamafio semilla (TS) **(11) 26.7 ** (5.4) 86.5 **(11.2) 89.2 n.s. 5.7
FS*TS n.s. 1 n.s. 0.1 n.s. 0 n.s. 0.1
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Genotipo (TS) ** (15) 36 ¥k (7.7) 10.1  *** (15.8) 8.7  *(5.6) 38.9
FS*Genotipo ( TS) n.s. 3.4 n.s. 0.9 n.s. 0.9 n.s. 15.3

* Significativo al 0.05 nivel de probabilidad.

** Significativo al 0.01 nivel de probabilidad.

***Significativo al 0.001 nivel de probabilidad.

1 Tipo de habito de crecimiento: () indeterminado, (D) determinado, (S-D) semi-determinado.

El principal criterio para la seleccion de estos genotipos se basé en alta
concentracion de proteina con contenido de proteina contrastante, alto o bajo (y por lo tanto
alto o bajo peso de grano). Sin embargo, hubo algunas restricciones para la seleccion, las
cuales fueron impuestas por problemas agronémicos, tales como vuelco y susceptibilidad a
enfermedades. Por lo tanto, algunos genotipos que tenian mayor concentracion de proteina
que los seleccionados no pudieron ser utilizados (Fig. I1.1). El promedio de la concentracion
de proteina para los seis genotipos fue 449 g kg™.

Experimento 1l: Consecuencias ecofisioldgicas a nivel de cultivo de variaciones en la

estrategia para generar alta concentracion de proteina

1) Concentraciones y contenidos de proteina, aceite y residual y tamafo de grano.

Los genotipos seleccionados mostraron que las estrategias, incluyendo los genotipos
Comerciales, difirieron en cuanto a las concentraciones de proteina, aceite y residual
(P<0.01; Fig. Il. 2). La concentracién de proteina promedio fue 364 g kg™ para los genotipos
Comerciales, 432 g kg™ para AP-Semilla grande, y 412 g kg™ para AP-Semilla pequefia
(factor principal tamafio de grano, P<0.05). Se presentaron también diferencias significativas
entre los genotipos dentro de cada estrategia (Fig. 11.2). Los genotipos Comerciales
presentaron mayores concentraciones de aceite y residual (aceite 219 g kg™ y residual 417
g kg™ que las otras dos categorias (aceite 199 y 181 g kg™ y residual 369 y 407 g kg7,
respectivamente para AP-Semilla grande y AP-Semilla pequefia). Como era de esperar, la
mayor concentracion de proteinas de los genotipos AP estuvo asociada con un incremento
del contenido de proteina por semilla en la categoria AP- Semilla grande y con reducciones
en los contenidos de aceite y residual por semilla en la categoria AP-Semilla pequefia
cuando se comparan con los genotipos Comerciales.

Las concentraciones y contenidos de proteina, aceite y residual estuvieron afectados
por la interaccion afio x tamafio de semilla, y genotipo x afio (P<0.05). Sin embargo, estos
efectos explicaron una baja proporcion de la variacion en concentracion y contenido (<2.5 %
de la suma de cuadrados). Una descripcién completa de estas interacciones esta disponible

en el Apéndice IV.
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Fig. 11.2. Efectos genotipicos sobre los contenidos de proteina, aceite y residual en cultivares
con diferente tamafio de grano y composicion. (a) “Comerciales” son cultivares elite con
contenido de proteina y peso de grano promedio, (b) “AP- Semilla grande” son genotipos
con alta concentracion de proteina en las semillas a través de alto contenido, y (c) “AP-
Semilla pequefia” son genotipos con alta concentracion de proteina basada en reducciones
en los contenidos de aceite y carbohidratos. Los nimeros dentro de las barras refieren a la
concentracion de cada componente (g kg™®) en base seca. La diferencia minima significativa
(DMS) para contenido (y concentracién) son: proteina 1.6 mg semilla™ (4 g kg™), aceite 0.7
mg semilla™ (2 g kg™), y residual 1.2 mg semilla™ (3 g kg™). Cada valor es un promedio de

cuatro repeticiones y dos campafias agricolas (2011-2012 y 2012-2013).

2) Rendimiento, biomasa, indice de cosecha

Como se esperaba, los genotipos Comerciales superaron en rendimiento a AP-Semilla
grande y AP-Semilla pequefia en los dos afios de experimento (4300 kg ha™ contra 2900 kg
ha™, respectivamente) (Tabla 11.2). En la campafia 2011-2012, los genotipos AP-Semilla
pequefia superaron en rendimiento a los AP-Semilla grande, pero éste fue similar durante la
campafia 2012-2013. El efecto residual del genotipo después de considerar los efectos de
las categorias basadas en el peso de grano fue no significativo (Tabla II. 2). Los
rendimientos promedios en las campafas 2011-2012 y 2012-2013 fueron significativamente

diferentes (2995 contra 3845 kg ha™ respectivamente).
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Tabla 1.2: Rendimiento, componentes numéricos y fisiolégicos del rendimiento para

genotipos con diferente tamafio de semilla y concentracion de proteina evaluados en las

campanas 2011/12 y 2012/13. Los genotipos del 1 al 3 son “Comerciales”, desde el 4 al 6

son “AP-Semillas grandes” y del 7 al 9 son “AP-Semillas pequefas”. La diferencia minima

significativa (DMS) y el porcentaje de la suma de cuadrados total (%SC) fueron calculados

para comparar

interacciones significativas.

Componentes numéricos

Componentes fisioldgicos

L Rendimiento
Fuente de variacion Namero de Tamario de . -
. . Biomasa total Indice de cosecha
semillas semilla
(kg ha™ (semilla m?) (mg semilla™) (gm? (kg kg™")
Tamafio de semilla
Comerciales 4362 2993 152.8 978.9 0.445
AP-Semilla grande 2818 1460 196.2 764.1 0.361
AP-Semilla pequefia 3093 4333 74.2 973.5 0.320
Afo x Tamafio de semilla
2011/12 Comerciales 4134 2836 146.2 996.2 0.422
AP-Semilla grande 2230 1256 183.5 727.2 0.307
AP-Semilla pequefia 2622 3738 73.3 1058.4 0.249
2012/13 Commercial 4613 3149 160.1 961.5 0.468
AP-Semilla grande 3357 1646 207.9 801.1 0.414
AP-Semilla pequefia 3565 4928 75.1 888.7 0.391
Genotipo
1. DM3100 4374 2906 151.1 939.3 0.466
2. NK34 4585 3469 149.0 1077.1 0.427
3. SPS3X1 4158 2615 159.3 920.3 0.443
4.1A3011 3039 1668 179.3 772.4 0.392
5. P1555396 2648 1552 169.2 787.0 0.333
6. P1538376 2760 1116 246.5 732.9 0.357
7. P1518757 3073 4713 65.0 1089.9 0.285
8. P1398970 3043 3307 94.2 851.6 0.351
9. P1196177 3164 4980 63.3 979.1 0.324
Significancia estadistica \(/Sll\c/)lrsl):’ %SC \(/Sll\c/)l"sl)j %SC \(S:\?I"Sli %SC \(/SI,\C/)IFSI)D %SC \(/Sll\c/)lrsl;’ %SC
Afio ** (186) 235 ** (125) 5.0 ** (4.0) 1.1 n.s. 2.1 **% (0,008) 385
Blogque (Afio) - 6.0 - 1.2 - 0.2 - 9.2 - 0.6
Tamafio de semilla (TS) **x (370) 62.5 **x (383) 77.2 *xx (7.4) 83.9 *** (66.9) 46.0 ***(0.021) 40.6
Afio x TS *(741) 3.7 * (766) 2.4 *(14.8) 0.4 **(133.8) 11.4  **(0.042) 5.9
Genotlpo (TS) n.s. 3.0 % (1150) 13.2 w%(222)  13.7 **(200.6) 23.2  ***(0.063) 9.8
Afo x Genotipo (TS) n.s. 13 n.s. 1.1 * (44.5) 0.7 n.s. 8.1 * (0.125) 4.6

* Significativo al 0.05 nivel de probabilidad.

** Significativo al 0.01 nivel de probabilidad.

***Sjgnificativo al 0.001 nivel de probabilidad
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Los componentes numéricos del rendimiento, nimero de semillas y peso de semilla
individual, estuvieron muy asociados a las categorias de tamafio de semilla (Tabla Il. 2). El
namero de semillas m™ cosechadas fue 2993, 1460, y 4333 para los genotipos comerciales,
AP-Semilla grande, y AP-Semilla pequefia respectivamente; se observaron diferencias
genotipicas significativas dentro de cada estrategia (P<0.001, Tabla Il. 2). El peso de grano
fue 153, 196, y 74 mg semilla™ para los genotipos comerciales, AP-Semilla grande y AP-
Semilla pequefia, respectivamente. Dentro de cada categoria existieron diferencias
genotipicas (P<0.001, Tabla 11.2). Las interacciones, afio x tamafio de semilla y afio x
genotipo, fueron significativas dentro de las categorias de tamafio de semilla, pero
explicaron una proporcion muy pequefia del modelo total de variancia (Tabla 11.2).

La biomasa total de las plantas a madurez fue mayor para las categorias
Comerciales y AP-Semilla pequefia (~980 g m?) y menor para la categoria AP-Semilla
grande (~760 g m®). El indice de cosecha fue mayor para los Comerciales (~0.45) y menor
para las categorias AP (~0.40) (Tabla I1.2). La interaccion significativa de afio x tamafio de
semilla muestra que las diferencias en biomasa total entre los genotipos Comerciales y AP-
Semilla grande fueron mayores durante la campafia 2011/12 (diferencia de 270 g m™) que
durante la campafia 2012/13 (diferencia de 160 g m? Tabla 11.2). Hubo un efecto
significativo del afio para el IC (0.32 en 2011/12 y 0.42 en 2012/13). Aunque hubo un efecto
significativo del peso de la semilla sobre el IC, las diferencias entre los genotipos AP fueron
mas evidentes en 2011/12 (diferencia de 0.06) que en 2012/13 (diferencia de 0.02).

3) Crecimiento y Desarrollo de las semillas

Los genotipos Comerciales presentaron la mayor duracion de llenado de granos (48 dias),
mientras que los genotipos AP- Semilla pequefia la menor (36 dias), y los genotipos AP-
Semilla grande presentaron una duracién intermedia (42 dias) (Fig. Il. 3). Hubo interaccién
significativa para afio x tamafio de semilla (P<0.05); en la campafia 2012/13 no hubo
diferencias entre las categorias AP-Semilla grande y pequefia (promedio 40 dias), pero
existieron diferencias durante la campafia 2011/12 (43 vs. 35 dias, respectivamente para
AP-Semilla grande y pequefa). No hubo diferencias a través de los genotipos AP en cuanto
a tasa de llenado de granos y DLLG. Los genotipos Comerciales tuvieron una tasa de
crecimiento de los granos intermedia (3.6 mg semilla™ dia™*), AP-Semilla grande presentaron
la mayor tasa (5.3 mg semilla™ dia™) y los genotipos AP-Semilla pequefia la menor (2.2 mg

semilla™ dia™) (efecto principal del tamafio de la semilla P<0.05) (Fig. II. 3).
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Fig. I1.3. Tasa de crecimiento de grano Yy duracién del llenado en genotipos con diferente
tamafio de semilla y composicién. Los triangulos hacen referencia a la estrategia
Comerciales que son genotipos con tamafio de grano y proteina promedio, los circulos
refieren a genotipos incluidos en la estrategia AP-Semilla grande, que tienen alta
concentracion de proteina debido a alto contenido de proteina, y los cuadrados son
genotipos de la estrategia AP-Semilla pequefia que tienen alta concentraciéon de proteina
por reducciones en los contenidos de aceite y carbohidratos. Cada valor es un promedio de
cuatro repeticiones. Las lineas punteadas indican combinaciones de tasa de crecimiento y

duracién del llenado para un mismo tamafio de semilla.

4) Caracteristicas relacionadas al area foliar

El area foliar al comienzo del llenado de granos (IAF R5) fue mayor para los genotipos AP-
Semilla pequefia (4.3 m?> m™), intermedia para los Comerciales (3.8 m* m?), y la menor para
los AP-Semilla grande (3.3 m* m™?) (Tabla 11.3). Aunque hubo interaccion significativa para
aflo x tamafio de semilla, las tres categorias exhibieron un ranking similar durante las dos
campafias (Tabla 11.3). El promedio de IAF R5 difiri6 entre las campafias, con 3.08 y 4.54 m?
m? en los afios 2011/12 y 2012/13, respectivamente (P<0.05). Se evidenciaron algunas
diferencias entre los genotipos de la categoria AP-Semilla pequefia (4.8 contra 3.9 m? m™
para los dos genotipos mas contrastantes). La senescencia foliar mas acelerada después de
R5 estuvo asociada con las estrategias, alcanzando casi 70% del total de la suma de

cuadrados del modelo (P<0.05, Tabla 11.3). Los genotipos AP-Semilla pequefia presentaron
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la tasa de senescencia mas acelerada (b=-0.0029) en comparacién con los genotipos AP-
Semilla grande (b=-0.0016) o con los Comerciales (b=-0.0013); estas diferencias fueron
evidentes en los dos afios. Hubo diferencias genotipicas dentro de las estrategias,
especialmente dentro de AP-Semilla pequefa, donde P1518757 presentd la mayor tasa de
senescencia (b=-0.0036) en comparacion con los otros dos genotipos (b=-0.0026) (Tabla II.
3).

La duracion del area foliar durante el llenado de granos (DAF) fue muy dependiente
de la estacién de crecimiento (93.7 contra 141.6 m? d! en 2011/12 y 2012/13,
respectivamente). El tamafio de semilla fue la segunda fuente de variacion mas importante,
como se puede observar en la proporcién de la suma de cuadrados en la Tabla Il. 3. Los
genotipos Comerciales fueron los que tuvieron la mayor DAF (137.6 m? dia), mientras que
los genotipos AP-Semilla grande tuvieron la menor (102.7 m? dia?), y estas diferencias
fueron similares durante las dos estaciones de crecimiento. Hubo diferencias genotipicas

significativas dentro de cada estrategia (Tabla Il. 3).

Tabla 11.3. Caracteristicas relacionadas al area foliar para genotipos con diferente tamafio de
semilla y concentracion de proteina evaluados en las campafias 2011/12 y 2012/13.
Comerciales son genotipos con tamafio de grano y proteina promedio, AP-Semilla grande
son con alta concentracién de proteina debido a alto contenido de proteina, y AP-Semilla
pequefia son genotipos con alta concentracibn de proteinas por reducciones en los
contenidos de aceite y carbohidratos. Los genotipos del 1 al 3 son “Comerciales”, desde el 4
al 6 son “AP-Semilla grande” y del 7 al 9 son “AP-Semilla pequefa”. La diferencia minima
significativa (DMS) y el porcentaje de la suma de cuadrados total (%SC) fueron calculados

para comparar interacciones significativas.

L Area foliar en R5 Duracion area foliar
Fuente de variacion 2 CoefSeniae 2 o
(m“m™) (m” dia)
Tamafio de semilla
Comercial 3.77 -0.0013 137.6
AP-Semilla grande 3.33 -0.0016 102.7
AP-Semilla pequefia 4.33 -0.0029 112.7
Afio x tamafio de semilla
2011/2 Comercial 3.22 -0.0011 116.9
AP-Semilla grande 2.47 -0.0012 75.5
AP-Semilla pequefia 3.55 -0.0026 88.8
2012/3 Comercial 4.32 -0.0015 158.4
AP-Semilla grande 4.18 -0.0020 129.9
AP-Semilla pequefia 5.11 -0.0032 136.7
Genotipos
1. DM3100 3.43 -0.0012 124.8
2. NK34 4.01 -0.0012 154.4
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3. SPS3X1 3.87 -0.0015 133.7

4.1A3011 3.25 -0.0019 90.7

5. P1555396 3.03 -0.0013 98.3

6. P1538376 3.71 -0.0016 119.1

7. P1518757 4.38 -0.0036 102.1

8. P1398970 3.86 -0.0023 107.1

9. PI1196177 4.75 -0.0029 129.0
Significancia estadistica \(lgllslrsl):’ %SC \(/SI,\cjlrS? %SC \(/gllarsl;) %SC
Afo ***(0.59) 59.8 * (0.0001) 11.3 ** (6.1) 54.7
Bloque (Afio) - 5.7 - 2.0 - 5.4
Tamafio de semilla (TS) ***(0.29) 18.9 *** (0.0003) 68.0 *** (9.9) 20.5
Afio xTS *(0.58) 1.9 n.s. 11 n.s. 0.7
Genotipo (TS) **(0.87) 10.2 *** (0.0010) 16.5 **% (29.7) 13.8
Afio x Genotipo (TS) n.s. 3.5 n.s. 11 *(59.5) 4.9

* Significativo al 0.05 nivel de probabilidad.
** Significativo al 0.01 nivel de probabilidad.
***Sjgnificativo al 0.001 nivel de probabilidad.

5) Asimilados disponibles por semilla durante el llenado

El area foliar a comienzo del llenado de granos (R5) se us6 como una aproximacion del total
de asimilados disponibles para el llenado de la semilla (Rotundo et al., 2009). Debido a que
el nimero de vainas y granos en R5 estan en gran parte fijados (Board y Tan, 1995; Jiang y
Egli, 1995), la relacion entre el area foliar verde en R5 y el nimero de semillas en R7 puede
ser considerada como un estimador de la disponibilidad de asimilados por semilla.

Esta caracteristica estuvo fuertemente afectada por las estrategias relacionadas al
tamafio de la semilla (P<0.05), explicando mas del 60% del total de la variabilidad. Los
genotipos AP-Semilla grande siempre presentaron mayor cantidad de asimilados por semilla
durante el llenado de granos, con 23.8 cm?® de area foliar disponible por semilla; los
genotipos Comerciales tuvieron 13.6 cm? semilla™, y los AP-Semilla pequefia solo 10.2 cm?
semilla®. Hubo efecto significativo del genotipo dentro de cada estrategia sobre la
disponibilidad de asimilados por semilla, alcanzando 27% de la suma de cuadrados del
modelo. La variabilidad en la cantidad de asimilados disponibles por semilla estuvo
explicada por diferencias en el namero de semillas por unidad de area (R?=0.92, P<0.05), y
no por diferencias en el area foliar por unidad de area (R?=0.18, P>0.05).

Se observé una relacion asintotica entre el tamafio de la semilla y los asimilados
disponibles por semilla (Fig., Il. 4a). Una Gnica funcién incluy6 todos los genotipos y afios,
indicando una fuerte relacién entre las variables. Sin embargo, no se observo relacién entre

la concentracion de proteina y los asimilados disponibles por semilla (Fig. Il. 4b).
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Fig. Il.4. Relacién entre el tamafio de la semilla (a) y la concentracion de proteina (b) contra
los asimilados disponibles por semilla. Los triangulos hacen referencia a la estrategia
Comerciales que son genotipos con tamafio de grano y proteina promedio, los circulos
refieren a genotipos incluidos en la estrategia AP-Semilla grande, que tienen alta
concentracion de proteina debido a alto contenido de proteina, y los cuadrados son
genotipos de la estrategia AP-Semilla pequefia que tienen alta concentracion de proteinas
por reducciones en los contenidos de aceite y carbohidratos. Cada valor es un promedio de

cuatro repeticiones.

6) Analisis multivariado para las categorias de tamafio de semilla.

Un andlisis de componentes principales fue llevado a cabo para identificar caracteristicas
asociadas con el tamafio de la semilla. Los genotipos fueron usados como entradas, y las
caracteristicas del cultivo analizadas fueron aquellas que mostraron efectos genotipicos
significativos a través de los afios. Las dos primeras componentes explicaron el 73% del
total de la variabilidad. La primera componente (47% de la variacién) separ6 a los genotipos
de la categoria AP-Semilla grande de los genotipos AP-Semilla pequefia de acuerdo con la
cantidad de asimilados disponibles por semilla, la tasa de crecimiento de los granos, el area
foliar a inicios de llenado de granos (Fig. 1.5). La segunda componente (26% de la
variabilidad) separ6 a los genotipos Comerciales de los genotipos de las categorias AP, los
cuales se asociaron con mayor indice de cosecha, duracion del area foliar, duraciéon del

llenado de granos y coeficiente de senescencia (Fig. Il. 5).
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Fig. 11.5. Andlisis de componentes principales de caracteristicas fisiol6gicas asociadas a
genotipos con diferente tamafio de semilla y composicion. Los triangulos hacen referencia
a la estrategia Comerciales que son genotipos con tamafio de grano y proteina promedio,
los circulos refieren a genotipos incluidos en la estrategia AP-Semilla grande, que tienen alta
concentracion de proteina debido a alto contenido de proteina, y los cuadrados son
genotipos de la estrategia AP-Semilla pequefia que tienen alta concentracién de proteinas
por reducciones en los contenidos de aceite y carbohidratos. Las variables evaluadas son IC
(kg kg™, indice de cosecha; BioTotR7 (kg ha®), biomasa total en madurez fisioldgica; DAF
(m? dia), duracion del area foliar; IC (%), indice de cosecha; DLLG (dias); duracién de la
fase lineal del llenado de granos; CoefSen,ag, coeficiente de senescencia; TCS (mg semilla™

dia™), tasa de crecimiento de la semilla; IAF por semilla (cm? semilla™),&rea foliar por semilla.
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DISCUSION

Los resultados de éste capitulo avalan la idea de que incrementos en la concentracion de
proteina pueden lograrse a través de estrategias fisiolégicas contrastantes asociadas al
tamafio de la semilla. Alta concentracion de proteina puede ser obtenida por incrementos
mas que proporcionales en el contenido de proteina (mg semilla™) en relacion a los
contenidos de aceite y carbohidratos en semillas grandes, o por reducciones mas que
proporcionales en los contenidos de aceite y/o carbohidratos en relacion a la reduccion en el
contenido de proteina en semillas pequefias. Egli (1998) propuso que la seleccién orientada
a mejorar un constituyente quimico del grano podria afectar el normal crecimiento y
desarrollo de los cultivos. Estos resultados muestran que el impacto también puede
depender del mecanismo, asociado a los diferentes tamafios de semilla, que esté
modificando la composicién del grano. La idea de que es posible seleccionar para un mismo
caracter (ej.: concentracion proteica de las semillas) a través de diferentes estrategias (€j.:
semillas grandes vs. semillas pequefias) es relevante para encontrar caminos alternativos
de modo de eliminar las correlaciones negativas frecuentemente asociadas con limitantes
biofisicas o a ligamiento genético (Stearns, 1989; Weih, 2003).

No considerar el rol del tamafio de grano sobre la composicién puede llevar a
conclusiones erréneas sobre el impacto de la seleccion para alta concentracién de proteina
sobre el funcionamiento del cultivo, aun en genotipos con rendimiento similar. Por ejemplo,
la biomasa total a R7 (BioTotR7) fue mayor para los genotipos comerciales de alto
rendimiento que para los genotipos AP (979 contra 869 g m™2 respectivamente),
independientemente del tamafio de grano. Sin embargo, teniendo en cuenta el tamafio de
grano, la estrategia AP-Semilla pequefia presentd el potencial de producir una biomasa total
a R7 similar a los genotipos Comerciales, mientras que la estrategia AP-Semilla grande no.
Los resultados de Egli y Bruening (2007a) sugieren que un mayor reservorio vegetativo a
comienzos de llenado de granos no esta asociado con mayor concentracion de proteina en
los granos. Los resultados de esta tesis muestran que esta afirmacién es verdadera para
AP-Semilla grande, pero no para la estrategia AP-semilla pequefia; ésta ultima presento el
mayor area foliar al comienzos de llenado de granos. Una senescencia foliar mas acelerada
es otra caracteristica asociada con una alta concentracion de proteina en las semillas
(Salado-Navarro et al., 1985). Los genotipos de alta proteina de semillas grandes tuvieron
una tasa de senescencia foliar similar a los Comerciales, pero la estrategia de AP de
semillas pequefas tuvo mayor senescencia que la estrategia de Comerciales. El habito de
crecimiento de la mayoria de los cultivares fue semi-determinado, pero hubo un genotipo

indeterminado en la categoria AP-Semilla grande, y un determinado en la categoria AP-
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Semilla pequefia. Por lo tanto, algunos de los efectos genotipicos observados para las
caracteristicas relacionadas al area foliar, ej., diferencia en DAF entre el indeterminado
P1555396 y el determinado PI196177, pueden estar relacionados con diferencias en el
hébito de crecimiento. Sin embargo, existe vasta evidencia que avala el concepto de que el
habito de crecimiento no afecta la concentracion final de proteina (Bernard, 1972; Escalante
and Wilcox, 1993; Wilcox and Zhang, 1997), el area foliar total, la acumulacion de materia
seca (Beaver and Johnson, 1981) o el rendimiento en grano (Ouattara y Weaver, 1994). Por
lo tanto, para entender el impacto de la AP sobre la dinamica del area foliar, es critico
considerar las estrategias en términos de tamafio de semilla que estan asociadas con el
incremento de la proteina en grano.

De manera similar a Egli y Bruening (2007b), se observé que la tasa de crecimiento
de las semillas de los genotipos comerciales fue similar a la de las categorias AP en su
conjunto, independientemente del tamafio de grano (3.6 contra 3.7 g semilla™ dia™,
respectivamente). Sin embargo, cuando se considera el tamafio de las semillas,
encontramos que la tasa de crecimiento de las semillas fue mayor (5.3 g semilla™ dia™, AP-
Semilla grande) o menor (2.2 g semilla™ dia™, AP-Semilla pequefia) que la estrategia
Comerciales. Debido a que el peso del grano esta determinado por cambios en la tasa de
crecimiento del grano y en la duracién del llenado, una asociacion positiva entre el tamafio
de la semilla y la tasa de crecimiento de la misma implica que no hubo variacién en la
duracion del llenado entre los genotipos AP (Egli et al., 1981, 1987; Swank et al., 1987).
Estos ejemplos muestran que considerar la estrategia que determina alta concentracion de
proteina es critico para entender cualquier impacto potencial sobre el crecimiento y el
desarrollo del cultivo.

La disponibilidad de asimilados por semilla juega un rol central en la determinacién
de la concentracién de proteina en los granos cuando ésta se basa en el incremento en el
contenido de proteina (mg proteina semilla™) en semillas grandes. En trabajos previos, se
mostrd que el incremento en la cantidad de asimilados disponibles por semilla, los cuales
son necesarios para alcanzar alta concentracion de proteina en semillas grandes, fue el
resultado de una reduccién en el nimero de granos en lugar de un incremento en la
cantidad total de asimilados disponibles (ej., &rea foliar en R5; Rotundo et al., 2009, 2011).
Esta reduccién en el nimero de granos fue la responsable del bajo rendimiento alcanzado
por éstos genotipos AP. Existe suficiente evidencia de los mecanismos que rigen la relacion
entre los asimilados disponibles y el peso del grano (Jenner et al., 1991; Borras et al., 2004;
Rotundo et al., 2009). Sin embargo, mediante la comprensién de la existencia de diferentes
estrategias, en términos de tamafio de la semilla, podriamos identificar genotipos de AP con
menores requerimientos de asimilados por semilla (AP-Semilla pequefia) en comparacion

con los genotipos comerciales. Esto indica que un aumento en la cantidad de asimilados
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disponible por semilla no es un requisito para alcanzar alta concentracion, como
previamente se sugirié (Rotundo et al., 2009).

Por otro lado, se encontré que varios loci de caracteres cuantitativos (quantitative
trait loci, QTL) o regiones gendmicas estuvieron asociadas con la concentracion de
proteinas del grano de soja (Diers et al., 1992; Csanadi et al., 2001; Chung et al., 2003;
Panthee et al., 2005; Li et al., 2007; Zhao-Ming et al., 2011). El objetivo ultimo de estos
estudios fue identificar genes candidatos responsables del gen de interés (Bolon et al.,
2010). Tener en cuenta estas estrategias basadas en diferente tamafio de grano para lograr
alta concentracion de proteina es critico para facilitar la identificacibn de mecanismos
moleculares responsables para este caracter. Por ejemplo, AP podria ser determinada por
un gen relacionado con la reduccién de la sintesis de carbohidratos y/o aceite en lugar de
estar relacionada con un aumento en la sintesis de proteina. Ishii et al. (2010) demostré que
ignorar estas alternativas podria resultar en detecciones de QTL para concentracion de
proteina que no tengan una funcién real en la sintesis proteica. La utilidad de estos QTL en
el mejoramiento asistido por marcadores para incrementar la sintesis actual de proteina es
limitada.

Estos resultados tienen implicancia en la seleccibn de parentales para lograr
simultaneamente mejorar por concentracion proteica y rendimiento (Medic et al., 2014). La
seleccién de parentales como donantes de AP deberia tomar en consideracion la influencia
diferencial del tamafio de la semilla sobre el funcionamiento del cultivo. Por ejemplo,
seleccionar donantes AP basada en tamafio de semilla pequefio seria, hipotéticamente,
debido a que producen mayor area foliar al comienzo de llenado de granos (mayor
reservorio de N), mayor biomasa, mayor fijacion de granos, y menor requerimiento de
asimilados por semilla. Para testear esta hipétesis, en el ultimo capitulo de esta tesis
evaluamos poblaciones desarrolladas cruzando parentales comerciales de alto rendimiento
con donantes AP de semilla grande (cruzamiento Comercial x AP- Semilla grande), y por
otro lado con donantes AP de semilla pequefia (cruzamiento Comercial x AP- Semilla
pequefa). Segln estos resultados existirian grandes chances de obtener un cultivar de alta
proteina y alto rendimiento en poblaciones del cruzamiento Comercial x AP-Semilla

pequefia.
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CONCLUSIONES

El mejoramiento para incrementar la concentracion de proteina en las semillas de soja
puede ser llevado a cabo a través de dos estrategias basadas en el tamafio de grano. En
este trabajo, describimos las dos alternativas: (i) genotipos de semilla grande y de alto
contenido de proteina vy, (ii) genotipos de semilla pequefia y con reducido contenido de
aceite y carbohidratos. Investigaciones tendientes a describir los efectos de la seleccién por
alta concentracion de proteina sobre el crecimiento y el desarrollo del cultivo, se focalizaron
casi en la mayoria de los casos, en genotipos de granos grandes, y no incluyeron la otra
alternativa de AP.

En este capitulo arribamos a la conclusién de que alta proteina y alto rendimiento
puede ser obtenido a través de estrategias fisiolégicas contrastantes, cuando el tamafio de
grano es considerado. Alta concentracion de proteina en genotipos de semillas grandes
estuvo asociada con un periodo de llenado de granos mas largo, tasas de crecimiento de las
semillas mas aceleradas y mayor cantidad de asimilados disponibles por grano comparado
con la otra estrategia AP. Esta Ultima presentd mayor area foliar a comienzos de llenado, y
una tasa de senescencia mas acelerada en comparacion con la primera estrategia, y
produjo el mismo rendimiento bioldgico que los genotipos comerciales.

Los resultados de éste capitulo muestran que seleccionar para un mismo caracter
(ej.: alta concentracion de proteinas en la semilla) puede impactar de manera diferencial
sobre el crecimiento y el desarrollo dependiendo del mecanismo que esté rigiendo al

caracter de interés.
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CAPITULO 1l

PATRONES DE ACUMULACION Y REMOVILIZACION DEL NITROGENO EN
GENOTIPOS DE SOJA CON DIFERENTE CONCENTRACION PROTEICA Y PESO DE
GRANO

INTRODUCCION

La productividad y el valor econémico del cultivo de soja se relacionan con la acumulacién
de N y proteina en las semillas (Egli y Bruening, 2007a). Desarrollar cultivares de alta
proteina y alto rendimiento es un objetivo perseguido por el mejoramiento. Sin embargo esto
ha estado usualmente restringido por la correlacibn negativa observada entre ambos
caracteres (Wilcox, 1998; Wilcox y Shibles, 2001; Wilson, 2004). A madurez, el grano de
soja presenta en promedio 40% de proteina (base seca; Cheftel et al., 1985). Los altos
requerimientos de nitrégeno (N) de la semilla de soja llevaron a Sinclair y de Wit (1975,
1976) a plantear la idea de que éste no podia ser satisfecho por las tasas de acumulacion
diarias de N durante el llenado de granos y por lo tanto, el nitrégeno debia ser removilizado
de los tejidos vegetativos desencadenando una senescencia acelerada. Esta senescencia
acelerada reduciria la capacidad fotosintética del canopeo y el periodo de llenado de los
granos, repercutiendo en Ultima instancia sobre el rendimiento. Este proceso explicaria, al
menos en parte, la correlacion negativa frecuentemente observada entre la concentracion
de proteina y el rendimiento en el cultivo de soja. Aunque muchos trabajos demostraron
que los genotipos con mayor concentracion de proteina presentan una senescencia foliar
acelerada y un periodo de llenado mas acotado (Salado-Navarro et al., 1985; Frederick y
Hesketh, 1994; Triboi y Triboi- Blondel, 2002; Leffel et al., 1992), otros plantearon que una
alta concentracién de proteina no acorta el periodo de llenado (Egli y Bruening, 2007) y, no
se asocian con una mayor cantidad de N potencialmente redistribuible durante el llenado de
los granos (Zeiher et al.,1982; Egli y Bruening, 2007).

El nitrogeno de los granos puede provenir del N acumulado en el canopeo
previamente a inicio de llenado o posteriormente a éste periodo. Las fuentes de N pueden
ser: (i) fijacién de N por los nddulos (ii) absorcidén de N por las raices vy, (iii) remobilizacioén de
N de los tejidos vegetativos durante el llenado de granos. La fijacion simbibtica puede
contribuir en un 25 a 50% al total del N acumulado en las plantas en condiciones de suelo
fértil y, entre un 80 a 94 % en suelos deficientes en N (Harper, 1987). La absorcion de N por

las raices puede aportar alrededor de un 20% (Salon et al., 2001). Sin embargo, la
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contribucién de la fijacion simbiética de N y, la cantidad de N disponible en el suelo para ser
absorbido por las raices comienzan a declinar durante el llenado de los granos (Christensen
et al.,, 1981; Salon et al., 2001; Rossato et al., 2002). Es aqui cuando interviene la
removilizacion, aportando entre un 30 a un 100 % del N a los granos (Hanway y Weber
1971; Egli et al., 1978a; Jeppsen et al., 1978; Zeiher et al., 1982; Egli et al., 1983). La
cantidad de N que se removiliza depende de la cantidad de N presente en la planta a
comienzo de llenado (ej. Barbottin et al., 2005, Zeiher et al., 1982; Egli et al., 1983; Egli et
al., 1978) y de la eficiencia de particién del N (Kichey et al., 2007; Gaju et al., 2011). Aunque
se han llevado a cabo muchas investigaciones sobre la acumulacién y la utilizacion de N en
leguminosas (ej. Lawlor 2002; Triboi y Triboi-Blondel 2002; Egli y Bruening, 2007; Munier-
Jolain y Duthion, 1996; Leffel et al., 1992), los mecanismos responsables de las
interacciones entre concentracion de N en los granos y rendimiento adn no son claros.

La discrepancia entre los estudios tendientes a dilucidar las bases ecofisiolégicas
gue rigen el caracter concentracion de proteinas en las semillas (ej., Sinclair y de Wit 1975,
1976; Egli y Bruening, 2007; Leffel et al.,, 1992; Munier-Jolain y Duthion, 1996; Salado-
Navarro et al., 1985; Frederick y Hesketh, 1994; Triboi y Triboi- Blondel, 2002 ) posiblemente
radique en que éstos, no contemplan las dos estrategias fisiolégicas que hemos expuesto en
el capitulo II: (i) “AP-Semilla grande”, consiste en aumentos en la concentracion de proteinas
a través de aumentos mas que proporcionales en el contenido de proteina en grano (mg
semilla™) en relacién a los incrementos en los contenidos de aceite y carbohidratos en
semillas grandes, (i) “AP-Semilla pequefa”, consiste en aumentos en la concentracion de
proteinas mediante reducciones mas que proporcionales en los contenidos de aceite y/o
carbohidratos en relacion a las reducciones en el contenido de proteina en semillas
pequefias (Poeta et al., 2016). En el capitulo anterior encontramos que el caracter “alta
concentracion de proteinas en la semilla” puede impactar de manera diferencial sobre
caracteres relacionados con el crecimiento y el desarrollo del cultivo dependiendo de la
estrategia que esté rigiendo al caracter. Por lo tanto, seria de esperar que estas estrategias
también tengan un impacto diferencial sobre el metabolismo del nitrégeno (N).

En este capitulo nos proponemos describir diferencias en acumulacién y distribucién
del nitrégeno durante el periodo de llenado de granos en genotipos de soja con diferentes
estrategias para generar alta concentracion proteica. Para abordar este objetivo se utilizaron
dos enfoques:

(i) Estudio del reservorio de N foliar: esta aproximacion se basa en evidencias que sostienen
gue un gran reservorio de N vegetativo a inicios de llenado de granos es un prerrequisito
para desarrollar cultivares de alto rendimiento y alta proteina (Sinclair y de Wit, 1976; Triboi
y Triboi-Blondel; 2002; Salado-Navarro et al., 1985; Sheehy, 2001). El modelo que

utilizamos para describir el reservorio de nitrégeno a inicios de llenado de granos fue:
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ANhoias = AIAF  x ANFE

(g N hoja m™ suelo) (m? hoja m*? suelo) (g N hoja m™ hoja)
A NFE = A %N hojas x A MSE
(g N hoja m™ hoja) (g N hojas g™* hojas) (g hoja m™ hoja)

donde A N hojas es la variacién del contenido de N foliar desde inicios de llenado de granos
a madurez fisiolégica (R5 y R7 respectivamente; Fehr y Caviness, 1977), la cual se
compone de la variacion (4) en el IAF (indice de area foliar), y en el NFE (nitrégeno foliar
especifico); siendo este ultimo el resultado en la variacién en la %N hojas (concentracién de

N foliar), y en MSE (materia seca especifica) desde R5 a R7,

(ii) Estudio de la particion de N durante el llenado de granos: ésta aproximacion se basa en
estudios previos que sostienen que AP en las semillas (alto N) esta asociada con altas tasas
de pérdida del reservorio de N vegetativo por unidad de superficie y, con altas tasas de
particion del N durante el periodo de llenado de granos (ej. Salado-Navarro et al.; 1985;
Leffel et al., 1992). En el esquema tedrico de la Fig. Ill.1. se puede observar la evolucion del
reservorio de N foliar desde la emergencia hasta cosecha y su particion a los 6rganos
reproductivos durante el llenado de granos.

N semilla

Contenido N (g m-2)

Dias desde la emergencia

Fig. lll.1. Esquema descriptivo de la aproximacion ecofisioldgica basada en la particion del
reservorio de nitrégeno durante el llenado de granos (R5). Las variables detalladas son el
nitrégeno de la biomasa vegetativa y de la biomasa total, N de las semillas a madurez (o

rendimiento de N), la removilizacion de N, el N remanente en el rastrojo (N Rastrojo).
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Hipétesis especificas
Los impactos fisiologicos a nivel de cultivo debido a aumentos en la concentracion de
proteina dependen de la estrategia que expresen los genotipos evaluados.
e La seleccion para un mismo caracter (ej.: alta concentracion de proteinas en la
semilla) puede impactar de manera diferencial sobre el metabolismo del N

dependiendo del mecanismo que esté rigiendo al caracter de interés.

Obijetivos especificos
Examinar cambios fisiolégicos relacionados a la economia del nitrégeno del cultivo debido a

incrementos en la concentracion de proteina a través de las distintas estrategias.
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MATERIALES Y METODOS

Experimento de campo

El disefio de éste experimento es el mismo que el descripto en la seccibn Materiales y
Métodos del el Capitulo II. Consistié en dos campafias, 2011/12 y 2012/13, y las fechas de
siembra fueron 1 de Noviembre y 13 de Noviembre respectivamente. La densidad fue de 34
plantas m™. Las parcelas consistieron en 4 surcos de 5.5 metros de largo efectivos y 0.52
metros entre surcos. Las semillas se inocularon con Bradyrhizobium previo a la siembra. Se

realizaron controles quimicos de plagas y enfermedades segun recomendaciones.

Material vegetal

Se utilizaron nueve genotipos: tres cultivares AP con semillas grandes y tres AP con
semillas pequefias y tres cultivares comerciales nacionales de alto rendimiento pero con
tamafio de grano y concentracibn de proteina promedio. Un mayor detalle de las
caracteristicas de los genotipos estan descriptas en la seccion Materiales y Métodos del
Capitulo 1.

Variables medidas

Los estadios reproductivos (Fehr y Caviness, 1977) se determinaron tres veces por semana
sobre 20 plantas consecutivas en cada parcela. Los estadios considerados fueron R1
(comienzo de floracién), R3 (comienzo de fructificacion), R5 (comienzo de llenado de
granos), R6 (semilla completamente desarrollada) y R7 (madurez fisiologica). El periodo de
llenado de granos efectivo (PLLG) fue determinado por los dias transcurridos entre R5 y R7
(Egli et al., 1981). Los dias transcurridos después de R5 se expresaron en porcentaje (%) en
relaciéon al largo del PLLG para homogeneizar diferencias en el nUmero de dias calendarios
de los diferentes genotipos.

La biomasa aérea se muestre6 a mano en los dos surcos centrales en cinco
diferentes estadios de crecimiento durante el PLLG: R5, R5 + 10 dias, R6, R6 + 10 dias, y
R7. El area muestreada consistié en 0.52 m?. Entre cada area de muestreo se dej6 0.26 m?
de bordura para minimizar los efectos de los bordes. Las muestras fueron separadas en
tallo, peciolos, hojas verdes, hojas senescidas y vainas. Todas las muestras fueron secadas
a 60°C hasta alcanzar peso constante, molidas y pesadas para ser utilizadas en los andlisis
de N.

La concentracion de N en los todos los tejidos, excepto semillas (%) fue determinada
sobre una submuestra de 0.1 gramos a través del método Kjeldahl (AOAC Method 988.05,

1990). En el caso de las semillas se utiliz6 0.05 gramos de tejido. El contenido de N (g m™
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de suelo) se calculé como el producto entre el peso de los tejidos (g m?) y la concentracion
de N de los mismos (%) dividido 100.

El rendimiento en grano (peso de las semillas por unidad de area en R7) fue
expresado en base seca. El rendimiento de N se calculé como el producto entre el
rendimiento en grano en R7 y la concentracion de N de los granos en R7. El indice de
cosecha (ICN) se calculdé como la relacion entre el peso seco de N de las semillas y el peso
seco de N de la biomasa aérea total en R7, sin considerar las hojas caidas (Salado-Navarro
et al., 1985). La cantidad de N removilizado de los tejidos vegetativos (tallos y hojas) se
calculd como la diferencia entre el contenido de N vegetativo en R5 y a madurez
(removilizacién aparente absoluta; Egli y Bruening, 2007). El porcentaje de N removilizado
aparente se estimé como la relacién entre el N vegetativo removilizado (g m™) y el contenido
de N de las semillas en R7 (g m) multiplicado por 100 (removilizacién aparente relativa).

Las hojas se utilizaron para determinar el indice de &rea foliar (IAF, superficie foliar
verde por unidad de superficie de suelo) durante el periodo de llenado de granos mediante
el uso de areafolimetro LI-3100 (LI-COR, Nebraska, USA). Las muestras se mantuvieron en
bolsas herméticamente cerradas y almacenadas en camara fria (5°C) para evitar
marchitamiento hasta el momento de ser procesadas. La materia seca especifica (MSE; g
m?) se calculé como la relacion entre el peso seco de las hojas verdes (g m?) y el IAF (m* m’
%). Solo se calculé la MSE en R5, debido a que no se encontré una ecuacion que ajuste con
el set de datos evaluado (R*<0.10)-

La senescencia foliar por unidad de superficie se estim6 a través de un modelo
cuadrético desde R5 a R7 (Poeta et al.,2016):

y = a +bx? [2]

donde y es el IAF, a es la ordenada al origen (IAF R5, indice de area foliar a R5), b es el
coeficiente de senescencia foliar (CoefSen 4r), y x es el tiempo transcurrido después de R5
expresado en porcentaje. El CoefSen (b) toma valores negativos. Cuanto mas negativo es el
valor implica que la tasa de pérdida de area foliar verde es mayor. El término lineal de la
funcion cuadratica (Ecuacion 2) fue considerado como cero para una mejor modelizaciéon de
la tasa de senescencia foliar asumiendo que el IAF en R5 es méaximo (% del periodo entre
R5-R7 después de R5 = 0).

Para modelar a tasa de pérdida del N foliar durante el periodo de llenado de granos,
se us6 la ecuacion [2]. Donde y es el contenido de N de las hojas (g m?), a es la ordenada
al origen (Contenido de N en R5), b es el coeficiente de senescencia en términos de pérdida
de N foliar (CoefSeny), y x es el tiempo transcurrido después de R5 expresado en

porcentaje.
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La caida de la concentracion de N foliar se estim6 a través de un modelo lineal desde
R5 a R7:
y = a +bx [3]

donde y es la concentracion de N foliar (g kg™), a es la ordenada al origen (Concentracion
de N foliar en R5) b es la caida del N foliar, y x es el tiempo transcurrido después de R5
expresado en porcentaje.

El N foliar especifico promedio del canopeo (NFE; g m? hoja verde) se calculé como
la relacién entre el contenido de N de las hojas verdes (g m?) e IAF (m? m?) (Bertheloot et
al., 2008). La evoluciébn del NFE desde R5 a R7 se model6 del mismo modo que la
senescencia foliar, utilizando la ecuacion [2], donde y es el NFE, a es la ordenada al origen
(NFE en R5), b es la caida del NFE (CoefSenyee), Y X es el tiempo transcurrido después de
R5 expresado en porcentaje. El término lineal de la funcién cuadrética [2] fue considerado
como cero para una mejor modelizacién, asumiendo que el NFE en R5 es maximo (% del

periodo entre R5-R7 después de R5 = 0).

Andlisis estadistico

Para este experimento el disefio experimental consistié en un disefio en bloques completos
aleatorizados con cuatro repeticiones. La informacién fue analizada usando un modelo lineal
generalizado (GLM) con el programa SAS 9.1 (SAS Institute, 1999). El modelo incluy6 afio,
bloque anidado en afio, tamafio de la semilla (estandar, AP-Semilla pequefia, AP- Semilla
grande), y genotipo anidado dentro de la categoria como factores principales. El factor
“genotipo” cuantifica la variacién residual después de considerar el efecto del tamarfo de la
semilla. Se consideraron diferencias significativas con un nivel de probabilidad del 5%. Las
medias individuales fueron comparadas con una prueba de diferencia minima significativa
(LSD).
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RESULTADOS

Reservorio de N foliar para el llenado de los granos

El contenido de N de las hojas en R5 (inicios de llenado de granos) no fue consistente entre
las estrategias alta proteina. La categoria AP-Semilla grande presento 10% menos de N en
R5 que AP-Semilla pequefia (P<0.05; Tabla I11.1.). Los genotipos Comerciales tuvieron igual
cantidad de N que AP-Semilla pequefia (P>0.05; Fig. Ill.2). No hubo interaccion significativa
para afio x tamafio de semilla (Tabla Ill.1.). Se evidenciaron diferencias entre los genotipos
dentro de la categoria AP-Semilla pequefia (5.9 vs. 7.9 g N m? para los dos genotipos mas
contrastantes) y dentro de los Comerciales (5.7 vs. 7.3 g N m?, para los dos genotipos mas
contrastantes) (Tabla lll.1.). La pérdida del contenido de N foliar (CoefSeny) fue menor para
la categoria AP-Semilla grande (b= -0.0005), intermedia para los Comerciales (b= -0.0006) y
mayor para los AP-Semilla pequefia (b= -0.0007) (P<0.001; Fig. lll.2). No se presentd
interaccion significativa para afio x tamafio de semilla (Tabla Ill.1.). Hubo un efecto
significativo de la campafa, b= -0.0005 y b= -0.0007 para el afio 2011 y 2012
respectivamente (P < 0.001; Tabla lll.1).
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0 PI555396 ] 0O  PI398970
A PI538376
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A SPS3X1
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A PI196177

&

y=6.2 + (-0.0005) X2 y= 6.9+ (-0.0007) X2
R?=0,74 R?=0,82

Contenido N Foliar ( gr m?2)
~

R?=0,71

[e)
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Fig. 1ll.2. Relacion entre el contenido de N foliar por unidad de superficie de suelo y el
tiempo (% del periodo entre R5-R7 después de R5 = 0) para genotipos con diferente
tamafio de semilla y concentracién de proteina evaluados en las campafias 2011/12 y
2012/13. (a) Comerciales, son genotipos con tamafio de grano y proteina promedio; (b) AP-
Semilla grande, son genotipos con alta concentracion de proteina debido a alto contenido de
proteina; (c) AP-Semilla pequefia, son genotipos con alta concentracion de proteinas por
reducciones mas que proporcionales en los contenidos de aceite y carbohidratos. Cada

valor es un promedio de cuatro repeticiones por campafia.
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Tabla 1ll.1.: Contenido de N foliar en R5, indice de &rea foliar en R5 (IAF R5), nitrégeno foliar especifico en R5 (NFE R5) y sus respectivos
coeficientes de pérdida a lo largo del PLLG (CoefSeny, CoefSen sk, CoefSenygg, respectivamente), concentracion de nitrégeno foliar en R5 v su
la tasa de pérdida y, materia seca espeifica en R5 (MSE R5) para genotipos con diferente tamafio de semilla y concentracion de proteina
evaluados en las camparas 2011/12 y 2012/13. Los genotipos del 1 al 3 son “Comerciales”, desde el 4 al 6 son “APSemilla grande” y del 7 al
9 son “AP-Semilla pequena”. El valor de DMS, s y el porcentaje de la suma de cuadrados total (%SC) fueron calculados para comparar

interacciones significativas.

Contenido N Concentracion Tasa de pérdida de la

foliar en R5 CoefSeny IAF R5 CoefSeniar NFE R5 CoefSennre N foliar R5 concen;rozlaic;:)n de N MSE R5
grNm? m? m? gr N m? g kg™ g kg™ tiempo™ g m?hoja
Tamafio de semilla
Comercial 6.7 -0.0006 3.6 -0.0003 1.9 -0.00008 45 -0.194 42
AP-Semilla grande 6.2 -0.0005 3.3 -0.0003 1.9 -0.00006 41 -0.160 46
AP-Semilla pequefia 6.9 -0.0007 4.2 -0.0004 1.7 -0.00009 40 -0.155 42
Afo x tamafio de
semilla
2011/2 . 5.6 -0.0005 3.0 -0.0003 1.9 -0.00007 44 -0.184 42
Comercial
AP-Semilla grande 4.9 -0.0004 2.5 -0.0002 2.0 -0.00006 43 -0.154 47
AP-Semilla pequefia 6.1 -0.0006 35 -0.0003 1.7 -0.00009 43 -0.174 40
2012/3 . 7.9 -0.0007 4.1 -0.0003 1.9 -0.00009 45 -0.204 43
Comercial
AP-Semilla grande 75 -0.0006 4.1 -0.0004 1.8 -0.00007 39 -0.165 46
AP-Semilla pequefia 7.8 -0.0008 4.9 -0.0005 1.6 -0.00009 35 -0.137 45
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Genotipos

1. DM3100 5.7 -0.0005 3.1 -0.0002 1.8 -0.00008 44 -0.190 42

2. NK34 7.3 -0.0006 3.9 -0.0003 1.9 -0.00007 46 -0.189 41

3. SPS3X1 7.2 -0.0006 3.6 -0.0003 2.0 -0.00009 44 -0.204 45

4.1A3011 6.5 -0.0005 34 -0.0003 1.9 -0.00008 40 -0.173 49

5. PI1555396 5.6 -0.0005 29 -0.0003 2.0 -0.00005 43 -0.163 46

6. P1538376 6.3 -0.0006 3.6 -0.0003 1.8 -0.00006 40 -0.144 44

7. P1518757 6.7 -0.0007 4.0 -0.0004 1.8 -0.00010 44 -0.161 42

8. P1398970 5.9 -0.0006 3.8 -0.0003 1.6 -0.00008 38 -0.150 41

9. P1196177 7.9 -0.0008 4.8 -0.0004 1.7 -0.00010 38 -0.155 44
R . - Valor P % Valor P %  Valor P % Valor P % Valor P Valor P %  Valor P ValorP %
Significancia estadistica (OMS)  SC (DMS) SsC (DMS) SC (DMS) sC  (DMS) % SC (DMS) SC  (DMSs) %SC  ValorP (DMS) % SC (DMS)  SC
Afio **(0,4) 57 © 0*580 4) 50 *(0,2) 54 **0.00002) 45 n.s. 5 **(0.00001) 9 **x (1) 22 n.s. 0 n.s 5
Blogue (Afio) 11 7 11 5 6 9 4 n.s. 5 8
Tamafio de semilla (TS) *(0,5) 5 © 0*8805) 16 **(0,3) 17 **(0.00003) 22  **(0,1) 40 **%(0.00001) 38  ***(1) 33 ***(0.01) 49 *x(2) 34
Afio xTS n.s. 1 n.s. 0 n.s. 2 ***(0.00004) 7 **(0,1) 12 n.s. 1 *rx (1) 19 ***%(0.02) 26 ** (3) 14
Genotipo (TS) 09 23 0*5809) 23 % (04) 14  *%0.00005) 17 **(01) 30 n.s. 30 () 16 n.s. 11 =@ 29
Afio x Genotipo (TS) n.s. 3 n.s. 4 n.s. 2 **(0.00007) 5 n.s. 7 n.s. 13 *(2) 5 n.s. 9 n.s. 10

* Significativo al 0.05 nivel de probabilidad.
** Significativo al 0.01 nivel de probabilidad.

***Significativo al 0.001 nivel de probabilidad.

41



El indice de area foliar (IAF R5) fue menor para los genotipos AP-Semilla grande
(~3.3 m* m?), intermedia para los Comerciales (~3.6 m* m?), y mayor para los AP-Semilla
pequefia (~4.2 m?> m?) (P<0.05; Fig. 111.3). No hubo interaccion significativa para afio x
tamafio de semilla (Tabla Ill.1.). La pérdida del &rea foliar a lo largo del PLLG (CoefSenag)
fue significativamente mas acelerada para los genotipos AP-Semilla pequefia (b= -0.0004,
P<0.001; Fig. 111.3.). Para esta caracteristica se presentd interaccion significativa afio x
tamafio de semilla, sin embargo el aporte de ésta al total de la variabilidad fue solo 7% (%

suma de cuadrados) (Tabla Ill.1).
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Fig. lll.3. Relacién entre el area foliar (IAF) y el tiempo (% del periodo entre R5-R7 después
de R5 = 0) para genotipos con diferente tamafio de semilla y concentracion de proteina
evaluados en las campafas 2011/12 y 2012/13. (a) Comerciales, son genotipos con tamafio
de grano y proteina promedio (b) AP-Semilla grande, son genotipos con alta concentracién
de proteina debido a alto contenido de proteina; (c) AP-Semilla pequefia, son genotipos con
alta concentracion de proteinas por reducciones mas que proporcionales en los contenidos

de aceite y carbohidrato. Cada valor es un promedio de cuatro repeticiones por campaa.

Al comienzo del llenado de granos, el nitrégeno foliar especifico (NFE) no fue
diferente en los genotipos de las categorias AP-Semilla grande y Comerciales y, ambos
presentaron un 10.5% mas de NFE que AP-Semilla pequefia (P<0.001; Fig.lll.4). Esta
diferencia estuvo principalmente explicada por una mayor MSE a inicios del PLLG en los
genotipos AP-Semilla grande (Fig.lll.6) y por una mayor concentracion de N foliar en los
Comerciales (Fig.lll.5). Se observé interaccion afio x peso de semilla para NFE R5; sin
embargo su contribucién a la variacion fue solo 12% (Tabla Ill.1.). La pérdida del NFE luego
de R5 (CoefSenyre) fue mas lenta en los genotipos AP-Semilla grande, intermedia en los
Comerciales y mas rapida en los AP-Semilla pequefia (P<0.001; Fig. Ill.4). No se presentd
interaccion afio x peso de semilla (Tabla Ill.1.). La mayor pérdida de NFE en AP-Semilla
pequefia estuvo asociada a mayores tasas de perdida de materia seca especifica (Fig. 111.6).

Se presentaron diferencias genotipicas dentro de las tres categorias (Tabla IIl.1.).
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Fig. lll.4. Relacién entre el nitrégeno foliar especifico (NFE) y el tiempo (% del periodo entre
R5-R7 después de R5 = 0) para genotipos con diferente tamafio de semilla y concentracion
de proteina evaluados en las campafias 2011/12 y 2012/13. (a) Comerciales, son genotipos
con tamafio de grano y proteina promedio. (b) AP-Semilla grande, son genotipos con alta
concentracion de proteina debido a alto contenido de proteina; (c) AP-Semilla pequefia, son
genotipos con alta concentracion de proteinas por reducciones mas que proporcionales en
los contenidos de aceite y carbohidratos. Cada valor es un promedio de cuatro repeticiones

por campania.

Los genotipos AP presentaron menor concentracion de N en R5 (~40 g kg™) en
comparacién con los Comerciales (45 g kg') (P< 0.05; Fig. lll.4). Hubo interaccion
significativa para afilo x tamafio de semilla (P<0.001), sin embargo el efecto de ésta
constituyo solo 19% de la variacion observada en la concentracion de N foliar en R5 (Tabla
[1l.1.). La tasa de pérdida de la concentracion de N foliar durante el llenado estuvo muy
asociada con las categorias, alcanzando casi 50% del total de la suma de cuadrados del
modelo (P<0.0001; Tabla Ill.1.). Los genotipos AP tuvieron la menor pérdida (~-0.16; P <
0.001) en comparacion con los genotipos Comerciales que presentaron la mayor tasa de
pérdida (b= -0.19) (Fig. ll.4.).

50
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Fig. 11l.5. Relacion entre la concentracion de N foliar y el tiempo (% del periodo entre R5-R7

después de R5 = 0) para genotipos con diferente tamafio de semilla y concentracion de
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proteina evaluados en las campafas 2011/12 y 2012/13. (a) AP-Semilla grande, son
genotipos con alta concentracion de proteina debido a alto contenido de proteina; (b) AP-
Semilla pequefia, son genotipos con alta concentracion de proteinas por reducciones mas
gue proporcionales en los contenidos de aceite y carbohidratos; (c) Comerciales, son
genotipos con tamafio de grano y proteina promedio. Cada valor es un promedio de cuatro

repeticiones por camparia.

La materia seca especifica a comienzo de llenado de granos difirié entre las
estrategias AP (P<0.0001; Tabla 1ll.1.). La estrategia AP-Semilla grande presento la mayor
MSE (46.5 g m™ hoja). Hubo interaccién afio x peso de semilla, sin embargo el efecto
principal de la categoria sobre la variabilidad total fue mayor (34 % SC) que el de la
interaccion (14% SC) (Tabla 111.1.).

La MSE en la categoria AP-Semilla pequefia disminuy6 a una tasa de 0.012 g m™? tiempo™
después de R5 (Fig. Il.6.), mientras que las otras dos categorias no presentaron variaciones

a lo largo del llenado de granos (R*<0.1; Fig. I11.6).
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Fig. lll.6. Relacion entre la materia seca especifica (MSE) y el tiempo (% del periodo entre
R5-R7 después de R5 = 0) para genotipos con diferente tamafio de semilla y concentracién
de proteina evaluados en las campafias 2011/12 y 2012/13. (a) Comerciales, son genotipos
con tamafio de grano y proteina promedio; (b) AP-Semilla grande, son genotipos con alta
concentracion de proteina debido a alto contenido de proteina; (c) AP-Semilla pequefia, son
genotipos con alta concentracion de proteinas por reducciones mas que proporcionales en
los contenidos de aceite y carbohidratos. Cada valor es un promedio de cuatro repeticiones

por campaia.

Patrones de particion del N durante el llenado de granos
Como se esperaba, los genotipos comerciales superaron en rendimiento de N a las

categorias AP- Semilla grande y AP- Semilla pequefia en los dos afios de experimento (25.6
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vs. 20.3 g m?, respectivamente) (Tabla 111.2). Los genotipos AP-Semilla pequefia superaron
en rendimiento de N a AP-Semilla grande en la campafia 2011-2012, pero en la campafia
siguiente el rendimiento fue similar. Esta caracteristica estuvo afectada por la interaccion
afio x tamafo de semilla (P<0.01). Sin embargo, estos efectos explicaron una baja
proporcion de la variacién en rendimiento de N (< 2.3 % de la suma de cuadrados). Hubo un
efecto significativo del afio (22.0 vs. 24.3 g N m) (Tabla I11.2.).

Tabla 11.2.: Rendimiento N, indice de cosecha de nitrdgeno en madurez (ICNg)
removilizacion aparente absoluta de N, y removilizacion aparente relativa de N para
genotipos con diferente tamafio de semilla y concentracién de proteina evaluados en las
campanas 2011/12 y 2012/13. Los genotipos del 1 al 3 son “Comerciales”, desde el 4 al 6
son “APSemillas grandes” y del 7 al 9 son “AP-Semillas pequefas”. El valor de DMS, s el
porcentaje de la suma de cuadrados total (%SC) fueron calculados para comparar

interacciones significativas.

Rendimiento N ICNR7 Removilizaciéon Removilizacion
Fuente de variacion (gr m'2) aparente absoluta aparente relativa
(grNm?) (% N)

Tamarfio de semilla

Comerciales 25.7 0.86 7.4 29.1

AP-Semilla grande 19.7 0.84 6.8 36.9

AP-Semilla pequefa 20.8 0.84 8.9 44.1
Afo x tamafio de semilla
2011/12 Comerciales 24.9 0.86 6.3 25.6

AP-Semilla grande 16.1 0.82 5.7 36.7

AP-Semilla pequefia 18.4 0.82 7.5 41.1
2012/13 Comerciales 26.4 0.86 8.5 32.6

AP-Semilla grande 23.3 0.87 7.9 37.3

AP-Semilla pequefia 23.2 0.87 10.6 47.8
Genotipo

1. DM3100 24.9 0.86 5.8 23.4

2. NK34 27.3 0.85 7.8 28.7

3. SPS3X1 24.8 0.87 8.6 35.2

4.1A3011 20.3 0.84 7.4 37.9

5. P1555396 20.2 0.82 4.7 27.0

6. P1538376 18.7 0.86 7.9 43.4

7. P1518757 20.9 0.85 7.9 41.3

8. P1398970 20.5 0.84 8.5 42.2

9. P1196177 21.1 0.85 10.1 48.1
Significancia estadistica \(/S',arsg’ %SC \(/Sll\%sl)j % SC \(/S:\C/’Irs'; % SC \(/S',\C/’IFST % SC
Afio *(1.31) 309 *(0.02) 147 *(0.9) 28.0 n.s. 3.4
Blogue (Afio) . 13.8 . 8.1 . 16.5 . 16.0
Tamario de semilla (TS) **%(1.6) 40.4 n.s. 4.0 *rk(1.1) 17.9 *** (6.0) 33.8
Afio x TS **(2.27) 8.0 n.s. 10.2 n.s. 0.9 n.s. 3.4
Genotlpo (TS) n.s. 3.8 n.s. 17.4 **(1.92) 25.9 *(10.4) 22.6
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Afo x Genotipo (TS) n.s. 3.0 n.s. 45.6 n.s. 10.8 *(14.6) 20.8

* Significativo al 0.05 nivel de probabilidad.
** Significativo al 0.01 nivel de probabilidad.
***Sjgnificativo al 0.001 nivel de probabilidad.

Las categorias no presentaron diferencias en cuanto al indice de cosecha de N en
R7. La estrategia AP-semilla pequefia presentdé mayor removilizacion aparente absoluta de
N que AP-Semilla grande y que los Comerciales (8.9 vs. 7.1 g m?®) (Tabla Ill.1.). La
estrategia AP-Semilla grande y los Comerciales no difirieron en cuanto a la removilizacion
aparente absoluta de N (Tabla I11.1.). En términos relativos, la categoria AP-Semilla pequefia
fue la que presenté mayor aporte porcentual de la removilizacién N a las semillas maduras
(44 %), mientras que la removilizacién de N en la categoria AP-Semilla grande fue 37% y en

los Comerciales 29%.
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DISCUSION

Los resultados de este capitulo evidencian que un mismo nivel de concentracién de proteina
en las semillas de soja puede lograrse a través de diferentes patrones de acumulacién y
utilizacion de N dependiendo de la estrategia, asociada a diferente tamafio de grano. Se han
llevado a cabo muchos estudios con el fin de dilucidar las bases fisiol6gicas que gobiernan
la correlacion negativa entre concentracion de proteina y rendimiento (ej., Sinclair y de Wit
1975, 1976; Egli y Bruening, 2007 ab; Leffel et al., 1992; Salado-Navarro et al., 1985;
Rotundo et al., 2009, 2011). Algunos sugirieron que las limitaciones en rendimiento se
deben a los altos requerimientos de N de los granos en genotipos AP, los cuales
desencadenan una senescencia foliar acelerada a causa de la removilizacion del N foliar.
Como consecuencia, se acelera la tasa de particion de asimilados a los granos y se acorta
el periodo de llenado de granos, repercutiendo en Ultima instancia sobre el rendimiento
(Sinclair y de Wit 1975, 1976; Salado-Navarro et al., 1985; Leffel et al., 1992). Otros autores,
mostraron que no existen evidencias a favor de ésta hipotesis de auto-destruccion (Egli y
Bruening, 2007b; Zeiher et al., 1982). Sin embargo, éstos trabajos no consideraron la
influencia del tamafio de grano sobre la composicién (ej., Brim and Burton, 1979; Salado-
Navarro et al., 1985; Wilcox y Zhang, 1997; Cober y Voldeng, 2000; Egli y Bruening, 2007b),
0 mostraron una correlaciéon positiva entre tamafio de grano y proteina (Alt et al., 2002;
Panthee et al., 2005; Rotundo et al., 2009). Un nuevo enfoque en el estudio de la fisiologia
del N es fundamental para identificar caracteres fisioldgicos potencialmente Utiles para el
mejoramiento orientado a desarrollar cultivares de alta concentracion de proteina y
rendimiento.

Existen evidencias que avalan la idea de que un gran reservorio de N vegetativo a
inicios de llenado de granos es un prerrequisito para desarrollar cultivares de alto
rendimiento y alta proteina (Sinclair y de Wit, 1976; Triboi y Triboi-Blondel; 2002; Salado-
Navarro et al., 1985; Sheehy, 2001); sin embargo otras no la sustentan (Egli y Bruening,
2007b). Los resultados aqui descriptos se ajustan parcialmente a ésta hipétesis. Por
ejemplo, la estrategia AP-Semilla pequefia (asociada a alta concentracion de proteina por
reducciones mas que proporcionales en aceite y carbohidratos) present6 el mayor contenido
de N foliar y, &rea foliar por unidad de superficie a inicios de llenado de granos. En
contraposicion, la estrategia AP-Semilla grande (asociada a alta concentracion de proteina
debido a incrementos en el contenido de proteina per se) presentd el menor reservorio de N
vegetativo. Los genotipos comerciales de alto rendimiento exhibieron igual nivel de
contenido de N foliar que la estrategia AP-Semilla pequeiia y un IAF intermedio a las

categorias AP. Estos resultados son un claro indicio de que la cantidad de N acumulado a
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comienzos del periodo de llenado de granos no estd asociada con la concentracion de
proteina de las semillas per se como previamente se habia reportado (Sinclair y de Wit,
1976; Triboi y Triboi-Blondel; 2002; Salado-Navarro et al., 1985; Sheehy, 2001).

Otros estudios sugirieron que los genotipos con AP en las semillas presentan
perdidas més aceleradas del reservorio de N vegetativo por unidad de superficie y mayores
tasas de particion del N durante el periodo de llenado de granos (ej. Salado-Navarro et al.;
1985; Leffel et al., 1992). Los resultados muestran que patrones de redistribucion de N
contrastantes emergen de las estrategias evaluadas. Los genotipos AP-Semilla pequefia
exhibieron mayores niveles de redistribucion del N, y por lo tanto también presentaron una
pérdida mas acelerada de contenido de N y de area foliar, en comparacién con la categoria
AP de granos grandes. Es decir, la estrategia AP-Semilla pequefia se ajusta a lo expuesto
por Salado-Navarro et al. (1985) y Leffel et al. (1992), pero no la estrategia AP- Semilla
grande. Del mismo modo, la estrategia de granos pequefios, que cuenta con el mayor
reservorio de N a inicios de llenado, contribuye a la idea de que la cantidad de N presente a
comienzos de llenado estd intimamente asociada con la cantidad de N disponible para
removilizacion (Zeiher et al., 1982; Egli et al., 1983; Egli et al., 1978) pero no asi en la
estrategia AP de granos grandes. Estos resultados reafirman la idea de que el impacto
sobre funcionamiento del cultivo dependeria de la estrategia, asociada a diferente tamafio
de semilla, que esté modificando la composicion de la semilla (Poeta et al., 2016).

Por otro lado, para alcanzar altos rendimientos, el cultivo de soja debe mantener
altas tasas fotosintéticas y acumular grandes cantidades de N en las semillas. Sinclair y
Horie (1989) reportaron que existe una fuerte correlacion entre la cantidad de N por unidad
de area foliar (NFE) y la fotosintesis. Debido a esto, el canopeo de un genotipo de alto rinde
deberia ser capaz de interceptar la mayor cantidad de radiacién y, almacenar cantidades de
N en las hojas suficientes para mantener el aparato fotosintético de modo de convertir esa
radiacién interceptada en biomasa y en dUltima instancia en rendimiento en grano. La
fotosintesis neta del cultivo de soja entre floracién y comienzos de llenado de granos (R1 a
R5, segun escala de Fehr y Caviness, 1977), estd muy relacionada con el nUmero de granos
por unidad de superficie (principal componente del rendimiento) siendo mas criticos los
estadios que van desde R4 a R5 (plena fructificacién y comienzo de llenado de granos,
respectivamente segun Fehr y Cavinnes, 1977). Los resultados de este experimento
muestran que los genotipos Comerciales presentaron, como se esperaba, mayor
rendimiento en N que los genotipos AP. Sin embargo, los Comerciales no mostraron
diferencias marcadas en cuanto a NFE en comparacién con los genotipos AP. Estos
presentaron igual NFE en R5 que la estrategia AP-Semilla grande y una tasa de caida

intermedia a los genotipos AP.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este capitulo evidencian que un gran reservorio de N vegetativo a inicios
de llenado de granos, altas tasas de removilizacion de N foliar o altos niveles de particion del
N durante el PLLG no estan asociados con la concentracion de proteina de las semillas per
se cdmo previamente se habia reportado. Sino que dependerian de la estrategia fisioldgica,
asociada al tamafio de grano que esté modificando el caracter.

Alta concentracion de proteina en genotipos de semillas pequefias estuvo asociada a
un mayor area foliar y contenido de N por unidad de superficie a inicios de llenado de granos
y, a una mayor removilizacién del N en los granos maduros, en comparacién con la otra
estrategia AP. Esta Gltima presenté mayor contenido de N por unidad de &rea foliar a inicios
de llenado y menor pérdida de éste a lo largo del PLLG.

Estos resultados sugieren que no considerar estas estrategias AP puede arribar a

resultados contradictorios en relacion a caracteristicas relacionadas a la economia del N.
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CAPITULO IV

GENES ASOCIADOS AL ALMACENAMIENTO Y ACUMULACION DE RESERVAS EN
CULTIVARES DE SOJA QUE DIFIEREN EN LA ESTRATEGIA FISIOLOGICA PARA
LOGRAR ALTA CONCENTRACION PROTEICA EN LAS SEMILLAS.

Poeta F.B., Ochogavia A.C., Permingeat H.R., Rotundo J.L. 2017. Storage-associated genes and reserves accumulation in

soybean cultivars differing in physiological strategies for attaining high seed protein concentration. Crop Science. (doi:
10.2135/cropsci2016.07.0611)

INTRODUCCION

Las semillas de soja constituyen la fuente de proteina principalmente usada para
alimentacion animal. El mercado internacional demanda semillas con alta concentracion de
proteinas (~380 g kg, en base seca) para poder lograr las harinas proteicas de alta calidad
requeridas para una comercializacion rentable. Dada la importancia de este caracter, el
desarrollo de variedades con concentraciones de proteina superiores se ha convertido en
una prioridad para la investigacion (Wilson, 2004). Sin embargo, esta bien documentado que
incrementos en la concentracién de proteina estan asociados a menor concentracion de
aceite (Wilson, 2004), y menor rendimiento (Brimy Burton, 1979; Carter, 1982; Wilcox y
Zhang, 1997; Cober y Voldeng, 2000; Wilcox y Shibles, 2001). También ha sido estudiado
que la concentracion proteica es un caracter cuantitativo muy afectado por el genotipo y el
ambiente (Yaklich et al., 2002; Dardanelli et al., 2006; Naeve y Huerd, 2008; Rotundo y
Westgate, 2009; Medic et al., 2014; Rotundo et al., 2016). Debido a la complejidad de este
caracter, un enfoque integral que involucre tanto el estudio de aspectos fisiol6gicos como
moleculares es necesario para un mejor entendimiento de los procesos que determinan la
concentracion de proteina en las semillas de soja.

La composicion final de la semilla de soja es el resultado de la relacion matematica entre
el contenido de cada componente (mg por semilla de proteina, aceite y carbohidratos) y el
peso total de la semilla (Ishii et al., 2010). El contenido de cada constituyente quimico en la
semilla depende, al mismo tiempo, de la tasa acumulacion (mg semilla™ dia™) y la duracion
del llenado (dias) (Swank et al., 1987). En linea con estos conceptos, en el capitulo I,
identificamos genotipos de soja AP que logran alta concentracion de proteina en las semillas

a través de dos estrategias contrastantes basadas en diferente tamafio de semilla (Poeta et
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al., 2016). Como vimos en ese capitulo, alta concentracién de proteina puede ser lograda
por incrementos mas que proporcionales en el contenido de proteina en genotipos de
semillas grandes (AP-Semilla grande) o, alternativamente, por reducciones mas que
proporcionales en los contenidos de aceite y carbohidratos en genotipos de semillas
pequefias (AP-Semilla pequefa). Este estudio ha demostrado que un mismo caracter (por
ejemplo, concentracién de proteina de las semillas) puede ser alcanzado via diferentes
estrategias fisiolégicas asociadas con el tamafio de la semilla. Ademas, los resultados de
éste experimento mostraron que estas estrategias tienen un impacto contrastante a nivel
ecofisiolégico. Los genotipos AP-Semilla grande tuvieron periodos de llenado de grano mas
largos, tasas de llenado mas rapidas, y mayor cantidad de asimilados disponibles por grano
comparado con los genotipos AP de semillas pequefias. Estos Ultimos presentaron mayor
indice de area foliar a comienzos de llenado de granos, senescencia mas acelerada, pero
muy bajo niveles de asimilados en comparacién con la estrategia AP-Semilla grande.
Actualmente, no hay informacién sobre el posible impacto de estas estrategias sobre otros
procesos relacionados con la acumulacion de proteina, aceite y residual a nivel fisiolégico
y/o molecular.

Varios estudios, en diferentes especies de plantas, se han llevado a cabo con el objetivo
de entender las bases moleculares de la deposicién de proteina en las semillas. Se ha
sugerido la importancia de algunas enzimas clave involucradas en el metabolismo de
carbohidratos y proteinas para incrementar la concentracion de proteina. En cotiledones de
arveja (Pisum sativum), por ejemplo, se reportd que la sobreexpresion de transportadores de
sacarosa estimulaba la acumulacién de proteinas de reserva a través del incremento de los
niveles de glucosa intracelular lo que llevaba a la activacion de genes asociados a estas
proteinas (St SUT1; Rosche et al., 2002). En Vicia narbonensis la concentracion de proteina
en la semillas se ha incrementado a través de la sobreexpresion de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (FPC) (Rolletschek et al., 2004). Esta enzima tiene una funcién
principal en la sintesis de carbohidratos y ha sido demostrado que el aumento de su
expresion lleva a mayores incorporaciones de carbono en proteinas (Rolletschek et al.,
2004; Radchuk et al., 2007). Del mismo modo, la sobreexpresibn de una aminoacido
permeasa (VfAAP1; Miranda et al., 2001) resultdé en incrementos en la concentracién de
proteina de los granos debido a mayor disponibilidad de amino&cidos (Rolletschek et al.,
2005). La inhibicién de la ADP-glucosa pirofosforilasa (ADPGP) increment6 la disponibilidad
de aminoacidos para la biosintesis de proteinas determinando una mayor concentracion de
proteina en las semillas (Rolletschek et al., 2002). En estos estudios previos, los autores
consideraron aumentos en la concentracion de proteina Gnicamente a través de incrementos

en el contenido de proteina (AP-Semilla grande). En este capitulo, evaluamos la hipétesis de
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que la base molecular que rige el caracter alta concentracién de proteina en los granos
depende de la estrategia fisiolégica que lo determina (AP-Semilla grande o pequefia).

El aceite es otro componente importante de la semilla de soja. Varios estudios han
evaluado el rol de la acetil Co-A carboxilasa (ACC) y de la diacilglicerol acil transferasa
(DGAT) en la acumulacion de aceite (ej. Ohlrogge y Jaworski,1997; Hills, 2004). Lardizabal
et al. (2008) reporté que la sobreexpresion de DGAT incremento el contenido de aceite en
las semillas transgénicas de soja. En Arabidopsis, la expresion de copias extras de
transcriptos de DGAT, a través del uso de un promotor especifico, incrementé el contenido
de aceite (Jako et al., 2001). Ademas, Roesler et al., (1997) encontr6é incrementos en los
contenidos de acidos grasos a través de la sobreexpresion de ACC citosdlica, forma
homomeérica, en los plastidios. Considerando estos antecedentes, se podria inferir que alta
concentracion de proteina en AP-Semilla pequefia esta asociada con niveles de expresion
reducidos de algunos de los genes que codifican para estas enzimas.

Las estrategias fisiol6gicas descriptas en el capitulo Il proveen un marco teérico Util para
investigar si existen patrones moleculares y/o de desarrollo contrastantes, a pesar de que
las dos estrategias buscan incrementar el mismo caracter (ej. concentracion proteica de las
semillas). En este capitulo comparamos un cultivar con proteina estandar (Comercial),
contra dos cultivares alta proteina (AP-Semilla grande y AP-Semilla pequefia). Los objetivos
consistieron en (i) describir el crecimiento de las semillas y normalizar su desarrollo usando
como marco teorico la disminucién de la humedad de los granos en genotipos con peso de
grano y composicién contrastante. Esta normalizacion es critica para este tipo de estudios
de expresion de genes ya que permiten hacer comparaciones entre genotipos que difieren
en la duracioén del llenado de los granos (Swank et al., 1987; Calderini et al., 2000; Borras y
Westgate, 2006); (ii) investigar diferencias en tasa y duracion de acumulaciéon de proteina,
aceite, y residual en el mismo grupo de genotipos; y (iii) evaluar en los mismos genotipos, la
expresion de seis genes que codifican para enzimas involucradas en la composicion de la
semilla. No hubo intencion de presentar un perfil completo de expresién génica, sino que se
hizo hincapié en la expresion de ciertos genes cuya funciéon en compaosicion de la semilla ha
sido previamente reportada. Los genes evaluados fueron: aminoacido permeasa (AAP),
fosfoenol piruvato carboxilasa (FPC), transportador de sacarosa (SUT), ADP-glucosa
pirofosforilasa (ADPGP), acetil Co-A carboxilasa (ACC), y diacilglicerol acil transferasa
(DGAT). La caracterizacion de la expresion de genes asociados a la acumulacion de
reservas en la semilla, en conjunto con el estudio de procesos asociados al desarrollo de la
semilla, contribuyen a entender aspectos moleculares vy fisioldgicos que rigen la acumulacién

proteica en los granos.
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Hipétesis especificas

Un mismo nivel de concentracion proteica en los granos puede alcanzarse a través
de patrones de acumulacion de reserva contrastantes.

Alta concentracion de proteina en las semillas mediante la estrategia “AP-Semilla
grande” depende de una mayor expresion de genes involucrados en la sintesis proteica,
mientras que aumentos mediante la estrategia “AP-Semilla pequeia” dependen de una

menor expresion de genes involucrados en la sintesis de aceite y carbohidratos.

Objetivo especifico

Caracterizar la acumulacién de reservas de la semilla y la expresién de genes asociados a

la composicion del grano de soja en genotipos que expresan estrategias contrastantes.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

En este capitulo se utilizo solo tres de los nueve los genotipos utilizados en el Experimento |l
del Capitulo Il y, en el capitulo IlI: un cultivar Comercial (DM 3100) de alto rendimiento (4374
kg ha), pero concentracion de proteina, contenido de proteina y tamafio de grano promedio
(350 g kg *, 53 mg semilla® y 152.8 mg semilla™*, respectivamente) ; un cultivar AP-Semilla
grande (PI538376; 196.2 mg semilla™), con alta concentracién y contenido de proteinas (421
g kgt y 103.7 mg semilla™, respectivamente); y un cultivar de semilla pequefia (P1518757;
74.2 mg semilla®) con alta concentracion de proteina (418 g kg™) asociada con bajo
contenido de aceite y carbohidratos (AP-Semilla pequefia). Estos genotipos fueron
seleccionados al azar de los nueve genotipos evaluados para caracteristicas de crecimiento

y desarrollo en el Capitulo I, Experimento Il (Poeta et al., 2016) y en el capitulo III.

Experimento de campo

El experimento tuvo lugar en el Campo Experimental Villarino, Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad Nacional de Rosario, in Zavalla, Argentina. El suelo fue de tipo arcillo-
limoso Argiudol Vértico, serie Roldan. Las parcelas consistieron en 4 surcos de 6 metros de
largo y 0.52 metros entre surcos. Las semillas se inocularon previo a la siembra. Las
malezas fueron controladas a la siembra quimicamente y durante el cultivo a manualmente.

Se realizaron controles quimicos de plagas y enfermedades segun recomendaciones.

Recoleccién de tejidos

Se muestrearon las vainas de diez plantas consecutivas, de los dos surcos centrales, tres
veces por semana desde R5 (comienzo de llenado de granos) a R8 (madurez de cosecha)
(Fehr y Caviness, 1977). En total se realizaron entre 8 — 10 muestreos por unidad
experimental. Debido a que las semillas de soja de diferentes posiciones del tallo principal
difieren en tamafio y estadio fenol6gico, se muestrearon todas las vainas de los nudos
centrales en cada momento de muestreo (Escalante y Wilcox, 1993; Poeta et al., 2014).
Después de muestrear, las vainas fueron inmediatamente guardadas en bolsas plasticas
herméticas y almacenadas en hielo para ser transportadas al laboratorio.

Cada muestra de vainas se dividieron en dos submuestras: la primer submuestra de
semillas fue separada de los carpelos en camara himeda para evitar deshidratacion. Esta
submuestra fue también usada para determinar el peso y los componentes quimicos de la
semilla. La segunda submuestra fue separada de los carpelos a temperatura ambiente e

inmediatamente congelada en nitrégeno liquido hasta ser utilizada en las extracciones de

54



ARN para llevar a cabo los experimentos de expresion. Cada muestra se compuso de 15 a

30 semillas por fecha de siembra.

Determinacion de caracteres relacionados al desarrollo de la semilla y a la acumulacién de
reservas.

El peso fresco de la semilla se estimo a través del pesaje en fresco de la primer submuestra.
El peso seco de la semilla (PSS; mg semilla™) se determiné luego de secar la muestra a
65°C por 96 horas. La concentracién de agua de las semillas (CAS; mg agua mg peso fresco
") se calculé como la diferencia entre el peso fresco menos el peso seco dividido el peso
fresco multiplicado por 100.

La concentracion de proteina (g proteina kg™ tejido x100 ) se determind como la
concentracion de N multiplicado por 6.25 a través del uso del método Kjeldahl en una
submuestra de 0.1 g (AOAC Method 988.05, 1990). La concentracién de aceite (g kg™; g
aceite kg™ tejido x100) se determiné gravimétricamente después de la extraccion con éter de
petréleo en una muestra de 0.15 gramos. Los contenidos de proteina y aceite (mg de
proteina/ aceite semilla™) se estimaron como el producto entre el peso individual de la
semilla y la concentracion del componente. El contenido de residual (mg residual semilla™)
se calculé como la diferencia entre el peso total de la semilla y el contenido de proteina mas
el contenido de aceite (Hanson et al., 1961). La concentracion y el contenido de los
componentes se expresaron en base seca.

La variacion en la concentracion de agua de la semilla (CAS) durante el desarrollo se

modelé a través de una ecuacion cuadratica desde R5 a R8:

y=a+b*x [4]

donde y es la CAS (mg mg™ x 100), a es la ordenada al origen (concentracién de agua en
R5), b es la tasa de desecacion, y x son los dias después de R5. El término lineal en la
ecuacion cuadratica se consideré cero para un mejor modelado de la caida de la
concentracion hidrica, asumiendo la maxima CAS en R5. (dias después de R5=0).

La tasa y la duracion de la acumulacion del peso seco de la semilla (PSS) y del
contenido de cada componente (proteina, aceite y residual) se modelaron usando una

funcion bilineal con plateau (Gambin et al., 2006; Rotundo et al., 2011).

PSS o contenido (mg semilla™) = a + b x para x < ¢ (funcién lineal) [5]

PSS o contenido (mg semilla™") = a + bc para x > ¢ (funcién plateau)
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donde x son los dias después de R5 (dias), a es la ordenada al origen (mg semilla™), b es la
tasa lineal de acumulacion del peso seco o del contenido del componente (mg semilla™ dia’
1), y ¢ es x cuando el peso seco o el contenido del componente es maximo. La duracién de
la acumulacion del peso seco de la semilla o de cada componente (dias) se calculé como c-
(a/b).

Andlisis de gPCR en tiempo real (RT-PCR)

Debido a que los estadios de desarrollo de las semillas de los genotipos evaluados podrian
diferir en términos de dias calendarios, la CAS se us6 para normalizar el desarrollo de las
semillas (ej. Swank et al., 1987; Borras y Westgate, 2006; Poeta et al., 2014). Submuestras
con ~70 mg mg™ x100 de CAS (equivalente al 50% de la duracion del llenado de granos
independientemente del genotipos y del afio) se usaron en los experimentos de expresién.
Estas submuestras se seleccionaron post-facto después de analizar el desarrollo de las
semillas de cada genotipo y afio.

El ARN total de las semillas se extrajo usando “SV Total RNA System Kit” (Promega
Corporation) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ARN se cuantific6 por
espectrofotometria y la integridad se verificO a través de un gel de electroforesis de 1.5%
agarosa. El ARN fue almacenado a -80°C. La transcripcién reversa se llevé a cabo usando
1.5 ug del ARN total con el “iScript™ cDNA synthesis kit’ para RT-PCR (BIO-RAD) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ADNc se diluyé en una concentracion final
de 10 ng plI™* en agua libre de nucleasas.

Las secuencias de los genes ACC, AAP, DGAT, FPC, TSAC, ADPGP y B-tubulina
fueron buscadas en la base de datos GenBank del NCBI (National Center for
Biotechnological Information). Los cebadores se disefiaron usando los programas Primer 3
(Rozen and Skaletsky, 2000) y Primer-Blast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/ tools/primer-
blast/). Para determinar las propiedades de los pares de cebadores, tales como contenido
de G/C (guanina/citosina), extensiones de polipirimidinas (T, C) o polipurinas (A, G)
temperatura de fusion, compatibilidad cebador-cebador y dimeros de cebadores, se utilizé el

programa Oligo Analyzer 1.1.2.. Los pares de cebadores se detallan en la tabla IV.1.
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Tabla IV.1.: Cebadores utilizados para qPCR-RT.

Gen de interés Simbolo Producto de la funcién del gen  Accesion Secuencia de los cebadores (5'- 3°)
Gen Acetil-CoA
Carboxilasa ACC Sintesis de acidos g.rasos (eJ Fwd ACGAGGAAGAGTTGGCAATG
Ohlrogge y Jaworski, 1997). AF163149.1
Rev CGTTCACCCTGTTAGCGAGT
Sgﬁ‘gggg‘;jml DGAT Simtesis de tiadldlicerales (@ Fwd CCATGCTTAAGGCGTGGTAT
intesis de triacilgliceroles (gj. AY652765.1
(Settlage et al., 1998).
Rev ACAGCAGAAACCAGGAATGC
Gen transportadorde 55 p bSorci q Fwd GCCCTTATTTGCATTTGTGG
aminoacidos A sorcion transporte de
aminoacidos (ej. Okumoto et AY029352
al., 2002). Rev GCGGTGACAAAATTGCTCTT
Gen transportador de g , Fwd GACAGTAGGGGAAGGGAAGG
sacarosa Transporte de sacarosa (gj. XM_006589399.1
Rosche et al., 2002).
Rev AGTTCAACATCAGCCCCAAC
Gen ADP-glucosa  pppep o o Fwd ACCGCTGGGAGAGTTTATCAAGGC
pirofosforilasa Sintesis de almidén (ej. Weber
etal. 1995). BG370154.1
Rev ACAGCGGTGATTGCTCATAGCCG
Gen fosfoenol
piruvato FPC Sintesis de esqueletos Fwd GTGAATATGCCCCTGGTTTG
carcarboxilasa carbonados (ej. Turpiny AB097087.1
Weger, 1990). Rev CCAGCAGCAATACCCTTCAT
Gen B-Tubulina B-Tubulina  Subunidad proteica de M21296.1

microtubulos (gj. Luduefia,
1997).

Fwd TGCCAGTCCAACCTTTTCAT
Rev CACTGAGCTATGGACCCAAGT

Los analisis de gPCR se llevaron a cabo usando el termociclador Rotor-Gene Q

(Qiagen®). La reaccion contiene “1 x SYBR green PCR Master Mix” (Mezcla Real®,
Biodynamics, Argentina), 0.6 uM de cebadores sentido y anti-sentido y 3uL de ADNc en un
volumen final de 15 pL. Se incluyeron también controles negativos. Las condiciones de cada
ciclo de amplifificacion fueron 15 s a 94 °C para la desnaturalizacion, 30 s a 60 °C para la
hibridacion, y 20 s a 72 °C para la elongacion. La identidad del gen se confirmé a través de
un gel de electroforesis en 2.5% agarosa y de cada curva de disociacion de las muestras de
ADNc analizadas (Bustin et al., 2010). La metodologia y calidad de las muestras de ARN
estan detalladas en el apéndice V. Cada amplificacion de qPCR se llevé a cabo por
triplicado. La determinacion del ciclo umbral (Cq) y la eficiencia (E) para cada amplicén se
obtuvo utilizando el programa “Comparative Quantitation” provisto por Corbett Research
para el termociclador Rotor Gene. Como gen de referencia se utilizdé B-tubulina (el Cq de la
tubulina presenté una desviacion estandar de 1.3 bajo todas las condiciones). Este gen se
utilizé en varias ocasiones como gen de referencia en experimentos de gPCR y se comportd

como estable (Wang et al., 2006, 2007). Los niveles de los transcriptos de los genes
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evaluados se normalizaron en contra del gen de referencia en la misma muestra de ARNm
(Bennett et al.,, 2015). Las expresiones normalizadas se calcularon para cada gen de
acuerdo con la férmula de Simon (2003). Los valores de expresion relativa se calcularon
para cada genotipo independientemente y se expresaron respecto al menor valor de la

expresion normalizada.

Disefio experimental y analisis estadistico
El disefio de éste experimento es el mismo que el descripto en la seccion Materiales y
Métodos del el Capitulo Il. El experimento consistié en dos afios, y presentdé un disefio en
bloques completos aleatorizados con cuatro repeticiones. El desarrollo de la semilla y la
acumulacién de las reservas de evalud en cuatro repeticiones (n=8). La expresion génica se
analiz6 en tres réplicas de campo durante dos afios (n=6). Cada replica de campo tuvo tres
réplicas de laboratorio en los analisis de expresion. Las variables se testearon usando un
analisis de la varianza (ANOVA) que incluyé afo, bloque anidado en afio y genotipo
(Comercial, AP-Semilla grande, AP-Semilla pequefia) como factores principales. Los analisis
de llevaron a cabo usando un modelo lineal generalizado del paquete estadistico SAS (“SAS
Institute,” 1999). Se consideraron diferencias significativas con un nivel de probabilidad del
0.05. Comparaciones multiples entre medias se llevaron a cabo usando la metodologia de
diferencia minima significativa de Fisher (DMS) y fueron corregidas por el método de
Bonferroni (Bonferroni, 1936).

La estabilidad de la expresién del gen de referencia B —Tubulina se evalu6 a través
del coeficiente de variacion (CV) y con ANOVA. La normalidad de los datos se examind a
través del test de Shapiro-Wilk (W). La homogeneidad de varianza se evalué a partir de la
relacion entre los residuos estudentizados y los predichos. No se necesitd transformar

ninguna variable.
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RESULTADOS

Crecimiento de la semilla y normalizacion del desarrollo

Los genotipos presentaron diferente tasa y duracion de acumulacién del peso seco de la
semilla (Fig. IV.1. a-c). El genotipo AP-Semilla pequefia present6 la menor tasa de llenado
en comparacion con los otros dos genotipos (P<0.05); la cual fue 2.4 mg semilla™ dia™ para
AP-Semilla pequefia, 6.0 mg semilla® dia™ para el genotipo AP-Semilla grande, y 3.5 mg
semilla® dia™® para el Comercial. La duracién del llenado fue la menor en el genotipo AP-
Semilla pequefia en comparacion con los otros dos genotipos (P<0.05). El periodo de
llenado efectivo fue 26 dias, 40 dias, y 42 dias para AP-Semilla pequefia, AP-Semilla grande

y el Comercial, respectivamente.
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Fig. IV.1. Relacién entre el peso seco de los granos y los dias (a-c), la concentracion de
agua y los dias (d-f), y el peso seco relativo de las semillas y la humedad del grano (g-i) para
un genotipo Comercial, y dos genotipos con diferente estrategia para generar alta
concentracion de proteina (AP-Semilla grande, AP-Semilla pequefa) evaluados en dos
campafas agricolas (2011/12 y 2012/13)
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La tasa de desecacion de los granos difirié6 entre los genotipos (Fig. IV1, d-f). El

genotipo AP-Semilla pequefia presentd la tasa mas rapida de pérdida de humedad (-0.029
%CAS dia™ x100) en comparacion con los otros genotipos (P<0.05); el AP-Semilla grande y
el comercial no fueron significativamente diferentes entre ellos (promedio -0.018 %CAS dia*
x100).
A pesar de los patrones contrastantes de crecimiento de la semilla y de la dindmica de
pérdida de humedad, fue posible normalizar el desarrollo de la semilla entre genotipos muy
disimiles (Fig. V1, g-i). El parametro c de la ecuacién [5] (CAS en madurez fisiolégica) fue
56 % CAS y no difirié entre los genotipos evaluados (P>0.05). Ademas, no hubo diferencias
significativas en la tasa de incremento del peso del grano (porcentaje del PSS final) entre los
genotipos (P>0.05).

Caracteristicas del desarrollo relacionadas a la acumulacion de cada constituyente de la
semilla

Los principales constituyentes quimicos de los granos pueden ser analizados
independientemente en términos de tasa y duracién de la acumulacion (Poeta et al, 2014).
Las diferencias en el contenido de proteina (mg semilla™®) a madurez estuvieron linealmente
muy relacionadas con la tasa de acumulacion de los genotipos pero no con la duracion
(R?=0.87, P<0.05) (Fig. IV.2a). No hubo relacion entre la tasa de acumulacion y la
concentracion de proteinas (P>0.05, Fig. IV. 2a); el genotipo AP-Semilla grande mostré la
mayor tasa de acumulacién de proteina (~2.65 mg dia™), mientras que los genotipos AP-
Semilla pequefia y Comercial tuvieron la menor tasa (~1 mg dia™) y no difirieron
estadisticamente (P>0.05). Como se esperaba de los analisis de crecimiento de la semilla,
los genotipos AP-Semilla grande y Comercial tuvieron el periodo mas largo de acumulacién
de proteina (36 y 39 dias, respectivamente) comparado con los AP-Semilla pequefa (26
dias; P<0.05).

El contenido de aceite de la semilla también estuvo positivamente asociado con la
tasa de acumulacion de aceite (R?=0.85, P<0.05) y no con el periodo de acumulacién (Fig.
IV.2b). La tasa de acumulacion de aceite no se correlaciond con la concentracién de
proteina del grano; la estrategias AP-Semilla grande y Comercial presentaron la tasa de
acumulacion de aceite mas rapida (1.13 y 1.29 mg aceite dia®, respectivamente) en
comparacion con la estrategia AP-Semilla pequefia (0.46 mg aceite dia™) (P<0.05, Fig. IV.
2b).

La variacion en el contenido de residual a madurez a través de los genotipos y los
afios estuvo linealmente relacionada (R?=0.71, p<0.0001) con la tasa (Fig. IV.2c). La
duracion, sin embargo, no explicd ninguna diferencia en el contenido de residual (P>0.05).

No hubo asociacion entre la tasa de acumulacion de residual y la concentracion proteica del

60



grano; el genotipo comercial tuvo un valor intermedio de 1.96 mg residual dia™, mientras
que los genotipos AP-Semilla pequefia y grande presentaron 1.01 y 2.86 mg residual dia™,
respectivamente (Fig. IV.2c, P<0.05).
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Fig. IV.2. Relacién entre los contenidos de (a) proteina, (b) aceite, y (c) residual de la
semilla y las tasas de acumulacion de cada componente para un genotipo Comercial, y dos
genotipos que expresan estrategias fisiologicas contrastantes para lograr alta concentracion
proteica (AP-Semilla grande y AP-Semilla pequefia) evaluados en dos campafias agricolas
(2011/12 y 2012/13). Los simbolos coloreados en negro son datos del afio 2011/12, los
simbolos color blanco son datos del afio 2012/13. Los cuadrados refieren al genotipo

Comercial; los triangulos refieren al genotipo AP-Semilla grande; y los circulos al genotipo
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AP-Semilla pequefia. Las lineas punteadas representan duraciones iguales para la

acumulacion de los distintos componentes.

Niveles transcripcionales de los genes evaluados

Los niveles de expresion de los genes se evaluaron a través de qPCR usando como gen de
referencia B —Tubulina. La estabilidad en la expresion se confirmd a través de un bajo
coeficiente de variacion (CV=4.8) y de diferencias no significativas entre las muestras
resultantes de un ANOVA (P>0.05).

La expresién relativa de los genes involucrados en la acumulacion de reservas fue
comparada entre los genotipos que expresaban estrategias diferentes para incrementar la
concentracion proteica. Los niveles de expresion de los genes AAP, DGAT y FPC
presentaron una interaccion significativa aflo x estrategia. Sin embargo, esta interaccién
explicd una baja proporcion de la variacion total en los niveles de los transcriptos en AAP y
DGAT (11% y 7% de la suma de cuadrados, respectivamente), y 38% en los niveles de
FPC. En el apéndice VI se detallan las interacciones. Debido a esta relativa baja variaciéon
explicada por la interaccion entre los niveles de expresion y afio, y para simplificar la
explicacion de los resultados, es que nos focalizamos en el efecto principal de la estrategia.

La expresion relativa de los genes AAP, FPC, DGAT y ACC mostr6 un
comportamiento similar en el estado de desarrollo evaluado (700 g kg™), con una expresion
relativa reducida en el genotipo AP-Semilla pequefia en comparacion con los otros
genotipos (Fig. IV. 3a-b-c-d). La mayor diferencia en expresion se observé en el gen AAP,
en el cual los genotipos AP-Semilla grande y Comercial tuvieron cuatro veces mayor
expresion que AP-Semilla pequefa (Fig. 1V.3a). Los niveles de los transcriptos en el gen
FPC fueron 2.6 veces mayores en AP-Semilla grande y Comerciales en comparacion con el
genotipo AP-Semilla pequefia (Fig.lV.3b). Los niveles de expresién de los genes DGAT y
ACC fueron dos veces mayores cuando se comparan los genotipos AP-Semilla grande y
pequefia (Fig. IV.3c-d).

Contrariamente, los niveles de los transcritos en ADPGP fueron mayores en AP-
Semilla pequefia y menores en Comercial (Fig. 3.e.); el cultivar Comercial no presentd
diferencias en los niveles de expresion de ADPGP con respecto a AP-Semilla grande
(P>0.05). Los niveles de expresion de TSAC no fueron significativamente diferentes para

ninguno de los genotipos evaluados (Fig. IV.3f)
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Fig. IV.3.: Expresion relativa de los genes aminoacido permeasa (AAP), fosfoenol piruvato
carboxilasa (FPC), transportador de sacarosa (TSAC), ADP-glucosa pirofosforilasa
(ADPGP), acetil-CoA carboxilasa (ACC) vy diacilglicerol acil transferasa (DGAT) para un
genotipo Comercial, y dos genotipos con estrategia contrastante para generar alta
concentraciéon de proteina de las semillas (AP-Semilla grande y AP-Semilla pequefia)
evaluados en dos campafias agricolas (2011/12 y 2012/13) en un mismo estado del
desarrollo (700 g kg™ humedad). Medias con diferente letra son significativamente diferentes
con un nivel de probabilidad del 0.05 (Test de comparaciones multiples de Fisher corregido

por el método de Bonferroni). Barras verticales indican el EE de la media.
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DISCUSION

En este capitulo presentamos los resultados de un experimento tendiente a entender el
desarrollo de la semilla, la acumulacién de reservas, y la expresion de genes de algunas
enzimas clave, en genotipos de soja con diferente composicion de la semilla. Estos
genotipos se evaluaron en ensayos de campo replicados, bajo condiciones de manejo
agrondémico convencionales, y en dos afios diferentes. Los resultados de este experimento
avalan el concepto de que una alta concentracién de proteina en las semillas de soja puede
impactar de manera diferencial sobre el desarrollo de la semilla y sobre la expresion de los
genes, dependiendo de la estrategia fisioloégica que esté rigiendo éste caracter. Muchos
trabajos han estudiado aspectos moleculares (ej. Golombek et al., 2001; Miranda et al.,
2001; Rolletschek et al., 2004; Go6tz et al., 2007) y procesos del desarrollo en la semilla (gj.
Rotundo et al., 2011; Poeta et al., 2014) que estan involucrados en la deposicién de proteina
en las semillas de leguminosas; sin embargo ninguno de éstos ha considerado las
estrategias fisioldgicas propuestas en el capitulo Il (Poeta et al., 2016) y evaluadas en éste
capitulo. El entendimiento de los procesos involucrados en la acumulacién de las principales
reservas del grano durante el desarrollo de la semilla y de los genes (asociados a la
acumulacién de proteina y aceite) que intervienen en estos procesos es critico para
identificar objetivos especificos para el mejoramiento de la calidad de las semillas.

Como fuera reportado en otros trabajos, el incremento en la concentracion de
proteina podria lograrse por aumentos mas que proporcionales en el contenido de proteina
(mg semilla™) o por reducciones méas que proporcionales en los contenidos de los otros
componentes de la semilla (Rotundo y Westgate, 2009; Ishii et al., 2010). Cambios en los
contenidos de los componentes de la semilla han sido determinados por diferentes
combinaciones de tasa y duracion de su acumulacién (Munier-Jolain et al., 1998; Egli y
Bruening, 2007; Rotundo y Westgate, 2009). Los resultados de este capitulo muestran que
patrones de desarrollo contrastantes relacionados a la tasa y duracién de la deposiciéon de
las reservas emergen de las estrategias evaluadas. Estos resultados estan en linea con la
idea de que la acumulacién de los diferentes constituyentes quimicos de la semilla estan
controlados de manera independiente (Jenner et al., 1991; Poeta et al., 2014). Por ejemplo,
el genotipo AP-Semilla grande (asociado a incremento en la concentracion de proteina por
un mayor contenido de proteina per se) exhibié la mayor tasa y duracion de acumulacion de
todos los constituyentes. Estos resultados estan en linea con Rotundo y Westgate (2009) y
Rotundo et al. (2011) en los cuales se comparan cultivares comerciales en contra de un set
de genotipos AP-Semilla grande. El genotipo AP-Semilla pequefia (asociado a incrementos
en la concentracion de proteina basados en reducciones en los contenidos de

aceite/carbohidratos) mostré6 un patrén opuesto; presenté la menor tasa y duraciéon del
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llenado de todos los componentes. El genotipo Comercial, fue similar a AP-Semilla pequefia
en la acumulacion de proteina, pero fue méas parecido a AP-Semilla grande en la tasa y
acumulacién de aceite. Esto es un claro indicio de que los procesos del desarrollo de la
semilla que determinan la composicién no estan asociados a la concentracién de proteina
per se, como fue previamente sugerido (Sinclair y De Wit 1975; Salado-Navarro et al., 1985).
En este sentido, un mejor entendimiento de los procesos de desarrollo que determinan la
composicion de la semilla requiere que se reconozcan estas estrategias fisiologicas
contrastantes en término de tamafio de grano para alcanzar alta concentracién de proteina
en los granos.

El uso de la pérdida de humedad de los granos como marco teérico hizo posible
normalizar el desarrollo de las semillas en genotipos con diferencias contrastantes en
composicion y tamafo de la semilla. Se ha demostrado que este tipo de procedimientos es
adecuado en diferentes genotipos, ambientes y especies (Swank et al., 1987; Calderini et
al., 2000; Borras y Westgate, 2006). Aqui proponemos que éste paso es critico para
comparar correctamente los niveles de expresion durante el desarrollo de la semilla. El uso
de dias calendarios en lugar de la concentracion de humedad de las semillas para referirse
al desarrollo de la semilla hubiera sido erréneo para comparar los genotipos, debido a que
difieren en la duracién final del ciclo.

Cuando se compara la expresion relativa de genes, en semillas con 70 mg mg™ x
100 de humedad (lo que equivale a 50% del peso final de los granos en todos los
genotipos), se descubre que es posible tener el mismo nivel de concentracion de proteina en
genotipos que tienen patrones contrastantes de expresion génica. Especificamente,
encontramos niveles elevados de trascriptos de algunos genes involucrados directamente
(AAP) o indirectamente (FPC) en la sintesis de proteina en genotipos con alta concentracion
de proteina y granos grandes. Por otro lado, encontramos que la alta concentracion de
proteina en el genotipo AP-Semilla pequefia estuvo relacionado con un bajo nivel de
expresion de genes involucrados en la sintesis de aceite (DGAT y ACC). Estos resultados
concuerdan con los de Lardizabal et al. (2008) y Roesler et al. (1997) en los cuales altos
contenidos de aceite fueron logrados por la sobreexpresion de DAGT o ACC
respectivamente. Para entender mejor los mecanismos moleculares involucrados en los
procesos de acumulacion de reservas en los granos es necesaria mas informacion sobre las
regulaciones post-transcripcionales y post-trasduccionales (Hills, 2004).

En base a estudios previos de sobreexpresion de los genes FPC (Rolletschek et al.,
2004; Radchuk et al., 2007), TSAC (Rosche et al., 2002), y AAP (Miranda et al., 2001,
Rolletschek et al., 2005) en leguminosas, se esperaba una mayor expresion de alguno de
éstos genes en la estrategia AP-Semilla grande en comparacion con el genotipo Comercial.

Sin embargo, esta expectativa se basa en el preconcepto de que la composiciéon de los
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granos es determinada por el embrién. Evidencias recientes en soja muestran que hay un
fuerte control de la planta madre en la expresion de alta concentracién de proteina en las
semillas cuando ésta es determinada por la estrategia AP-Semilla grande (Rotundo et al.,
2009, 2011). Este control materno ocurre cuando los asimilados (sacarosa y aminoacidos)
alcanzan el apoplasto de la semilla (Hanson, 1986, 1991). En efecto, los genotipos
comerciales que tienen concentracion de proteina estandar pueden ser “convertidos” en
genotipos alta proteina a través del incremento en la cantidad de asimilados via tratamientos
manipulativos de desvainado (Rotundo et al., 2009, 2011). Debido a que no hubo diferencias
en expresion entre el genotipo AP-Semilla grande y el cultivar Comercial, una posible
explicaciéon podria ser que para estas estrategias el suministro de asimilados a los granos

fue la caracteristica importante, y no el nivel de expresién de los genes bajo estudio.
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CONCLUSION

Este trabajo provee un enfoque novedoso para estudiar la concentracion de proteina,
enfatizando (i) la importancia de analizar la acumulacion de los constituyentes quimicos del
grano de manera independiente durante el llenado, (i) la existencia de dos estrategias
fisiol6gicas para lograr alta concentracion de proteina, (iii) el uso de la humedad del grano
para normalizar el desarrollo de la semilla en experimentos de expresion geénica, y (iv) el
concepto de que alta concentracién proteica puede ser lograda a través de diferentes
patrones de expresién de algunos genes asociados a la acumulacion de reserva. El paso
siguiente incluye una caracterizacion de una mayor cantidad de genesy genotipos de modo

de poder extrapolar estos resultados a otros cultivares.
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CAPITULO V

DESARROLLO DE POBLACIONES SEGREGANTES DE ALTA CONCENTRACION DE
PROTEINA A PARTIR DE PARENTALES DE SOJA CON ESTRATEGIAS FISIOLOGICAS
CONTRASTANTES

INTRODUCCION

Los cultivares de soja mas difundidos en Argentina se caracterizan por presentar alto
rendimiento y alta concentracion de aceite pero baja concentracion de proteinas (Cuniberti y
Herrero, 2006). Debido a esto, existe gran interés por el desarrollo de lineas con alta
proteina y alto rendimiento. A pesar de que la seleccién por alta concentracién proteica en
soja es factible (Cober y Voldeng 2000, Orf et al. 2004), los incrementos estan asociados
con bajo rendimiento (Hartwig y Hinson 1972; Brim y Burton 1979; Helms y Orf 1998). La
respuesta a la seleccion para estos caracteres dependera en gran medida de su
heredabilidad y del grado de correlacién que exista entre estos. El caracter concentracion
de proteina de las semillas es altamente heredable (H* 0.80; Burton,1985), mientras que el
rendimiento en grano tiene una heredabilidad menor (H?:0.40; Burton, 1987). Por otro lado,
ambos caracteres son muy afectados por el ambiente y por las condiciones de manejo
(Medic et al., 2014). Por lo tanto, entender los mecanismos genéticos y fisioldgicos que
estan involucrados en la correlacion negativa entre ambos caracteres es clave para tener
éxito en el proceso de mejora.

Numerosos estudios se llevaron a cabo con el fin de entender mejor las bases
genéticas que determinan la concentracién de proteinas y el rendimiento. Algunos, sugieren
que la correlacion negativa entre rendimiento y proteina podria deberse a ligamientos
genéticos o a efectos pleiotrépicos (Nichols et al., 2006). En trigo, varios autores sefialan
que seria poco probable que dicha correlacion esté regida por efectos pleiotropicos. Si esto
fuera asi, no seria posible mejorar ambos caracteres a través de hibridacion y seleccion
deliberada (Middlenton et al., 1954; Stuber et al., 1962). En soja, se ha intentado eliminar o
disminuir las correlaciones debidas a ligamientos via recombinacion, sin embargo, los
resultados han sido inconsistentes. Por ejemplo, Cober y Voldeng (2000) lograron
poblaciones con correlaciones negativas muy bajas o nulas entre rendimiento y proteina
mientras que en otras no fue posible romper dicha correlacion. Leffel y Rhodes (1993)

usaron cruzamientos biparentales entre padres alta proteina seguido de seleccion de semilla
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individual y lograron lineas con 446 a 545 g kg ™ de proteina. Sin embargo, las lineas AP
presentaron menor rendimiento y peor comportamiento cuando las condiciones ambientales
eran favorables, en comparacion con los genotipos comerciales.

Otros autores intentaron explicar las causas de esta correlacion negativa desde el
punto de vista bioenergético. Se basaron en que aumentar tanto la concentracion de
proteina como el rendimiento (més carbohidratos en los granos 0 mas numero de granos)
requiere de una mayor disponibilidad de fotoasimilados o una mayor eficiencia en la
utilizacion de los mismos (Sinclair y de Wit, 1975). Segun estos autores, el mejoramiento de
ambos caracteres simultdneamente conlleva a una competencia por esqueletos carbonados
y por la energia derivada de los fotoasimilados requeridos tanto en la sintesis de proteinas
como en la de carbohidratos (Sinclair y de Wit, 1975; Bhatia y Rabson, 1976). Sin embargo,
otros afirman que, en general, los aumentos en el porcentaje de proteinas reducen la
concentracion de aceite de los granos (Wilson, 2004) cuyo costo energético es ain mayor
gue el de la sintesis proteica o de carbohidratos. Por lo tanto, el costo de producir una
unidad de tejido de semilla con mas proteina, en unidades glucosa, deberia ser menor (Egli
y Bruenning, 2007). Debido a que los mecanismos que gobiernan dicha correlacién negativa
siguen sin ser esclarecidos, el desafié de los mejoradores radica en identificar la variabilidad
genética adecuada y seleccionar genotipos con las combinaciones genéticas correctas.

El mejoramiento orientado al incremento de la concentracion de proteina en grano se
ha focalizado (consciente o inconscientemente) en la estrategia de aumento de contenido de
proteina (AP-Semilla grande; Rotundo et al., 2009). En el capitulo Il de ésta tesis, se sugirio
que una alternativa a esta estrategia consiste en lograr alta concentracién de proteina a
través de reducciones mas que proporcionales en los contenidos de aceite ylo
carbohidratos en semillas pequefias. Los resultados mostraron que es necesario considerar
el impacto diferencial del tamafio de la semilla sobre el funcionamiento del cultivo al
momento de seleccionar donantes AP (Poeta et al., 2016). Por ejemplo, se propuso que la
seleccién de un donante AP de grano pequefio seria, hipotéticamente, beneficioso, en
relaciébn a parentales con mayor tamafio de grano, debido a que los primeros producen
mayor area foliar, mayor contenido de N vegetativo al comienzo de llenado de granos
(mayor reservorio de N), mayor biomasa, mayor fijacion de granos, y menor requerimiento
de asimilados por semilla. Para testear esta hipGtesis, en este capitulo se propone
cuantificar la correlacion existente entre rendimiento y porcentaje de proteina en poblaciones
construidas a partir de padres que aumentan la concentraciébn de proteina a partir de

estrategias distintas.
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Hipétesis especifica

El grado de correlacion negativa entre rendimiento y concentracion de proteina de una
poblacion segregante derivada de la cruza entre un cultivar estandar de alto rendimiento y
un donante de alta concentracion de proteina depende de la estrategia que posee el
donante de alta proteina

Objetivos especificos
Cuantificar la correlacién existente entre rendimiento y porcentaje de proteina en

poblaciones de lineas segregantes construidas a partir de padres de alta proteina generada

a partir de estrategias distintas.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron nueve genotipos de soja con diferente composicién y peso de grano: tres
cultivares alta proteina de semilla grande (AP-Semilla grande), tres cultivares alta proteina
de semilla pequefa (AP-Semilla pequefia) y tres cultivares comerciales nacionales de alto
rendimiento pero con tamafio de grano y concentracion de proteina promedio. Un mayor
detalle de las caracteristicas de los genotipos se encuentra en la seccién Materiales y
Métodos en el capitulo Il de esta tesis.

El esquema de generacién de poblaciones consistio en cruzamientos biparentales
entre un genotipo Comercial de alto rendimiento y, un donante alta proteina (AP-Semilla
pequefia; y AP-Semilla grande). En la tabla V.1. se detallan los cruzamientos.
Posteriormente, para avanzar las lineas hasta una generacién F6 (semillas) se utilizé la
metodologia de descendiente de semilla individual (“single pod descend”) (Funada et al.,

2013). Se recurrié a un avance generacional en contra estacion.

Tabla V.1.: Esquema de cruzamientos para la generacion de seis poblaciones. Los
parentales que se utilizaron fueron: tres genotipos Comerciales, con tamafio de grano y
proteina promedio; tres genotipos AP-Semilla grande, con alta concentracién de proteina
debido a alto contenido de proteina; tres genotipos AP-Semilla pequefia, con alta
concentracion de proteinas por reducciones mas que proporcionales en los contenidos de
aceite y carbohidratos. Se adjunta en la tabla el nimero de lineas F5 logradas y, cuyas

semillas F6 se utilizaron en evaluaciones de rendimiento y concentracion proteica.

Poblacién Cruzamiento Parental alto Parental alta N° de
rendimiento proteina lineas

Comercial x AP-Semilla pequeiia NK34 PI196177 106

Comercial x AP-Semilla grande NK34 PI555396 128

3 Comercial x AP-Semilla pequeia DM 3100 PI518757 129

Comercial x AP-Semilla grande DM 3100 PI1538376 89

Comercial x AP-Semilla pequefia SPS 3X1 P1398970 93

Comercial x AP-Semilla grande SPS 3X1 IA3011 97
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Experimento de campo

Individuos F5 se sembraron durante la campaia 2015-2016 en el Campo Experimental
Villarino, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Rosario, en Zavalla,
Argentina. Las fechas de siembra fueron 24 de Noviembre y 28 de Diciembre. Las fechas de
siembra fueron utilizadas como repeticion ambiental para testear las diferencias genotipicas
bajo condiciones ambientales que influencian el caracter concentracién de proteinas (Medic
et al., 2014). Debido a la cantidad de semillas limitada, las parcelas consistieron en 1 surco,
de 3.5 metros de largo y el espacio entre surcos fue de 0.52 metros. La densidad de plantas
a cosecha promedio fue de 25 plantas m™. Las semillas se inocularon con Bradyrhizobium
previo a la siembra. Se realizaron controles quimicos de plagas y enfermedades y malezas

segun recomendaciones.

Variables medidas

Los estadios reproductivos (Fehr y Caviness, 1977) se determinaron dos veces por semana
sobre 2 metros lineales en cada parcela. Los estadios relevados fueron R1 (comienzo de
floraciéon), R5 (comienzo de llenado de granos) y, R7 (madurez fisiol6gica). En R8 (madurez
comercial), se cosecharon a mano 2 metros y se trillaron con maquina estatica. El periodo
de llenado de granos efectivo (PLLG) fue determinado por los dias transcurridos entre R5 y
R7 (Egli et al., 1981).

El rendimiento en grano (peso de las semillas por unidad de &rea en R7) fue
expresado en base seca. Los componentes numéricos del rendimiento se determinaron
usando la muestra en R8. Se contaron y pesaron cien semillas para determinar el peso
individual de las mismas. El nimero total de semillas fue calculado como la relacion entre el
rendimiento y el peso individual de la semilla.

La concentracion de proteina fue estimada por medio de NIRS (Espectroscopia de
infrarrojo cercano, Infratec 1241, Foss, Denmark) y expresada en base seca. El equipo de
NIRS tiene ecuaciones de calibracion desarrolladas por la Universidad Nacional de Rosario
en cooperacion con Foss Argentina. La calibraciéon del NIR contempla genotipos de
tegumento verde. El contenido o rendimeinto de proteina (kg ha™) se calculé como el

producto entre el rendimiento y la concentracion de proteina.

Analisis estadistico

Para este experimento el disefio experimental consistié en un disefio en bloques completos
aleatorizados con dos repeticiones. La informacion fue analizada usando un modelo lineal
generalizado (GLM) con el programa SAS 9.1 (SAS Institute, 1999). El modelo incluy6

bloque, tamafio de la semilla (AP-Semilla pequefia, AP- Semilla grande y Comercial), y
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genotipo anidado dentro de la categoria “tamafo de semilla” como factores principales. Se
consideraron diferencias significativas con un nivel de probabilidad del 5%. Las medias
individuales fueron comparadas con una prueba de diferencia minima significativa (DMS).

Para investigar la relacion entre la concentracion de proteina y el rendimiento se
calcularon los coeficientes de correlacién de Pearson para cada poblacion.

La estimacion de heredabilidad en sentido estricto (h?) para cada una de las seis
poblaciones se hizo a partir de los cuadrados medios resultantes de un andlisis de la
variancia (ANOVA) segun Hallauer y Miranda Filho (1988):

h? = (0%c) / (0°c + 0%) [6]

0’ = (CME - CMD) / R (7]

donde o’ es la varianza genética, o’ es la varianza ambiental, CME es el cuadrado medio
entre las lineas y equivale a la varianza fenotipica (0% + 0% + R), CMD es el cuadrado
medio dentro de la linea y equivale a la varianza ambiental, y R es el numero de
repeticiones. La heredabilidad en sentido estricto (h?) pudo ser estimada por medio de la
ecuacion [6] debido a que las lineas evaluadas de cada poblacién provienen de una
poblacion original F2 (donde la dominancia se considera ausente o muy pequefia ya que se
trata de cruzamientos bi-parentales en plantas autbgamas) por lo que se asume que las
frecuencias Hardy-Weinberg son p=q= % . A su vez, la generacion filiar evaluada (semillas
F6) presenta un nivel de consanguinidad cercano a 1(F ~ 1), por lo que 6%; = 64 (varianza
aditiva) (Hallauer y Miranda Filho ;1988).
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RESULTADOS

En este capitulo evaluamos seis poblaciones construidas a partir de la cruza de genotipos

de alto rendimiento (Comerciales),
diferente tamafio de semilla (AP-Semilla grande y AP-Semilla pequefa).

con donantes de alta concentracion de proteina con

Las seis

poblaciones presentaron un amplio rango de variacion en relacién a la concentracién de

proteinas (g kg™), el rendimiento en grano (kg ha®) y, el rendimiento de proteina de los
granos (kg ha™) (Fig. V.1.).
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Fig.V.1: Concentracion de proteina en funcion del rendimiento para lineas F5

correspondientes a cada una de las seis poblaciones evaluadas.

Las lineas punteadas

indican combinaciones de concentracion de proteina y rendimiento para un mismo
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rendimiento de proteina en las semillas a madurez. Poblaciones 1, 3 y 5 hacen referencia a
la cruza de un parental Comercial con un parental de alta concentracion de proteina y
semilla pequefia; las poblaciones 2, 4 y 6 hacen referencia al cruzamiento de un parental
Comercial y un parental alta proteina de semilla grande. Circulos rojos y azules refieren a
los parentales de alto rendimiento y alta proteina respectivamente. Cada valor es un
promedio de dos repeticiones.

La concentracion de proteina varié desde 343 a 469 g kg™ (Fig.V.1.). Las poblaciones
pertenecientes al cruzamiento Comercial x AP-Semilla grande  presentaron menor
concentracion que las del cruzamiento Comercial x AP-Semilla pequefia (403 y 405 g kg™
respectivamente; P < 0.05; Tabla V.2.). Comercial x AP-Semilla grande presenté un 3% de
lineas con significativamente mas concentracion proteica que el donante AP, y Comercial x
AP-Semilla pequefia un 5%. Cuando se toman en consideracién las poblaciones de manera
individual, la concentracion de proteina promedio fue 403, 414, 404, 398, 412 y 392 g kg ™
para la poblacibn 1 a 6 respectivamente. La poblacion 1 presenté 2% de lineas con
significativamente mayor concentracion de proteina que su parental AP; la poblacién 3 un
1%; la poblacién 4 un 2%; la poblacién 5 un 13% y la poblaciéon 6 un 7 %. La poblacion 2,
perteneciente al cruzamiento de un genotipo comercial por semilla grande, no presento

ninguna linea con mayor concentracion proteica que su parental AP.

Tabla V.2.: Andlisis de varianza para concentracion de proteina, rendimiento en grano y

rendimiento de N para las dos categorias de cruza y genotipos evaluados.

Concentracion de Rendimiento  Contenido de

proteina en grano proteina

(g kg™ (kg ha™) (kg ha™)
Significancia estadistica GL Valor P (DMS) Valor P (DMS) Valor P (DMS)
Bloque 1 *kk *k*k *k%k
Tipo de cruza 1 **(2) ***(58) **(23)
Genotipo (Tipo de cruza) 653 ***(32) ***(1003) ***(406)

* Significativo al 0.05 nivel de probabilidad.
** Significativo al 0.01 nivel de probabilidad.
***Sjignificativo al 0.001 nivel de probabilidad.
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El rendimiento en grano presenté una variacion de 3500 kg ha™ entre todas las
poblaciones estudiadas. Cuando se comparan los dos tipos de cruzamientos, la cruza
Comercial x AP-Semilla grande present6 187 kg ha™ mayor rendimiento que Comercial x
AP-Semilla pequefia (P < 0.001; Tabla V.2.). Unicamente el 1% de lineas present6 un
rendimiento en grano significativamente mayor que su donante de alto rendimiento (P <
0.001; Tabla V.2.). Las lineas que mas rindieron fueron las que cosecharon mayor cantidad
de proteina (kg ha™) a madurez. Un total de seis lineas presentaron significativamente mas
contenido de proteina que su progenitor de alto rinde.

Sin embargo, de un total de 642 lineas evaluadas, ninguna linea presento
simultdneamente mas rendimiento y mas concentracion de proteina que su donante alto
rendimiento y alta proteina respectivamente.

Por otro lado, se calcularon los coeficientes de correlacion entre el rendimiento en
grano y la concentracion de proteina a cosecha para cada una de las poblaciones
evaluadas. Los resultados muestran que no hubo asociacién entre la concentracion de
proteina y el rendimiento en cuatro de las seis poblaciones bajo estudio (P > 0.05; Tabla
V.3.). De estas cuatro poblaciones, tres correspondieron a la cruza AP-Semilla pequeia. Las
poblaciones 2 y 4 presentaron una correlacion estadisticamente significativa y negativa entre
ambos caracteres (P < 0.001 y P < 0.01 respectivamente; Tabla V.3.)

Tabla V.3.: Andlisis de correlacion de Pearson entre concentracion de proteina y

rendimiento para cada una de las seis poblaciones evaluadas.

o . Parental alto Parental alta Coeficiente 2 Valor
Poblacion Cruzamiento I . R
rendimiento proteina de Pearson P
1 Comercial x AP-Semilla pequefia NK34 P1196177 0.1727 0.02980 n.s.
2 Comercial x AP-Semilla grande NK34 P1555396 -0.3643 0.13270 rrx
3 Comercial x AP-Semilla pequefia DM 3100 P1518757 -0.0559 0.00310 n.s.
4 Comercial x AP-Semilla grande DM 3100 P1538376 -0.2834 0.08030 *x
5 Comercial x AP-Semilla pequefia SPS 3X1 P1398970 0.0044 0.00001 n.s.
6 Comercial x AP-Semilla grande SPS 3X1 IA3011 -0.0625 0.00390 n.s.

* Significativo al 0.05 nivel de probabilidad.
** Significativo al 0.01 nivel de probabilidad.
***Sjignificativo al 0.001 nivel de probabilidad.
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La heredabilidad en sentido estricto promedio (h?) para la concentracion de proteina
fue mayor para el cruzamiento Comercial x AP-Semilla pequefia (0.32 vs.0.28). La poblacion
5 fue la que present6 la mayor h? (0.38), y la poblacién 2 la menor (0.20) (Tabla V.4.).

Tabla V.4.: Estimacion de la heredabilidad en sentido estricto (h?) para rendimiento y
concentracion de proteina en las seis poblaciones de soja evaluadas. Las poblaciones 1, 3y
5 pertenecen a la cruza Comercial x AP-Semilla pequeia; las poblaciones 2, 4 y 6

pertenecen a la cruza Comercial x AP-Semilla grande.

Poblacion Poblacién Poblacién Poblacién Poblacién Poblaciéon

1 2 3 4 5 6
h® concentracién proteica 0.24 0.20 0.35 0.36 0.38 0.29
h*rendimiento 0.36 0.28 0.30 0.22 0.30 0.30

Para el caracter rendimiento, la h? promedio fue también mayor en las poblaciones
del cruzamiento Comercial x AP-Semilla pequefa. La poblacion 1 fue la que presenté mayor
heredabilidad y la 4 la menor (0.36 y 0.22, respectivamente). Estos valores de h? son

menores a otros previamente reportados (Burton, 1985).
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DISCUSION

En este capitulo se evalué la correlacion existente entre rendimiento y porcentaje de
proteina de las semillas de soja en poblaciones construidas a partir de padres que aumentan
la concentracion de proteina a partir de estrategias distintas (ej. semilla grande vs. semilla
pequefa). Los resultados de este trabajo aportan evidencias a favor de la idea de que la
inclusién de parentales AP con semillas pequefias (AP-Semilla pequefia) a esquemas de
mejoramiento tradicionales podria abrir la posibilidad de romper la correlacion entre rinde y
proteina. Muchos estudios han tenido como objetivo el mejoramiento simultaneo de la
concentracion proteica de las semillas y del rendimiento, sin embargo los resultados han
sido inconsistentes. Por ejemplo Brim y Burton (1979) y Cober y Voldeng (2000) lograron
disminuir el grado de correlacibn negativa entre proteina y rendimiento en algunas
poblaciones, mientras que en otras no fue posible romper dicha correlacion. Leffel y Rhodes
(1993) lograron seleccionar lineas con alta concentracion de proteina, pero éstas
presentaron menor rendimiento y peor aptitud ante condiciones ambientales favorables en
comparacion con los genotipos comerciales. Por lo tanto, reconocer la existencia de
diferentes estrategias (ej.: semillas grandes vs. semillas pequefias) al momento de
seleccionar por rinde y concentracion proteica seria relevante para llevar a cabo una mejora
genética més eficiente y rapida.

El ritmo de mejora o progreso genético de una poblacion depende de la exactitud con
la que se puedan identificar a los parentales superiores (Falconer y Mackay, 1996). A pesar
de esto, muchos de los estudios tendientes a desarrollar cultivares de alta proteina y alto
rendimiento se focalizaron en la evaluacion de diferentes metodologias de mejora genética
pero no hicieron hincapié en los criterios de seleccién de los parentales AP (Cober y
Voldeng , 2000; Wilcox y Cavins,1995; Brim y Burton, 1979; Xu y Wilcox, 1992). En general,
estos trabajos han seleccionado indirectamente parentales con alta concentracién y alto
contenido de proteina en las semillas (AP-Semilla grande) y no han considerado la
alternativa que fuera propuesta en el capitulo Il (AP-Semilla pequefia) y testeada aqui. Los
resultados muestran que la correlacién entre rendimiento y concentracion proteica fue nula
(estadisticamente no significativa) cuando los donantes AP eran genotipos AP-Semilla
pequefia (genotipos con alta concentracion de proteina debido a reducciones mas que
proporcionales en aceite y carbohidratos). Sin embargo, cuando el donante era un genotipo
AP-Semilla grande (genotipos con alta concentraciébn de proteina por aumentos en el
contenido de proteina per se) la correlacion entre ambos caracteres fue estadisticamente
signficativa y negativa en dos de las tres poblaciones evaluadas. Algunos trabajos sugieren
que la utilizacién de un gran nimero de parentales y de poblaciones mas grandes es mejor

al momento de mejorar caracteres de herencia cuantitativa (Ladejobi et al, 2016). Segun
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éstos resultados, seria mas importante reconocer primero que estrategias fisiolégicas son
las que gobiernan el caracter de interés entre los parentales a utilizar.

Por otro lado, la respuesta a la seleccién esta directamente relacionada con la
heredabilidad del caracter que se quiere mejorar, por lo que es relevante su estimacion
(Falconer y Mackay 1996). En un estudio genético la funcién de la heredabilidad (h?) radica
en su rol predictivo, es decir cuan confiable es el valor fenotipico en la prediccion del valor
aditivo de un caracter. El valor fenotipico es el que puede medirse directamente, pero es el
valor aditivo el que determina su influencia en la generacion siguiente (Falconer y Mackay
1996). Debido a esto, el mejorador deberia elegir parentales con alta h? para tener éxito en
el cambio de alguna caracteristica de una poblacién. En este trabajo, la h® para la
concentracion de proteina y el rendimiento en las poblaciones pertenecientes al cruzamiento
Comercial x AP-Semilla pequefia fue alta (~0.32) segun la escala propuesta por Dabholkar
(1992). En el caso de las poblaciones resultantes del cruzamiento Comercial x AP-Semilla
grande la h? fue méas baja para ambos caracteres (~0.28 proteina y ~0.26 rendimiento;
Dabholkar, 1992). Estos valores de h? son menores a otros previamente reportados (Burton,
1985; Panthee, 2004; Cober y Voldeng, 2000). Sin embargo, estos autores en general
refieren a estimaciones de heredabilidad en sentido amplio (H?) las cuales en general son
mayores que estimaciones de la heredabilidad en sentido estricto (h?. Segin estos
resultados, la utilizacion de parentales AP con semilla pequefia podria generar una mayor
respuesta a la seleccién para concentracion de proteina de las semillas y rinde en
comparacion con la utilizacion de parentales con la estrategia opuesta (AP-Semilla grande).
La h? es una propiedad del caracter, de la poblacién y del ambiente bajo el cual el fenotipo
del caracter fue medido, y su estimacion variara segun la magnitud de cada uno de los
componentes de la varianza (Falconer y Mackay 1996). La variabilidad fenotipica de los
caracteres evaluados en este capitulo (caracteres cuantitativos) tiene un componente
ambiental relativamente grande en comparacibn con el componente genético
correspondiente. Debido a esto entendemos que es necesario testear la consistencia de

éstos resultados en un mayor nimero de ambientes y repeticiones.
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CONCLUSIONES

Este trabajo se testeé un nuevo enfoque para estudiar la correlacion negativa entre
rendimiento y proteina haciendo hincapié en la existencia de dos estrategias fisiolégicas
para lograr alta concentracion proteica (AP-Semilla grande y AP-Semilla pequefia).

En base a éstos resultados podemos concluir que el grado de correlacion negativa
entre rendimiento y concentracion de proteina de una poblacién derivada de la cruza entre
un cultivar estandar de alto rendimiento y un donante de alta concentracion de proteina

dependeria de la estrategia que posee el donante de alta proteina.
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CAPITULO VI

DISCUSION GENERAL

Numerosos estudios se han llevado a cabo con el fin de dilucidar los mecanismos que rigen
la composicion de los granos y el rendimiento. Un aspecto hasta ahora ignorado en este tipo
de trabajos es que aumentos en la concentracion de proteina pueden lograrse a partir de
dos estrategias fisiol6gicas contrastantes: (1) AP-Semilla grande basada en aumentos en
contenido (mg semilla™) de proteina en la semilla manteniendo constante los contenidos de
aceite y carbohidratos; (2) AP-Semilla pequefia que consiste en reducciones en los
contenidos de aceite y/o carbohidratos manteniendo constante el contenido de proteina.
Estudios tendientes a investigar las bases fisioldgicas que rigen el caracter
concentracion de proteina en los granos, y su relacién con el crecimiento y el desarrollo del
cultivo han evidenciado que la composicion de la semilla tiene una gran influencia sobre el
funcionamiento del cultivo (Egli., 1998). Sinclair y de Wit (1975, 1976) han hipotetizado que
los altos requerimientos de nitrégeno de la semilla generan una senescencia acelerada
debido a la removilizacién de nitrégeno foliar. Esta senescencia acelerada reduce el periodo
de llenado de los granos, y repercute, en dUltima instancia, negativamente sobre el
rendimiento. Salado-Navarro et al., (1985) tested ésta hipétesis en cultivares de soja que
diferian en concentracion de proteina y demostré que los genotipos con mayor
concentracion presentaban una senescencia foliar acelerada y un periodo de llenado mas
acotado. Un aspecto clave es que estos trabajos ignoraron la existencia de las diferentes
estrategias determinantes de alta concentracion de proteina. Por ejemplo, ¢se produce una
senescencia foliar acelerada en cultivares de alta proteina determinada sélo por la estrategia
AP-Semilla grande, o es algo comin a ambas estrategias? A pesar de que las
investigaciones de Salado-Navarro et al. (1985) son consistentes con la hipétesis de Sinclair
y de Wit (1975, 1976), otras no han encontrado relacion entre la proteina de las semillas y N
redistribuible durante el desarrollo de las semillas. Egli y Bruening (2007b) plantearon que
altas concentraciones proteicas no reducen la tasa de crecimiento individual de las semillas
de soja ni acortan el periodo de llenado ¢seran éstos resultados consistentes con las dos
estrategias AP planteadas en ésta tesis? En base a las experimentaciones llevadas a cabo
en ésta tesis, encontramos que la seleccion por alta concentracion de proteinas en la semilla
impactaria de manera diferencial sobre el crecimiento y el desarrollo del cultivo dependiendo
del mecanismo que esté rigiendo al caracter de interés. Los resultados del capitulo Il
muestran que los genotipos AP de semillas grandes se asociaron con un periodo de llenado
de granos mas largo, tasas de crecimiento de las semillas mas aceleradas y mayor cantidad

de asimilados disponibles por grano comparado con la otra estrategia AP. En cambio, la
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estrategia AP-Semilla pequefia presentd mayor area foliar a comienzos de llenado, y una
tasa de senescencia mas acelerada (en relaciéon a la pérdida de area foliar y del contenido
de N por unidad de superficie), en comparacion con la primera estrategia, y produjo el
mismo rendimiento biolégico que los genotipos comerciales.

Por otro lado, evidencias previas en trigo sugieren que seleccionar cultivares con
mayor capacidad de almacenamiento de N en 6rganos no fotosintéticos, como los tallos,
permitiria traslocar mayores cantidades de N hacia los granos sin reducir la capacidad
fotosintética de la planta (Bertheloot et al., 2008). En base a éstas investigaciones cabe
preguntase, ¢habran diferencias en particibn de N en genotipos que expresan distintas
estrategias (AP-Semilla grande o pequefia)? Los resultados del capitulo Ill de esta tesis
muestran que no hubo diferencias en cuanto al indice de cosecha de nitrbgeno entre las
estrategias evaluadas. Sin embargo, los genotipos AP-Semillas pequefias presentaron
mayores aportes de nitrégeno en los granos provenientes de removilizacion del N foliar, en
comparacion con la categoria AP de granos grandes. Ademas, la estrategia de granos
pequefios, se asocié con un mayor reservorio de N vegetativo a inicios de llenado pero no la
otra estrategia AP. Los genotipos de alto rendimiento evaluados fueron los que cosecharon
mayor contenido de N en los granos maduros.

Estudios bioquimicos relacionados a la composicién de los granos en leguminosas
sugieren que la sobre-expresion de transportadores de sacarosa y aminoacidos es
importante para determinar aumentos en concentracion de proteina debidos a mayor
contenido de proteina (AP-Semilla grande). ¢, Seria esperable que genotipos que expresen la
estrategia AP-Semilla pequefia tengan una menor expresion de transportadores sacarosa y
aminoacidos? Efectivamente, en el experimento correspondiente al capitulo IV de esta tesis
(Poeta et al.,2017), se encontraron niveles bajos de trascriptos del trasportador de
aminoacidos (AAP) en la estrategia AP-Semilla pequefia. En cuanto al trasportador de
sacarosa evaluado (TSAC), no se encontraron diferencias significativas entre las estrategias
evaluadas . Otros estudios sugieren la importancia de algunas enzimas claves involucradas
en el metabolismo de carbohidratos para incrementar la concentracion de proteinas. Por
ejemplo en Vicia narbonensis la concentracion de proteina en la semillas se ha
incrementado a partir de la sobreexpresion de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (FPC;
Rolletschek et al., 2004) por una una mayor disponibilidad de esqueletos carbonados para la
sintesis de proteinas. A su vez, la inhibiciobn de la expresion de la enzima ADP-Glucosa
pirofosforilasa resulté en un aumento de concentracion de proteina en esta especie
(ADPGP; Weber et al., 2000; Rolletschek et al., 2002). ¢ Seria esperable que los cultivares
de soja que presentan una estrategia AP-Semilla pequefia presenten una menor expresion
de genes que codifican para enzimas que intervienen en la determinacién del contenido de

carbohidratos? La misma pregunta podria hacerse para la expresion de genes que
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intervienen en el metabolismo de lipidos, como por ejemplo ACC y DGAT. Nuestros
resultados arrojaron que los niveles de los transcriptos del gen FPC fueron 2.6 veces mayor
en AP-Semilla grande en comparacion con el genotipo AP-Semilla pequefia. Contrariamente
a lo esperado, los niveles de los transcritos en ADPGP fueron mas elevados en AP-Semilla
pequefia. Por otro lado, encontramos que alta concentracion de proteina en genotipos AP-
Semilla pequefia estuvieron relacionados con bajo nivel de expresién de genes involucrados
en la sintesis de aceite (DGAT y ACC). Los resultados de éste experimento corresponden a
un andlisis de seis genes y tres genotipos de soja con diferente composicion y peso de
grano. Para poder extrapolar las conclusiones de éste experimento a otros cultivares seria
necesario llevar a cabo un andlisis mas robusto de genes y genotipos. Por ejemplo, esto
podria llevarse a cabo mediante la técnica de RNA seq (secuenciacibn masiva del
transcriptoma) y una posterior diseccion de las rutas metabdlicas asociadas al llenado de los
granos segun las diferentes estrategias propuestas.

El objetivo final de éstos estudios reside en conocer los mecanismos involucrados en
la correlacién negativa entre concentracién de proteina y rendimiento para poder llevar a
cabo un proceso de mejora genética eficaz. Es sabido que la seleccion por alta
concentracion proteica en soja es factible (Cober y Voldeng 2000, Orf et al. 2004), sin
embargo los incrementos estan usualmente negativamente correlacionados con el
rendimiento (Hartwig y Hinson 1972; Brin y Burton 1979; Helms y Orf 1998). En algunos
estudios genéticos se evaluo si ésta correlacion se debia a ligamientos genéticos o a efectos
pleiotrépicos (Nichols et al., 2006). Sin embargo, los resultados han sido inconsistentes. En
algunas poblaciones se han logrado correlaciones negativas muy bajas o nulas entre
rendimiento y proteina mientras que en otras no fue posible romper dicha correlacion (Cober
et al. 2000). En estas evaluaciones, sin embargo, no se tuvo en cuenta la posible existencia
de las estrategias arriba mencionadas. En relacién a esto surge la pregunta: ¢Es posible
eliminar la correlacion negativa entre rinde y concentracién de proteina cuando esta ultima
esta controlada por la estrategia AP-Semilla pequefia, pero no cuando esta determinada por
la estrategia AP-Semilla grande? En el capitulo V de ésta tesis se evaluaron seis
poblaciones construidas a partir de la cruza de genotipos de alto rendimiento (Comerciales),
con donantes de alta concentracion de proteina con diferente tamafio de semilla (AP-Semilla
grande y AP-Semilla pequefia). Se encontré que la correlacion entre rendimiento y
concentracion proteica fue nula (estadisticamente no significativa) cuando los donantes AP
fueron genotipos AP-Semilla pequeia. Sin embargo, cuando el donante fue un genotipo AP-
Semilla grande, la correlacion entre ambos caracteres fue estadisticamente significativa y
negativa en dos de las tres poblaciones evaluadas. Estos resultados son consecuencia de
un experimento en microparcelas llevado a cabo bajo condiciones de manejo

convencionales, en dos fechas de siembra, en una misma localidad y afio, por lo que es
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necesario testear la consistencia de los mismos en un mayor tamafio de parcela, mayor
namero de ambientes y repeticiones.

La realizacién del presente proyecto aporta nuevos conocimientos acerca de los
controles que rigen sobre la composicion de los granos de soja. La identificacion de las
estrategias propuestas y su impacto en el funcionamiento del cultivo constituyen aportes
novedosos a un area de estudio importante (la interrelacién entre la economia del N y el
rendimiento) que incorpora un aspecto ignorado en la bibliografia hasta la actualidad. Estos
resultados proveen ademas informacion util para futuros analisis de QTL y para intentos de
modelizacién estudiando la influencia del ambiente sobre la composicion final del grano con

una base fisiolégica mas realista.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS PLANTEADAS

Hipotesis especificas

» Es posible lograr aumentos en la concentracion de proteina en semillas de soja mediante

aumentos en el contenido de proteina per se (AP semillas grandes) o a través de

reducciones en el contenido de aceite y carbohidratos (AP semillas pequefias).

En el capitulo Il de ésta tesis se comprob6 que alta concentracién de proteina puede

ser obtenida por incrementos mas que proporcionales en el contenido de proteina (mg

semilla™) en relacién a los contenidos de aceite y carbohidratos en semillas grandes, o

por reducciones mas que proporcionales en los contenidos de aceite y/o carbohidratos

en relacion a la reduccién en el contenido de proteina en semillas pequefas. En la tabla

1.1 se puede observar que la concentracion de proteinas (g kg™) y el contenido de

proteinas (mg semilla™) de las semillas mostraron una variacion significativa entre los 97

genotipos fenotipados en las dos fechas de siembra.

Las evidencias que se describen en mi tesis me permiten aceptar la primera hipotesis

de la tesis.

» Los impactos fisiologicos a nivel de cultivo debido a aumentos en la concentracion de

proteina dependen de la estrategia que expresen los genotipos evaluados. Esta

hipotesis fue desglosada en dos sub-hipotesis:

O

La seleccién para un mismo caracter (ej.: alta concentracion de proteinas en
la semilla) puede impactar de manera diferencial sobre el crecimiento y el
desarrollo dependiendo del mecanismo que esté rigiendo al caracter de
interés.

A partir de esta caracterizacion inicial que se llevé a cabo en el Experimento |
del Capitulo Il de ésta tesis, seleccionamos seis genotipos con alta
concentracion de proteinas (g kg') asociados con las estrategias (i) alto
contenido de proteina y alto peso de grano (AP- Semilla grande) y (ii) bajo
contenido de proteinas, aceite, y residual y semillas pequefias (AP- Semilla
pequefiia). Estos genotipos fueron testeados en el experimento Il descripto en
el Capitulo Il y concluimos que una alta concentracion de proteina en
genotipos de semillas grandes estuvo asociada con un periodo de llenado de
granos mas largo, tasas de crecimiento de las semillas mas aceleradas y
mayor cantidad de asimilados disponibles por grano comparado con la otra

estrategia AP. Esta ultima present6 mayor area foliar a comienzos de llenado,

85



una tasa de senescencia mas acelerada en comparacion con la primera
estrategia, y produjo el mismo rendimiento biol6gico que los genotipos
comerciales.

Las evidencias que se describen en mi tesis me permiten aceptar la

segunda hipétesis de la tesis.

o La seleccion para un mismo caracter (ej.: alta concentracién de proteinas en
la semilla) puede impactar de manera diferencial sobre la economia del N
dependiendo del mecanismo que esté rigiendo al caracter de interés.

Los resultados del el capitulo Ill muestran patrones de removilizacion de N
contrastantes en las estrategias evaluadas. Una alta concentracion de
proteina en genotipos de semillas pequefias estuvo asociada a un mayor area
foliar y contenido de N por unidad de superficie a inicios de llenado de granos
y, a una mayor removilizacion del N en los granos maduros, en comparacién
con la otra estrategia AP. Esta Ultima presentdé mayor contenido de N por
unidad de area foliar a inicios de llenado y menor pérdida de éste a lo largo
del PLLG.

Los resultados que se describen en mi tesis me permiten aceptar la
tercera hipétesis planteada.

» Un mismo nivel de concentracion proteica en los granos puede alcanzarse a través de
patrones de acumulacion de reserva contrastantes.
Alta concentracion de proteina en las semillas mediante la estrategia “AP-Semilla
grande” depende de una mayor expresion de genes involucrados en la sintesis proteica,
mientras que aumentos mediante /a estrategia “AP-Semilla pequena” dependen de una
menor expresion de genes involucrados en la sintesis de aceite y carbohidratos.
Cuando se compar6 la expresion relativa de genes, en el Capitulo 1V, en semillas con
700 g kg™ de humedad (lo que equivale a 50% del peso final de los granos en todos los
genotipos), descubrimos que es posible tener el mismo nivel de concentracion de
proteina en genotipos que tienen patrones contrastantes de expresion génica.
Especificamente, encontramos niveles elevados de trascriptos de algunos genes
involucrados directamente (AAP) o indirectamente (FPC) en la sintesis de proteina en
genotipos con alta concentracion proteica. Por otro lado, encontramos que alta
concentracion de proteina en genotipos AP-Semilla pequefia estuvieron relacionados
con bajo nivel de expresion de genes involucrados en la sintesis de aceite (DGAT y
ACC).
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Estos resultados nos permiten aceptar solo en forma parcial la cuarta hipétesis
de esta tesis, ya que se requiere una caracterizacion de mas cantidad de genes 'y
genotipos de modo de poder extrapolar estos resultados a otros cultivares.

» El grado de correlacion negativa entre rendimiento y concentracion de proteina de una

poblacion segregante derivada de la cruza entre un cultivar estdndar de alto rendimiento
y un donante de alta concentracion de proteina depende de la estrategia que posee el
donante de alta proteina.
En el capitulo V evaluamos seis poblaciones construidas a partir de la cruza de
genotipos de alto rendimiento (Comerciales) con donantes de alta concentracion de
proteina con diferente tamafio de semilla (AP-Semilla grande y AP-Semilla pequefia).
En la tabla V.Il se puede observar que la correlacién entre rendimiento y concentracion
de proteina fue nula (estadisticamente no significativa) cuando los donantes AP son
genotipos AP-Semilla pequefia. Sin embargo, cuando el donante fue un genotipo AP-
Semilla grande la correlacién entre ambos caracteres fue estadisticamente positiva en
dos de las tres poblaciones evaluadas.

Las evidencias de ésta tesis me permiten aceptar parcialmente la quinta
hipétesis de la tesis.
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CONCLUSIONES FINALES

Se describieron dos alternativas para incrementar la concentracion de proteina en las
semillas de soja basadas en el tamafio de grano: (i) genotipos de semilla grande y de
alto contenido de proteina y, (ii) genotipos de semilla pequefia y con reducido contenido
de aceite y carbohidratos.

Se encontré que la seleccidén por alta concentracién de proteinas en la semilla impacta
de manera diferencial sobre el crecimiento y el desarrollo dependiendo de la estrategia
que esté rigiendo al caracter de interés.

Se estudié la expresion de seis genes asociados en la acumulacion de reservas y se
encontraron patrones contrastantes entre las estrategias descriptas.

Fue posible utilizar la humedad del grano para normalizar el desarrollo de la semilla en
experimentos de expresion génica.

Los resultados de esta tesis se alinean a la idea de que la acumulacion de los diferentes
constituyentes quimicos de la semilla estan controlados de manera independiente .

Se corrobor6, parcialmente, que el grado de correlacién negativa entre rendimiento y
concentracion de proteina de una poblacién derivada de la cruza entre un cultivar
estandar de alto rendimiento y un donante AP depende de la estrategia que posee el
donante de alta proteina.

Los resultados de la presente tesis constituyen un importante aporte acerca de los

controles que rigen sobre la composicién de los granos de soja.
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APENDICE |

Tabla Al. Condiciones ambientales para las campafias 2010/11, 2011/12, and 2012/13. Se

reporta el agua total acumulada a la siembra y valores de precipitaciones y temperatura

media promediados cada dos meses.

Temperatura media

~ . Agua Precipitaciones (mm) (°C)
Camparia agricola acumulada a la . )

siembra (mm)" Oct- Dic- Feb- Oct- Dic- Feb-

Nov Ene Mar Nov Ene Mar

2010/11 Primera S|gmbra 480 83 174 210 229 246 210

Segunda siembra 614

2011/12 382 235 114 337 19.3 239 21.9
2012/13 668 405 275 110 19.8 23.6 20.3

Tat 2 m depth
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APENDICE Il

Tabla A.ll. Caracteristicas de los constituyentes de la semilla, peso de semilla y estadios fenoldgicos para los 97 genotipos caracterizados en

las dos fechas de siembra en la campafia 2010/11.

Grupo Concentracién Contenido . 3 B ; B
Genotipo de Fecha de Proteina  Aceite Residual Proteina Aceite Residual Pesosemila Diasa Dias — Dias  Dias
Siembra R1 R1-R5 R5-R7 S-R7

Madurez g kg? mg semilla™ mg semilla-1

P1196162 1| Early 40.4 21.5 38.1 92.3 49.0 87.0 228.3 45 21 38 105

P1196162 1| Late 41.2 21.0 37.8 95.0 48.4 87.1 230.5 39 17 36 92
P1261473 1| Early 41.0 22.0 37.0 49.5 26.5 44.7 120.7 51 19 33 103
P1261473 1| Late 42.2 21.4 36.5 442 22.4 38.2 104.8 44 16 33 93
PI1339977 1| Early 43.7 20.5 35.9 90.7 42.6 74.4 207.7 50 22 37 108
PI1339977 1| Late 455 19.5 35.1 91.4 39.0 70.4 200.8 48 18 36 101
P1340005 1 Early 44.1 20.7 35.2 75.0 35.3 59.8 170.0 49 22 34 106
P1340005 1 Late 43.5 20.7 35.8 70.0 33.3 57.7 161.0 45 18 38 101

P1340031A 1 Early - - - - - - - - - - -
P1340031A 1 Late 47.6 19.5 32.9 84.0 34.3 58.0 176.3 49 23 36 108
P1342438 1 Early 42.3 20.9 36.9 95.0 46.9 82.7 2245 47 24 36 106

P1342438 1l Late 43.0 20.9 36.1 109.0 52.8 91.4 253.3 40 19 39 97
P1360843 1| Early 43.3 21.3 35.4 64.4 31.7 52.7 148.8 40 24 37 101
P1360843 1| Late 42.3 21.6 36.2 75.0 38.3 64.0 177.3 37 24 47 108
P1393537 1| Early 43.1 20.0 36.9 46.9 21.7 39.9 108.5 53 24 30 106
P1393537 1| Late 44.7 19.2 36.1 43.0 18.5 34.7 96.3 47 21 32 99
P1398637 1| Early 46.0 19.7 34.3 84.7 36.3 63.2 184.2 49 23 38 111
P1398637 11l Late 46.3 18.9 34.9 75.0 30.7 56.6 162.3 45 20 35 99
P1398638 1l Early 45.8 20.0 34.2 87.9 38.3 65.5 191.7 49 24 38 111
P1398638 1l Late 45.6 19.5 34.9 84.4 36.1 64.6 185.0 44 20 36 100
P1398639 1l Early 46.2 19.8 34.0 90.2 38.7 66.4 195.3 51 23 40 113
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P1398639
P1398641
P1398641
P1398903
P1398903
P1404196A
P1404196A
P1416750
P1416750
P1417364
P1417364
P1423769A
P1423769A
P1437641A
P1437641A
P1458113
P1458113
P1458510
P1458510
P1475818
P1475818
P1479722
P1479722
P1479735
P1479735
P1486353
P1486353
P1506511
P1506511
P1506528
P1506528
P1506637
P1506637
PI1506790
PI1506790

Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late

45.9
45.6
45.1
41.3
44.7
47.0
47.8
42.5
44.4
38.1
40.1
42.4
43.4
39.6
43.0
43.7
41.7
38.5
38.4
40.7
44.3
39.4
41.0
39.7
41.5
39.8
39.6
40.8
41.0
42.0
41.7
43.9
43.0
43.1
43.3

19.2
19.8
19.4
21.7
20.2
18.1
18.0
20.9
20.4
21.2
20.7
21.0
20.3
21.4
20.4
20.4
20.3
22.4
21.9
20.8
20.2
21.8
21.2
21.4
21.0
21.9
21.6
21.6
21.6
21.2
20.4
20.7
20.6
21.0
20.5

35.0
34.6
35.5
36.9
35.1
35.0
34.3
36.6
35.3
40.7
39.3
36.6
36.4
39.1
36.7
35.9
38.0
39.1
39.8
38.4
35.6
38.8
37.9
38.9
37.5
38.2
38.9
37.6
37.5
36.8
37.9
355
36.5
36.0
36.3

76.6
81.0
74.6
78.6
82.9
44.6
47.6
80.7
96.9
76.8
82.4
82.9
96.9
50.9
59.8
86.2
78.9
53.3
49.1
40.4
50.1
50.8
54.6
51.2
62.7
89.5
91.1
74.1
77.9
66.4
65.3
139.9
97.8
106.0
98.4

32.1
35.2
32.1
41.4
37.5
17.1
17.9
39.8
44.3
42.7
42.4
41.1
45.2
27.5
28.4
40.4
38.4
311
28.0
20.7
22.9
28.1
28.3
27.7
31.7
49.2
49.6
39.2
41.0
33.7
31.9
65.9
47.3
515
46.7

58.6
61.4
58.8
70.3
65.1
33.1
34.1
69.4
76.8
82.2
80.7
71.7
81.1
50.2
51.0
71.0
71.9
54.1
50.9
38.0
40.3
50.1
50.6
50.1
56.6
85.7
89.6
68.2
71.2
58.7
59.3
113.1
83.5
88.5
82.5

167.3
177.5
165.5
190.3
185.5
94.8
99.5
189.8
218.0
201.7
205.5
195.7
223.3
128.5
139.3
197.7
189.3
138.5
128.0
99.0
113.3
129.0
133.5
129.0
151.0
224.3
230.3
181.5
190.0
158.7
156.5
318.8
228.5
246.0
227.5

45
51
44
47
45
50
49
40
35
50
45
50
42
38
35
49
46
38
36
44
40
38
35
38
37
50
44
51
45
42
35
47
42
48
44

20
22
19
22
19
21
17
31
28
21
14
18
19
24
25
22
18
27
26
25
22
25
25
29
24
21
18
20
18
24
28
23
17
24
15

34
36
36
38
35
29
31
36
37
37
41
35
46
32
34
35
36
39
38
35
37
34
37
30
38
42
49
37
41
40
30
39
35
31
34

98
108
99
106
98
100
97
107
100
108
99
103
107
94
94
106
99
105
99
104
98
97
96
97
99
113
110
108
104
106
93
108
94
102
93

101



P1506864A
P1506864A
P1506887
P1506887
P1507133
PI507133
PI1507238
PI1507238
PI1507268
PI1507268
PI507365
P1507365
P1507487
P1507487
P1518712
P1518712
P1518757
P1518757
PI1538375
PI1538375
P1548317
P1548317
P1548377
P1548377
P1548587
P1548587
P1548624
P1548624
P1555396
P1555396
PI1567243
PI1567243
PI1567259
PI1567259
PI567457

Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early

38.1
39.2
44.9
47.3
44.6
45.5
46.3
47.0
38.9
39.0
42.1
40.6
42.7
43.5
40.6
41.0
45.0
47.8
44.9
46.1
40.1
42.2
37.7
39.9
39.5
40.1
40.7
41.6
45.0
45.8
42.0
46.2
44.6
46.9
38.4

23.2
22.0
19.8
19.1
19.0
18.9
19.7
19.0
22.0
215
20.3
20.1
21.2
21.1
21.8
21.6
19.2
17.7
18.6
18.2
213
19.9
22.7
21.7
22.4
21.9
21.8
215
20.8
20.5
20.1
18.8
19.6
18.5
22.2

38.8
38.8
35.3
33.6
36.4
35.7
34.0
34.0
39.1
39.6
37.5
39.4
36.1
35.5
37.6
37.5
35.9
34.6
36.6
35.8
38.6
38.0
39.6
38.4
38.1
38.1
37.4
36.9
34.1
33.7
37.9
35.0
35.8
34.6
39.3

51.5
58.7
31.5
33.2
46.5
46.0
76.6
77.1
68.4
71.2
90.4
87.4
119.5
122.2
79.1
42.2
28.1
32.2
37.7
36.4
48.8
45.2
42.5
46.1
90.1
89.6
102.2
101.9
76.4
81.7
27.5
34.4
44.3
38.0
45.9

31.3
32.9
13.9
13.4
19.8
191
32.6
31.2
38.7
39.3
43.6
43.2
59.3
59.3
42.6
22.2
12.0
11.9
15.6
14.4
25.9
21.4
25.6
25.1
51.0
48.9
54.8
52.7
35.4
36.6
13.2
14.0
194
14.9
26.6

52.4
57.9
24.8
23.6
37.9
36.1
56.1
55.8
68.8
72.5
80.5
84.9
101.1
100.0
73.2
38.6
22.4
23.4
30.7
28.3
47.0
40.7
447
44.4
86.6
85.1
94.0
90.3
57.9
60.2
24.8
26.1
35.6
27.8
47.0

135.2
1495
70.2
70.2
104.2
101.3
165.3
164.0
175.8
183.0
214.5
2155
279.8
281.5
194.8
103.0
62.5
67.5
84.0
79.0
121.7
107.3
112.8
1155
227.8
223.5
251.0
244.9
169.7
178.5
65.5
74.5
99.3
80.7
119.5

40
35
51
50
54
50
51
51
52
45
46
a7
46
38
43
40
56
58
52
45
45
49
43
35
49
38
47
39
43
35
54
52
55
52
52

25
23
21
16
17
15
20
20
20
19
24
20
24
20
22
18
24
21
24
22
36
20
22
25
22
25
19
19
28
29
24
21
18
16
19

35
40
22
27
27
29
37
32
39
36
46
34
37
36
39
44
33
34
29
27
32
32
29
33
33
35
47
41
37
38
20
21
30
29
31

100
98
94
93
98
94

108
99

111
99

115

100

106
93

105

101

114

112

104
94

114

100
94
93

104
98

113
99

108

101
98
94

103
97

102

102



P1567457
P1567519
P1567519
P1567541
P1567541
PI567595A
PI567595A
PI1567599
PI1567599
PI1567601
PI1567601
P1567603
P1567603
P1567624
P1567624
PI1567679A
PI1567679A
PI567696A
PI567696A
PI567706A
PI567706A
PI567732
PI567732
PI1567776
PI1567776
P1583835
P1583835
P1594167
P1594167
P1594457
P1594457
P1603556
P1603556
P1603597
P1603597

Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late

41.9
43.3
44.6
41.7
43.0
44.2
46.0
43.2
44.5
41.9
435
44.3
45.1
40.0
40.7
43.2
475
43.7
46.0
39.9
41.8
45.2
47.0
43.2
44.3
38.2
41.9
41.4
42.4
422
44.4
423
46.3
445
45.1

21.2
20.5
19.7
20.2
20.0
19.3
18.3
20.6
20.7
20.9
20.1
20.7
19.9
20.6
20.1
20.3
18.7
20.3
18.8
20.5
19.6
19.2
18.6
19.9
19.1
22.8
22.1
20.3
20.0
20.1
19.0
19.7
18.9
20.5
19.6

37.0
36.2
35.8
38.1
37.0
36.5
35.7
36.2
34.8
37.2
36.5
35.1
35.1
39.4
39.3
36.4
33.8
36.0
35.3
39.6
38.7
355
34.5
37.0
36.7
39.0
36.0
38.4
37.7
37.7
36.7
38.0
34.8
35.0
35.4

49.9
51.7
51.7
37.5
40.9
43.9
43.9
45.7
56.5
44.5
49.4
48.1
45.8
34.9
35.4
45.5
47.4
49.2
51.0
38.1
34.9
43.6
54.1
51.0
42.7
28.3
38.2
88.8
91.1
51.3
48.7
41.9
57.4
47.3
45.6

25.2
24.4
22.9
18.2
19.0
19.2
17.5
21.7
26.3
22.2
22.8
22.5
20.1
18.0
175
21.4
18.7
22.9
20.8
19.6
16.4
185
21.6
23.4
18.4
16.9
20.2
43.4
43.0
245
20.9
194
23.4
21.8
19.7

441
43.2
41.5
34.3
35.2
36.3
34.1
41.5
44.2
39.6
41.4
38.2
35.6
34.3
34.1
38.3
33.7
40.6
39.2
37.9
32.3
34.2
40.1
43.6
35.4
28.9
32.9
82.4
80.9
45.8
40.2
37.5
43.2
37.3
355

119.3
119.3
116.0
90.0
95.0
99.3
95.5
105.5
127.0
106.3
113.5
108.8
101.5
87.2
87.0
105.2
99.8
112.7
111.0
95.7
83.5
96.3
115.8
118.0
96.5
74.0
91.3
214.7
215.0
121.7
109.8
98.8
124.0
106.3
100.8

51
50
44
52
45
49
46
48
42
50
48
55
51
51
46
56
57
51
45
54
54
53
50
53
50
45
42
49
44
54
56
42
37
52
45

16
19
21
20
22
22
19
23
16
22
18
22
21
22
22
22
16
24
23
24
19
22
17
21
17
23
20
19
19
22
17
24
26
21
24

33
38
32
32
32
28
29
35
37
31
35
29
40
35
34
28
29
39
41
36
28
30
30
31
30
32
40
43
39
34
28
33
38
33
29

99
107
96
105
99
99
93
106
94
103
101
106
112
108
102
106
101
113
108
114
101
105
97
106
97
100
101
111
102
111
100
99
101
106
97

103



P1603682
P1603682
P1603912
P1603912
P168528
P168528
P185630
P185630
PI86111
PI86111
P186153
P186153
P189162
P189162
P192568
P192568
P196199
P196199
IA2040
IA2040
IA3011
IA3011
L604
L604
P1340020
P1340020
P1398970
P1398970
P1407795A
P1407795A
P1407845B
P1407845B
P1407981A
P1407981A
P1536636

Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early

40.3
41.0
41.8
44.9
39.5
41.8
40.3
42.9
40.2
40.6
41.4
43.0
39.7
41.7
39.7
41.5
42.8
43.2
40.7
40.7
41.8
43.3
38.1
39.7
41.4
42.4
44.8
46.4
42.8
44.5
42.0
44.4
43.4
45.6
38.1

20.6
20.1
21.6
20.5
21.6
20.3
215
20.6
20.4
21.7
21.8
21.0
22.0
21.2
21.1
20.9
19.9
19.2
22.3
22.1
22.1
21.7
22.3
21.8
21.3
21.1
19.7
19.0
20.4
19.8
20.8
19.7
20.6
19.3
225

39.1
38.9
36.6
34.7
38.9
38.0
38.2
36.5
39.4
37.7
36.8
36.0
38.2
37.1
39.2
37.6
37.3
37.6
37.0
37.3
36.1
351
39.7
38.5
37.3
36.6
35.4
34.7
36.7
35.8
37.2
36.0
36.1
35.2
39.4

44.4
42.0
95.5
109.5
47.1
53.0
54.1
66.4
43.5
46.7
89.0
104.4
78.4
85.1
53.5
60.3
50.7
50.0
85.3
83.9
78.7
78.2
51.7
59.8
75.7
86.2
36.8
43.4
36.4
45.7
39.6
45.9
41.8
48.8
48.3

22.7
20.6
49.4
49.9
25.8
25.7
28.9
31.7
22.1
25.0
46.9
51.0
43.5
43.3
28.4
30.4
23.6
22.2
46.6
45.4
41.6
39.1
30.2
32.8
39.0
42.4
16.2
17.7
17.4
20.3
19.7
20.4
19.8
20.6
28.5

43.0
39.9
83.5
84.3
46.5
48.1
51.3
56.3
42.4
43.4
79.1
87.4
75.4
75.7
52.8
54.6
441
43.5
77.3
76.7
68.0
63.3
53.9
58.0
68.1
73.4
29.1
32.2
31.2
36.8
351
37.3
34.7
37.5
50.0

110.2
102.5
228.3
243.8
119.3
126.8
134.3
154.3
108.0
115.0
215.0
242.8
197.3
204.0
134.7
145.3
118.3
115.8
209.2
206.0
188.3
180.5
135.8
150.5
182.8
202.0
82.0
93.3
85.0
102.8
94.3
103.5
96.3
107.0
126.8

55
51
51
41
48
41
49
44
43
35
44
39
42
38
40
36
47
45
40
36
38
37
44
36
46
40
56
51
58
55
53
50
51
50
49

24
16
22
20
18
24
20
15
20
17
20
17
23
21
23
26
24
19
29
27
28
23
25
31
27
25
19
17
22
15
20
22
25
23
20

26
32
40
44
34
30
34
39
33
42
39
42
35
40
32
34
29
35
47
43
43
41
41
48
40
50
36
31
36
32
44
42
34
34
42

105
99
113
105
99
94
103
97
95
94
103
98
101
99
94
96
100
99
116
106
109
100
111
115
113
114
111
98
116
102
118
114
110
107
111
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P1536636
P1538376
P1538376
P1548563
P1548563
P1548619
P1548619
P1594022
P1594022
P1599509
P1599509
BCO-10
BCO-10
P1196177
P1196177
P1417073
P1417073
P1471938
P1471938
P1548654
P1548654
P1548987
P1548987
P1592906
P1592906
P1594922
P1594922
R95-1705
R95-1705
P1416937
P1416937
FC31572
FC31572

<<SS<<K<<KKCLKLKLKLKLLLKLKLKLKLKLKLKK<I<I<TI<T<<L <

Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late
Early
Late

38.5
43.7
45.8
37.4
39.3
38.2
38.7
39.7
39.5
41.4
42.0
43.0
43.3
44.5
46.4
40.7
42.1
37.6
40.7
36.9
39.9
37.2
39.4
39.4
43.5
37.8
40.8
43.9
43.9
40.2
43.0
41.2
45.1

22.2
20.9
19.7
23.0
21.9
22.3
22.2
21.7
21.9
21.3
20.8
20.1
20.7
19.8
19.6
21.2
20.0
22.2
21.2
22.3
20.8
22.6
215
21.2
19.1
22.8
21.4
20.9
20.7
21.0
20.2
21.1
19.3

39.4
35.5
34.6
39.6
38.8
39.5
39.2
38.6
38.7
37.3
37.2
36.9
36.1
35.8
34.1
38.1
38.0
40.2
38.2
40.8
39.4
40.2
39.2
39.4
37.4
39.4
37.9
35.3
35.4
38.8
36.9
37.7
35.6

54.5
94.1
112.3
56.4
61.9
57.6
63.0
56.4
58.0
77.0
69.8
59.6
64.2
22.2
33.2
85.9
84.2
54.8
61.6
47.7
47.7
45.4
50.4
94.2
113.3
51.8
59.9
68.3
69.9
58.5
70.1
58.4
59.1

31.3
45.0
48.2
34.6
34.5
33.6
36.1
30.9
32.1
39.5
34.6
29.6
30.7
9.9
14.0
44.7
40.0
32.4
32.1
28.8
24.9
275
275
50.7
49.8
31.3
31.4
32.5
33.0
30.5
32.8
29.9
25.3

55.7
76.3
84.8
59.7
61.1
59.5
63.7
54.9
56.8
69.2
61.9
53.3
53.6
17.9
24.3
80.3
76.1
58.8
58.1
52.7
47.2
48.9
50.2
94.0
97.4
54.1
55.7
54.9
56.4
56.4
59.9
53.5
46.6

1415
215.3
245.3
150.7
157.5
150.7
162.8
142.2
146.8
185.7
166.3
1425
148.5
50.0
71.5
210.8
200.3
146.0
151.8
129.2
119.8
121.8
128.0
238.8
260.5
137.2
147.0
155.7
159.3
145.3
162.8
141.8
131.0

45
51
44
44
44
38
35
46
44
51
45
38
35
43
54
61
57
70
61
66
59
41
59
58
56
59
57
50
52
60
56
49
58

18
21
18
28
26
33
28
24
23
24
25
21
22
37
17
21
16
19
17
21
20
45
17
22
21
22
16
35
20
24
17
33
19

45
37
44
39
39
42
47
39
41
39
41
29
36
31
33
42
40
53
61
48
48
50
51
51
44
58
70
50
55
60
49
64
69

108
108
106
111
108
113
109
108
108
114
110
88
92
110
103
124
112
142
139
135
127
135
127
131
121
140
143
135
126
144
121
146
146
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APENDICE IlI

Tabla A.lll. Estadios fonologicos evaluados durante las campafias 2011/12 and 2012/13.
“Comerciales” son genotipos con tamario de grano y proteina promedio, “AP-Semilla grande”
tienen alta concentracién de proteina debido a alto contenido de proteina, y “AP-Semilla
pequena” son genotipos con alta concentracion de proteinas por reducciones en los
contenidos de aceite y carbohidratos. Los genotipos del 1 al 3 son “Comerciales”, desde el 4
al 6 son “AP semillas grandes” y del 7 al 9 son “AP semillas pequefas”. El valor de DMS0.05
y el porcentaje de la suma de cuadrados total (%SC) fueron calculados para comparar

interacciones significativas.

Fuente de variacion Dias Siembra-R1 R1-R5 R5-R7 Siembra- R7

Tamarfio de semilla

Comercial 39 31 48 118
AP-Semilla grande 45 29 42 115
AP-Semilla pequefia 62 31 36 130

Afo x Tamario de semilla
2011 Comercial 42 31 48 121
AP-Semilla grande 47 29 42 118
AP-Semilla pequefia 68 34 35 137
2012 Comercial 36 31 48 114
AP-Semilla grande 42 30 41 113
AP-Semilla pequefia 56 29 38 123

Genotipo

1. DM3100 39 29 45 113
2. NK34 39 33 51 123
3. SPS3X1 39 30 48 117
4.1A3011 38 29 39 105
5. P1555396 43 33 42 117
6. PI538376 53 26 45 124
7. P1518757 63 33 32 128
8. P1398970 61 31 38 130
9. P1196177 63 30 39 132

Afio x Tamafio de semilla
2011/12 1. DM3100 42 29 14 114
2. NK34 43 34 50 127
3. SPS3X1 42 30 51 123
4.1A3011 41 22 41 104
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5. P1555396 46 33 42 120
6. P1538376 55 32 45 132
7. P1518757 70 35 30 135
8. P1398970 66 34 36 136
9. P1196177 70 31 38 139
2012/13 1. DM3100 36 30 46 112
2. NK34 36 32 52 120
3. SPS3X1 37 30 45 112
4.1A3011 35 35 36 107
5. P1555396 40 33 42 115
6. P1538376 51 21 46 118
7. P1518757 57 31 34 121
8. P1398970 56 28 39 123
9. P1196177 56 29 40 125
Valor P Valor P Valor P Valor P
Significancia estadistica %SC %SC %SC %SC
(DMS) (DMS) (DMS) (DMS)
Afio  *%(1) 11.2 n.s. 26 ns. 0.2 ***1) 20.1
Blogue(aio) 1.3 14.7 3.6 0.5
Tamario de semilla  ***(2) 74.9 *(2) 5.2 **¥(1) 67.2 ***(1) 41.8
Afio x Tamafio de semilla  ***(2) 2.1 **(2) 6.8 **(2) 2.4 *¥**(1) 34
Genotipo (Tamafio de semilla) **x(3) 10.1 *rx(3) 20.2  ***¥(2) 209 ***(1) 294
Afio x Genotipo(Tamario de semilla) n.s. 0.2 ***(4) 505 **(3) 57 ***(1) 4.8
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APENDICE IV

Tabla A.Ill. Concentracion (g kg™) y contenido (mg seed™) de las reservas de la semilla (proteina, aceite, residual) en genotipos con diferente
tamafio de grano y concentracién de proteina evaluados durante las campafias 2071/12 and 2012/13. “Comerciales” son genotipos con
tamano de grano y proteina promedio, “AP-Semilla grande” tienen alta concentracién de proteina debido a alto contenido de proteina, y “AP-
Semilla pequefia” son genotipos con alta concentraciéon de proteinas por reducciones en los contenidos de aceite y carbohidratos. Los
genotipos del 1 al 3 son “Comerciales”, desde el 4 al 6 son “AP semillas grandes” y del 7 al 9 son “AP semillas pequenas”. El valor de DMSg g5y

el porcentaje de la suma de cuadrados total (%SC) fueron calculados para comparar interacciones significativas.

Concentracion Contenido Concentracién Contenido Concentracion Contenido
Fuente de variacion de proteina de proteina de aceite de aceite de residual de residual
(g kg™ (mg semilla™) (g kg™ (mg semilla™) (g kg™ (mg semilla™
Tamafio de semilla
Comercial 363 55.4 219 33.4 417 64.0
AP-Semilla grande 432 84.3 200 39.1 368 72.9
AP-Semilla pequefia 412 30.5 181 135 407 30.1
Afio x Tamafio de semilla
2011 Comercial 383 56.0 228 33.2 390 56.9
AP-Semilla grande 447 81.9 213 39.1 340 62.6
AP-Semilla pequefia 432 31.7 196 145 372 27.1
2012 Comercial 342 54.8 210 33.6 448 71.7
AP-Semilla grande 419 86.4 187 39.0 394 824
AP-Semilla pequefia 392 29.4 166 125 442 33.2
Genotipo
1. DM3100 353 53.0 223 33.6 424 64.4
2. NK34 359 53.4 219 325 422 63.1
3. SPS3X1 379 60.5 216 34.2 405 64.5
4.1A3011 406 72.2 216 38.5 379 68.6
5. P1555396 469 79.4 185 31.3 345 58.6
6. P1538376 421 103.7 197 48.6 382 94.2
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7. P1518757 418 27.1 171 11.1 411 26.8
8. P1398970 413 39.0 187 17.6 401 37.7
9. P1196177 405 25.5 186 11.8 409 26.0
Afo x Tamario de semilla
2011/12 1. DM3100 379 53.7 230 32.6 392 55.5
2. NK34 377 53.9 230 32.9 394 56.3
3. SPS3X1 394 60.5 223 34.3 383 58.9
4.1A3011 431 68.2 222 35.1 348 55.0
5. P1555396 474 77.3 204 33.3 322 52.6
6. P1538376 435 106.2 214 52.2 352 85.9
7. P1518757 435 27.3 186 11.7 380 23.9
8. P1398970 435 41.6 204 19.5 361 34.4
9. PI1196177 426 25.0 199 12.2 376 231
2012/13 1. DM3100 326 52.4 216 34.7 457 73.2
2. NK34 342 53.0 208 32.2 451 69.9
3. SPS3X1 364 60.6 205 34.2 432 72.0
4.1A3011 380 76.1 210 42.0 410 82.2
5. PI1555396 465 81.4 167 29.2 368 64.6
6. P1538376 410 101.8 185 46.0 405 100.4
7. P1518757 401 26.9 156 10.5 443 29.7
8. P1398970 390 36.3 169 15.7 440 41.0
9. P1196177 383 26.1 174 11.4 443 28.9
- . - Valor P Valor P Valor P Valor P Valor P Valor P
Significancia estadistica (DMS) %SC (DMS) %SC (DMS) %SC (DMS) %SC (DMS) %SC (DMS) %SC
Afo  *** (1) 214 n.s. 0.0 (1) 31.6 n.s. 0.1 *xk (1) 60.0 ***(0.3) 8.7
Bloque(afio) - 1.8 - 0.2 - 1.2 - 0.1 - 0.6 - 0.2
Tamafio de semilla ***(1) 54.6 **(0.5) 86.6 **(1) 48.9 **(0.2) 84.3 **(1) 30.8 **(0.4) 733
Afio x Tamafio de semilla  n.s. 0.5 n.s. 0.2 *** (1) 0.7 n.s. 0.2 *(2) 08 **(0.8) 1.3
Genotipo (Tamafio de semilla) *** (4) 19.8 ***(1.3) 12.6 ***(2) 15.7 **(0.7) 13.3 **(3) 7.0 **(1.2) 15.7
Afio x Genotipo(Tamario de semilla) ** (8) 1.9 n.s. 0.4 ***(3) 19 *(14) 20 n.s. 0.8 *(2.4) 0.9

* Significativo al 0.05 nivel de probabilidad.

** Significativo al 0.01 nivel de probabilidad.

***Significativo al 0.001 nivel de probabilidad.
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APENDICE V

Tabla A.IV: Detalle de la metodologia y calidad de las muestras de ARN similar a lo reportado por Bustin (2002).

Item para controlar
DISENO EXPERIMENTAL

Definicion de las unidades experimentales y los controles.

Detalles

Ver seccion de materiales y métodos capitulo IV.

Numero dentro de cada grupo

La expresién génica fue analizada en tres repeticiones de

campo en dos afos (n=6). Diez plantas consecutivas fueron
muestreadas en cada repeticién de campo. Cada repeticion
de campo tuvo también tres repeticiones técnicas (para mas

detalle ver la seccion materiales y métodos).

Ensayo realizado por el laboratorio central o el laboratorio del

investigador?

Descripcion

Laboratorio del investigador

MUESTRA

Ver seccion materiales y métodos capitulo 1V

Volumen/ Peso de la muestra procesada

Microdiseccion o macrodiseccion

Procedimiento de procesado

Si fue congelado — con qué y cuan rgpido?

Tiempo y condiciones de almacenamiento.

Cada unidad experimental se compuso de diez plantas. Se
muestrearon todas las vainas de los tres nudos centrales del
tallo principal, se colocaron inmediatamente dentro de bolsas
plasticas herméticas y se almacenaron en hielo para el
transporte hasta el laboratorio. Luego las semillas se

separaron de los carpelos y entre 15-30 semillas fueron
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EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Procedimiento y/o instrumentacion.

Nombre de los kit y detalles de las modificaciones si las hubiera.

Reactivos adicionales usados

almacenadas en tubos de 1.5 ml e inmediatamente
congeladas en nitrégeno liquido. Las muestras se procesaron
en morteros estériles y 30 ng de tejido se uso para las
extracciones de ARN (para mas detalles ir a la seccion

materiales y métodos del capitulo V).

El ARN total de las semillas se extrajo usando “SV Total RNA
System Kit” (Promega Corporation) siguiendo las
instrucciones del fabricante. No se hizo ninguna modificacién

y no se uso reactivo adicional.

Detalles de tratamiento con ADNasa o ARNasa.

La ADNasa fue proporcionada por el kit “SV Total RNA

System Kit” (Promega Corporation).

Evaluacion de contaminacion (ADN o ARN)

No se detectd contaminacion.

Cuantificacion de acidos nucleicos

Espectrofotometria

Instrumentos y método

Una dilucién 5:50 se us6 para medir con el espectrofotbmetro

PerkingElmer®Lambda Bio+.

Pureza (A260/A280)

La relacién A260/280 fue generalmente 1.8-2.1y la
A260/230 fue 1.4 - 2.1.

Rendimiento

Entre 120 a 360 ng/ul en cada extraccion de ARN
(volumen100 pl).

Integridad del ARN — metodologia e instrumentos

Cq de los transcriptos 3'y 5'

Gel de electroforesis

La integridad se confirm6 a través de un gel electroforesis
1.5% agarosa teilido SYBR® Safe- DNA Gel Stain (Thermo

Fisher Scientific).
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Test de inhibicién (diluciones Cq , otros)

Condiciones de la reaccién.

Ninguna inhibicion se confirmo a través del analisis de

diluciones de Cq.

TRANSCRIPCION REVERSA

De acuerdo con iScript cDNA synthesis kit” para RT-PCR™
(BIO-RAD)

Cantidad de ARN y volumen de la reaccién

20 ul de volumen de reaccion que contenia 1.5 ug de ARN

total.

Cebadores y concentracion.

Oligo dT estaba previamente mezclado en la mezcla de
reaccion del kit “iScript cDNA synthesis kit” para RT-PCR™
(BIO-RAD)

Transcripcion reversa y concentracion

La concentracién de la transcriptasa reversa no se
especificaba en el kit “iScript cDNA synthesis kit” para RT-
PCR™ (BIO-RAD).

Tiempo y temperatura

25°C por 5 minutos, 42°C por 30 minutos, 85°C por 5 minutos.

Fcabricante de los reactivos y numero de catalogo.

“iScript cDNA synthesis kit for RT-PCR™ “(BIO-RAD) (Cat
no# 170-8890).

Cq cony sin RT.

El amplicén del gen de la b-Tubulina se usé para evaluar la
calidad del ADNc de cada retrotranscripcion. Los Cq con RT
estuvieron entre 26-29 (Factor de amplificacion promedio:

1.8). Ninguna amplificacién se detecto sin RT.

Condiciones de almacenamiento ADNCc.
INFORMACION Y CONDICIONES DE LA RT-qPCR

Si es PCR multiplex, eficiencia y LOD de cada experimento.

Almacenamiento a -20°C

No se llevo a cabo qPCR Multiplex.
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Numero de accesién de las secuencias.

Ver Tabla lll.1.

Localizacion del amplicon

Exones

Longitud del amplicén

ACC 57 pb / DGAT 65 pb / AAP 66 pb / SUT 68 pb /
ADPGP 133 pb / PEPC 61 pb/ B-Tubulin 110 pb

Control especificidad In silico (BLAST, etc)
Pseudogenes, retropseudogenes u otros homologos?

Alineamiento de las secuencias

Los amplicones no fueron secuenciados.

Andlisis estructura secundaria del amplicon

No fue analizada.

Localizacion de cada cebador por exon o por intron
CEBADORES para RT-gPCR

Secuencia de los cebadores

Exones

Ver Tabla 1.

Andlisis de especificidad de los oligonucleotidos

La especificidad de los cebadores se evalu6 en contra de la
base de datos de secuencias no redundantes de soja que se
encuentran en “NCBI's Nucleotide collections”

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Prueba de secuencias

Ninguno

Localizacion e identidad de alguna modificacion.

Ninguno

Fabricante de los oligonucleotidos

INC.

Biosynthesis ™ (www.biosyn.com)

Método de purificacion.
PROTOCOLO RT-gPCR

Condiciones de la reaccion.

“Salt-free”

Descripcion en la seccion material y métodos del capitulo IV.

Volumen de reaccion y cantidad ADNc/ADN.

Volumen de reaccion del5 pl que contenia 3 pl de ADNc en la
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mezcla de reaccion.

Primer, Mg**y concentraciones de dNTP

Identidad y concentracién de la polimerasa

Fabricante y tipo de Buffer/kit

Constituciéon quimica del buffer

La mezcla real para qPCR® Biodynamics, Argentina

(http://www.biodynamics.com.ar/) contenia NTP, Mg™*, buffer,

and Taq DNA Polimerasa. Las concentraciones no estaban

disponibles.

Aditivos (SYBR Green |, DMSO, etc.)

La Mezcla Real gPCR®, Biodynamics, Argentina contenia
SYBR Green™ (http://www.biodynamics.com.ar/).

Fabricante de las placas/tubos y nimero de catalogo

gPCR strip tubes + caps 0.1 mL x 4 for Corbett RG-6000 and
Qiagen RG-Q, Axygen™ (https://www.giagen.com/ar/).

Condiciones de termociclado

Described in the methods section.

Preparacion de la reaccion (manual/robotica)

Manual

Fabricante del instrumento para llevar a cabo la gPCR

Especificidad (gel, secuencia, hibridacion, o digestion)

Qiagen (Rotor-Gene® Q con HRM- High Resolution Melting),

https://www.giagen.com/ar/.

VALIDADCION RT-gPCR

Los amplicones especificos se confirmaron por la presencia
de un Unico pico en la curva de fusién (melting curve)
resultante de la qPCR. La tasa de hibridacion se establecio
entre 72 a 94°C con una tasa fue de 0.2°C/ciclo, y una espera
de 5 segundos en cada etapa. Las curvas de hibridacién
pudieron visualizarse con la aplicacion “Melting” provista por
el programa Rotor-Gene Q Series Software 1.7 (Build 94)
Copyright ® 2008 Corbett Life Science.
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Evidencias de opmimizacién

Curvas estandar con pendiente y ordenada al origen

No se construyeron curvas estandar.

Célculo de la eficiencia de la PCR a partir de la pendiente.

Descripcion en materiales y métodos del capitulo IV.

Intervalo de confianza para la eficiencia de la PCR o error estandar

No analizado.

r* de la curva estandar

Rango de la dinamica linear.

Variacién de Cq en el limite inferior

Intervalos de confianza a lo largo del rango

No se construyeron curvas estandar.

Evidencia para limite de deteccion

Valores de Cq después del ciclo 40 se consideraron fuera del

rango de cuantificacién confiable.

Si fue PCR multiplex, eficiencia y LOD para cada experimento.

Programa para los andlisis de qPCR

No se llevo a cabo PCR multiplex.

ANALISIS DE DATOS

Rotor-Gene Q Series Software 1.7 (Build 94) Copyright ®
2008 Corbett Life Science

Método para determinacion del Cq

Ajustes por defecto del programa.

Identificacion de valores atipicos (outliers)

Ningun dato fue excluido de los célculos.

Justificacion del numero y eleccion del gen de referencia.

B-tubulina (Wang et al., 2006, 2007) .

Método de normalizacion

Ver seccion material y métodos del capitulo 1V.

Numero y similitud de réplicas biologicas

Los valores de Cq fueron similares entre 3 réplicas

biol6gicas.

Number and stage (RT or gPCR) of technical replicates

Se hicieron 3 retro transcripciones por cada muestray 3
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réplicas técnicas por cada qPCR.

Repetibilidad Para chequear la reproducibilidad, se llevaron a cabo qPCRT

para el gen de la b-tubulina usando 3 réplicas técnicas por

cada muestra de ADNc. Los Cq de la b-tubulina presentaron
Reproducibilidad una desviacion estandar de 1.3 bajo todas las condiciones.
Ademas, los niveles de expresion de los genes analizados

mostraron ser similares entre las 3 réplicas biol6gicas.

Potencia del analisis

- — Los analisis matematicos y estadisticos se describieron en la
Método estadistico

seccion materiales y métodos en el capitulo IV.

Programa

Bustin, S.A. 2002. Quantification of mMRNA using real-time reverse transcription PCR ( RT-PCR ): trends and problems. J. Mol. Endocrinol. 29:
23-39.

Wang, HW., J.S. Zhang, J.Y. Gai, and S.Y. Chen. 2006. Cloning and comparative analysis of the gene encoding diacylglycerol acyltransferase
from wild type and cultivated soybean. Theor. Appl. Genet. 112: 108697

Wang, HW., B. Zhang, Y.J. Hao, J. Huang, A.G. Tian, Y. Liao, J.S. Zhang, and S.Y. Chen. 2007. The soybean Dof-type transcription factor
genes, GmDof4 and GmDof11, enhance lipid content in the seeds of transgenic Arabidopsis plants. Plant J. 52: 716—729.
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APENDICE VI

Tabla A.3.: Expresion normalizada para AAP, FPC, DGAT, ACC, ADPGP y TSAC para un genotipo AP-Semilla grande, un AP-Semilla
pequefia y un Comercial evaluados durante los afios 2011/12 y 2012/13. Se calculé la DMS a través del método de Fisher corregido por el
método de Bonferroni. Se considerd un nivel de probabilidad del 0.05. La proporcion de la suma de cuadrados que representd cada fuente de

variacion se expresé como % SC.

Fuente de variaciéon AAP FPC ADPGP ACC TSAC DGAT

Tamario de semilla

AP-Semilla grande 2.27 377 0.011 60.1 2.6 221
AP-Semilla pequefia 0.55 148 0.016 35.2 1.0 12.5
Comercial 2.20 386 0.009 69.7 1.9 25.9

Afio x Tamarfio de semilla

2011 AP-Semilla grande 2.71 533 0.012 73.2 15 45.1
AP-Semilla pequefia 0.61 115 0.020 70.8 0.7 33.6
Comercial 2.74 608 0.009 95.4 34 41.9

2012 AP-Semilla grande 1.55 142 0.011 38.3 37 8.2
AP-Semilla pequefia 0.50 174 0.012 9.7 1.2 34
Comercial 1.58 208 0.008 375 0.4 9.9
- P ValorP ValorP Valor P o Valor P 0 ValorP 0

Statistical significance (DMS) %SC (DMS) %SC (DMS) %SC (DMS) %SC (DMS) %SC  Valor P (DMS) %SC
Afio ¥*(0.7) 18 ** (99) 13 n.s. 12 *+%(18.0) 75 n.s. 0 **(7.1) 58
Bloque(Afio) - 15 - 23 - 47 - 7 - 67 - 29
Tamafio de Semilla *»*0.9) 57 **%(121) 26 *(0.007) 31 ** (22.0) 14 n.s. 2 *(8.7) 5
Afo* Tamafo de semilla ** (1.2) 11 *R(171) 38 n.s. 10 n.s. 3 **(2.7) 31 ** (12.3) 7

*Significancia al 0.05 nivel de probabilidad **Significancia al 0.01 nivel de probabilidad ***Significancia al a.0.001 nivel de probabilidad.
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