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RESUMEN

INFLUENCIA DEL FONDO GENETICO SOBRE LA EXPRESION DE L
CARACTER ALTA PROTEINA EN GRANO DE SOJA Y SU CORREL ACION
NEGATIVA CON EL RENDIMIENTO.

La proteina de soja3{ycine max (L.) Merr) es una de las fuentes de proteina abgi
alta calidad y bajo costo mas utilizadas en el routidha de las principales limitantes al
desarrollo de variedades de alto porcentaje decimi@tes su correlacion negativa con el
rendimiento. La asociacion de un Locus de cardatentitativo (QTL por su nombre en
inglés) de alta proteina del cromosoma 20 es umarh&nta moderna para el mejoramiento
en este caracter.

Los objetivos de esta tesis fueron evaluar la gaaagenética en proteina y su correlacion
con el rendimiento en poblaciones generadas a partliferentes variedades comerciales sin
el QTL alta proteina cruzadas con lineas con el @& proteina y comparar la ganancia en
el porcentaje de proteina utilizando seleccion tipica contra seleccién asistida por
marcadores moleculares.

Se generaron 4 poblaciones a partir de la cruzdodegenotipos con el QTL de alta
proteina con dos materiales comerciales, uno depattteina y otro de baja proteina. Si bien
los resultados del andlisis rendimiento contraginat fueron distintos en cada poblacion (se
observaron asociaciones tanto positivas como negtininguna asociacion fue significativa.

Cuando aplicamos seleccién fenotipica por nivghréeina en grano sobre base seca, esta
seleccién correlacion6 en todos los casos condigea el QTL alta proteina presente. La
informacion generada se utilizara para los mejaesial momento de realizar mejoramiento
orientado a aumentar los niveles de proteina, @ pler fuentes que contengan el QTL alta

proteina asociado al cromosoma 20.



ABSTRACT

IMPACT OF GENETIC BACKGROUND OVER HIGH PROTEIN EXPR ESSION
ON SOYBEAN GRAIN AND NEGATIVE CORRELATION ON YIELD.

Soybean Glycine max (L.) Merr) protein is a prominent plant-based pmotsource
worldwide due to its high quality and relativelyMaost. A major barrier to the development
of high protein cultivars is the negative relatioipsbetween seed protein and seed yield. A
protein quantitative trait locus (QTL) in chromos®0 is a modern breeding tool to improve
this character.

The objectives of this thesis were to evaluateptimeein gain and its correlation with yield
in populations developed from commercial cultivansl donor’s cultivars; and to compare the
percentages of protein gain by phenotypic selectiensus molecular marker assisted
selection.

Four populations were developed from two QTL doraord two commercial cultivars, one
with high protein level and the other with low ot level. Even though the results obtained
from the Yield versus Protein evaluation were défe in each population, since some of
them showed a positive correlation and others athegone, none of them was significant.

When we used phenotypic selection by protein lavegirain, the selection correlated with
all materials containing QTL.

Information from this study will aid breeders insilgning strategies to develop cultivars
with increased seed protein levels from cultivarataining the high protein QTL associated
with chromosome 20.

vi



1.INTRODUCCION
1.1. Importancia de la proteina de soja a nivel mundial.

La proteina de soja (Glycine max (L.) Merr) es una de las fuentes de proteina vegetal de alta
calidad y bajo costo mas utilizadas a nivel mundial para la cria de animales no rumiantes
(Cromwell, 2012). EI aceite de soja se obtiene a partir del proceso de extruzado y prensado del
grano, de donde también se extrae posteriormente la harina. La harina de soja tiene los niveles
mas altos de proteina cruda entre las fuentes de proteina de origen vegetal. A nivel mundial, la
proteina de soja cubre el 69 % de la proteina total utilizada en las dietas animales (Wilson, 2008;
Cromwell, 2012). Los niveles de proteina en la harina deben estar entre 47-49 % de tenor proteico
para su comercializacion a nivel internacional. El precio de la harina es penalizado si esta no
alcanza un nivel de proteina del 48 %, es por esto por lo que es de suma importancia que los

fitomejoradores desarrollen cultivares con altos niveles de proteina (Brzostowski y Diers, 2017).

1.2. Los niveles de proteina en las sojas argentinas y rendimiento de grano.

Argentina se posiciona como el primer exportador de dicho subproducto del proceso de
industrializacion de la soja, debido a que posee un importante polo aceitero y un reducido
consumo interno (BCR, 2012). La comercializacion de la harina de soja tiene estandares de
porcentaje de proteina minimo para su venta. La caida de los valores ocasiona esfuerzos por parte
del complejo de aceitero nacional para lograr una harina de soja que cumpla con los estandares
de comercializacion internacionales, situados en un 47-49 % de tenor proteico. Los principales
paises importadores de nuestras harinas de soja requieren harinas con 47 % de proteina, valor que
se logra a partir de una molienda de granos con 38 % de proteina a 11 % de humedad. En la zona
nucleo sojera de la Republica Argentina, los contenidos promedio de proteina en grano, hace dos
décadas, oscilan entre el 38 y el 42 % sobre base seca (s. b. s.) y los de aceite entre el 20 y el 24
% s. b. s., ubicandose el grueso de la produccion en valores de alrededor del 39 % de proteina y

del 23 % de aceite sobre base seca (Cuniberti et al., 2004; Cuniberti et al., 2011).

En nuestro pais se viene observando una caida en el contenido proteico de la soja que llego,
en las campafias 2012/13 y 2013/14, a los valores mas bajos de los tltimos 17 afios, no s6lo en
proteina sino también en aceite (Cuniberti et al., 2014). En muchos casos, esta baja concentracion

de proteina impidio alcanzar los estandares de harinas High Pro. Esta categoria posee mayor nivel



de proteina y menor nivel fibra, por lo que es adecuada para la alimentacion de cerdos y aves. Se
obtiene de un descascarado previo del poroto de soja, que al eliminar la cascara favorece la
concentracion del contenido proteico y de granos con un nivel de proteina superior a 38%. Lo
que provoco la necesidad de renegociar algunos contratos de venta de harina. Desde hace unos
afos, Argentina no comercializa harina con valores del 47 % de proteina. Inclusive, viene usando
como estrategia la compra de grano en otros paises, como Paraguay, para hacer mezclas y lograr
mejores niveles de proteina. También se ha venido utilizando como estrategia el secado del
producto para aumentar los niveles de proteina, implicando un mayor gasto energético y su
consecuente aumento de los costos de produccion. Debido a esta depresion en los niveles
proteicos, se han definido nuevos estandares nacionales para la categoria High Pro. La nueva base
de comercializacion de harina de produccion argentina es 46,5 % base de proteina. Porcentajes

de proteina menores a la base, son sujetos a penalizaciones en la comercializacion.

Esta tendencia en la baja de los niveles de proteina no solo afecta a Argentina, este mismo
patrén se viene dando en Brasil y Estados Unidos (Pipolo et al., 2016), en el pais vecino en la
cosecha 2014/2015 los valores de proteina sobre base seca estuvieron en torno al 36%, segun el
analisis llevado a cabo por el Embrapa Soja, a través de todo el territorio. Este patron se viene
observado desde los noventas en dicho pais y muestra las mismas dificultades comerciales que

en Argentina.
1.3. El mejoramiento genético de la soja

En los ultimos afos, el mejoramiento genético en el pais se ha enfocado en la demanda del
productor, que se concentra principalmente en el rendimiento. Una de las consecuencias de la
priorizacion de este cardcter fue la reduccion del porcentaje de proteina (De Felipe et al. 2016).
Dado que hasta la actualidad no ha habido incentivos econdmicos directos para mejorar la
calidad, este caracter no ha sido tenido demasiado en cuenta en el desarrollo de cultivares. El
productor calcula su margen en base al precio del grano y su margen bruto se basa en el

rendimiento por hectarea.

Una de las principales limitantes al desarrollo de variedades de alto porcentaje de proteina
es su correlacion negativa con el rendimiento. (Hanson, 1991; Chung er al., 2003; Cober y
Voldeng, 2000). Sin embargo, el lanzamiento al mercado de algunas variedades de soja con altos

niveles de proteinas y buenos rendimientos (Bosaz et al., 2017; Herrero et al., 2017) sugiere que



existe la posibilidad de desarrollar variedades con estas caracteristicas mediante la combinacion
apropiada de genética, ambientes e interaccion genotipo por ambiente, a través del uso de las

herramientas de mejoramiento correctas (Panthee et al., 2006).

1.4. Los QTL como herramientas para el mejoramiento genético de soja direccionado a

mejorar los niveles de proteina en soja.

La proteina en soja se hereda como una caracteristica cuantitativa y hay Locus de caracter
cuantitativo (QTL) asociados a nivel de proteina en grano en todos los cromosomas (SoyBase,
2018). A la fecha, se encuentran reportados 254 marcadores asociados al nivel de proteina en

grano en la base de datos genéticos de la soja SoyBase (SoyBase, 2018).

En 1992, Diers et al. identifico dos QTL asociados a alta proteina en una poblacion derivada
de la PI468916, uno en el cromosoma 20 y otro en el cromosoma 15. Se han publicado
investigaciones donde se evalian QTL que mapean en el cromosoma 15 (Brzostowski et al.,
2017) y se confirma que la presencia de este QTL aument6 el nivel de proteina en dos fondos
genéticos distintos y no afectd el rendimiento de los materiales. Mientras que en el caso del
cromosoma 20, el QTL esta altamente asociado a alta proteina (Warrington et al., 2011), se han
reportado efectos contrastantes de este QTL en el rinde de soja. Brzostwski ez al. (2017) concluye
sobre un efecto negativo, mientras que Harris (2001) y Yates (2006) encontraron efectos

positivos. El QTL evaluado en esta tesis esta ligado al cromosoma 20.

Es importante contar con QTL asociados a nivel de proteina, pero a su vez es necesario
evaluar los QTL a través de multiples fondos genéticos y ambientes antes de incorporarlos a los
programas de mejoramiento debido a la compleja relacion entre los componentes de la semilla y
el rendimiento (Rotundo et al., 2009; Rotundo et al., 2011). A la fecha hay mayor disponibilidad
de herramientas moleculares para incorporar en los programas de mejoramiento a menores costos

y mas industrializadas.



2. HIPOTESIS

1.- La correlacion entre el nivel proteina en grano y el rendimiento es dependiente de la
fuente de alta proteina y del fondo genético de la variedad comercial.
2.- E1 QTL asociado al cromosoma 20 explica un porcentaje elevado de la variacion del

porcentaje de proteina y es un QTL de fécil seleccion molecular.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos generales

1.- Evaluar la ganancia en el nivel de proteina y su correlacion con el rendimiento, en lineas
recombinantes generadas de la combinacion de lineas de alta proteina con el QTL de alta
proteina del cromosoma 20 con variedades comerciales sin el QTL.

2.- Demostrar que el QTL asociado a alta proteina del cromosoma 20 explica un porcentaje
elevado de la variacion en proteina y comparar la seleccion fenotipica contra seleccion asistida

por marcadores moleculares.

3.1 Objetivos especificos

1.- Generar 4 set de lineas recombinantes, desde el cruzamiento hasta la generacion F5, a
partir de la combinacion de 4 progenitores.

2.- Caracterizar molecularmente segiin el QTL de alta proteina todas las plantas de cada
poblacion en la generacion F3.

3.- Llevar a cabo un ensayo comparativo de rendimiento entre las lineas recombinantes
caracterizadas molecularmente y sus progenitores.

4.- Analizar los niveles de proteina del grano de las lineas participantes en el ensayo
comparativo de rendimiento.

5.- Evaluar estadisticamente la correlacion entre los niveles de proteina y el rendimiento de
los datos obtenidos en el ensayo comparativo de rendimiento.

6.- Llevar a cabo la seleccion fenotipica del 20% de las lineas de cada set de lineas
recombinantes, segun el caracter nivel de proteina en grano.

7.- Llevar a cabo la seleccion de las lineas recombinantes con el QTL alta proteina presente
en los 4 set de lineas.

8.- Comparar estadisticamente los resultados de la seleccion fenotipica con la seleccion a

partir del QTL alta proteina.



4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material vegetal
a. Seleccion de progenitores

Los progenitores comerciales utilizados para crear las poblaciones se seleccionaron a partir
de los datos generados por la RECSO (Red Nacional de Evaluacion de Cultivares de soja) en
la seccion Calidad de Grano de la campafia 2012-2013, cuyo analisis corresponde a datos desde
la campafia 2009/2010 hasta 2012/2013, a datos de Cuniberti et al., 2011 y a datos propios de
la empresa y su eleccion se baso en los factores tales como estabilidad y rendimiento, baja
proteina y alta proteina. (Tabla 1).

Se seleccionaron progenitores de grupos de madurez corto para lograr ciclos de cultivo
cortos y cumplir los plazos de evaluacion (Tabla 1).

Los genotipos de alta proteina con el QTL asociado al cromosoma 20 (Spro 12-61 y Spro
12-17), fueron obtenidos por el departamento de biotecnologia de Nidera Seeds Argerntina
S.A.U, asi como los marcadores asociados al QTL alta proteina. Los genotipos se obtuvieron
por retrocruza entre NA 4613RG y Danbaekkong (P1619083), utilizado la seleccion asistida por
marcadores moleculares (Warrington et al., 2011). NA 4613RG es un cultivar comercial que
tiene estdndares relativamente altos de proteina, segiin datos obtenidos por Cuniberti, et al.
(2014), ademéas de ser una variedad altamente cultivada y de estabilidad reconocida.
Danbaekkong (P1619083) fue el progenitor utilizando para aumentar los niveles de proteina, ya
que se caracteriza por tener niveles muy altos de proteina, pero con caracteristicas agronomicas
poco comerciales. Las lineas en BC3F3 fueron evaluadas a campo en un ensayo comparativo
de rendimiento en la campafia 2013-2014, por el equipo de trabajo del departamento de
Biotecnologia de Nidera Seeds S.A.U. A partir de los ensayos mencionados, se seleccionaron
dos genotipos alta proteina (Spro 12-61 y Spro 12-17) que se caracterizaron por presentar altos
contenidos de proteina (44,9 % sobre base seca (s.b.s.) y 41,8 % s.b.s.), en comparacion con el
progenitor NA 4613RG, con 37,8 % (s.b.s.). El rendimiento de las lineas de alta proteina
selectas fue de 2,3 t/ha y 3,3 t/ha mientras que NA 4613RG rindi6 3,8 t/ha.



Tabla 1: Progenitores y las caracteristicas de seleccion.

rocetrones  SRPODE MBIOBE | camacrokisnica  DEFROTEINA
Spro 12-61 3,7 Indeterminado alta proteina 449
Spro 12-17 3,7 Determinado alta proteina 41,8
DM 3810 3,8 Indeterminado Comercial baja proteina 35,2
A 3302RG 3,3 Indeterminado Comercial alta proteina 38,6

Tabla 1. Progenitores: Listado de variedades utilizadas para generar las poblaciones, Grupo de Madurez: corresponde al tiempo

que dura el ciclo del cultivo, desde emergencia a madurez (R8), Habito de crecimiento: tipos de desarrollo del tallo principal de la

planta de soja, Determinado, detiene su crecimiento cuando comienza a florecer e Indeterminado, sigue elongando el tallo principal

luego del inicio de floracién, Caracteristica: cualidad por la que se seleccioné el material para este trabajo, Porcentaje de proteina:

nivel de proteina del grano.

b. Generacion de lineas recombinantes:

Las poblaciones se generaron en el departamento de investigacion Soja de Nidera Seeds

Argentina S.A.U. Figura (1)

Figura 1: Esquema de obtencion de las lineas recombinantes

CRUZAMIENTO

i

F1

Siembra Verano 2014-2015
Seleccién por MAS

i @ Trilla Masal/Poblacién
Siembra Invierno 2015

F2 . .,
Sin seleccion

@
i Trilla masal/poblacién
Siembra Verano 2015-2016
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Argentina
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Estados Unidos

Argentina

Figura 1. A la izquierda los distintos ciclos de crecimiento y autofecundacion (@). Al medio las actividades llevadas a cabo en esa

generacion y a la derecha el pais donde se llevo a cabo el ciclo de crecimiento.



Los cruzamientos se llevaron a cabo en invierno del 2014. Utilizdndose en todos los casos
los genotipos con el QTL de alta proteina como macho y los materiales comerciales como
hembra. Ademas, los genotipos comerciales se cruzaron por ambos genotipos de alta proteina.

Las semillas de cada cruzamiento fueron sembradas en Venado Tuerto durante la campaiia
agricola 2014-2015, donde se verifico la cruza por medio de marcadores moleculares y se
seleccionaron plantas con el QTL de alta proteina en estado heterocigota. De estas cruzas, se

obtuvieron 16 plantas F1 (Tabla 2). Las plantas F1 obtenidas se trillan en masal por poblacion.

Tabla 2: Detalle de plantas F1 obtenidas de las poblaciones propuestas.

POBLACION PLANTAS
F1
DM 3810*Spro 12-61 1
DM 3810*Spro 12-17 8
A 3302RG*Spro 12-61 3
A 3302RG*Spro 12-17 4

Tabla 2. Poblacion: nombre asignado a cada cruzamiento efectuado. Planta F1: Plantas logradas de cada poblacion, verificadas

por marcadores moleculares.

A continuacion, se sembroé toda la semilla F2 en contra estacion (invierno de 2015) en Bella
Vista, Corrientes, para realizar un segundo ciclo de autofecundacion. La cosecha se realizo en
masal de todas las plantas F2-semilla F3 de cada poblacion.

En la estacion de crecimiento 2015-2016, se sembraron las semillas F3 de cada poblacion y
en el estado V3-V5 se llevo a cabo un muestreo de ADN en papel nucleico para caracterizar las
plantas segtn el estado de cigosidad del QTL de alta proteina. Se analizaron 882 plantas F3 que
se trillaron individualmente, distribuidas entre heterocigotas, homocigotas alta proteina (QTL
+) y homocigotas tipo silvestre (QTL-) para el QTL alta proteina del cromosoma 20. En la
(Tabla 3) se detalla la distribucion en las distintas poblaciones.

Cada planta F4 fue sembrada individualmente en surcos de 3 metros de longitud en contra
estacion (invierno 2016) en Arkansas, Estados Unidos. En este ciclo de crecimiento, se
caracteriz cada surco por su color de flor, grupo de madurez (segun testigos de referencia
colocados en el mismo ensayo) y habito de crecimiento. Se cosecharon las semillas F5 de cada
surco por separado en masal.

En la generacion F5, se llevaron a cabo los ensayos comparativos de rendimiento en el ciclo

de crecimiento 2016-2017 en Argentina.



Tabla 3: Detalle de plantas F3 segiin estado de cigosidad del QTL

POBLACION CIGOSIDAD QTL alta proteina PLAFI,\;TAS TOTAL PLANTAS
HETEROCIGOTA 13
HOMOCIGOTA ALTA 24
DM 3810*SPRO 12-61 PROTEINA 48
HOMOCIGOTA TIPO SILVESTRE 11
HETEROCIGOTA 67
HOMOCIGOTA ALTA 86
PROTEINA
DM 3810*SPRO 12-17 251
HOMOCIGOTA TIPO SILVESTRE 96
SIN DATO 2
HETEROCIGOTA 27
HOMOCIGOTA ALTA 41
PROTEINA
A 3302RG*SPRO 12-61 141
HOMOCIGOTA TIPO SILVESTRE 72
SIN DATO 1
HETEROCIGOTA 132
HOMOCIGOTA ALTA 157
A 3302RG*SPRO 12-17 PROTEINA 442

HOMOCIGOTA TIPO SILVESTRE 153

Tabla 3. Resultado del analisis por marcadores moleculares de las 4 poblaciones en las plantas F3.

c¢. QTL alta proteina:

El analisis de genotipado de los individuos pertenecientes a las poblaciones desarrolladas en
el presente trabajo se realizo en una plataforma de genotipado SNPline LGC Genomics. Para el
desarrollo del ensayo KASP NAGMPRO1 utilizado en la presente tesis, se envid la secuencia
de nucledtidos del SNP correspondiente a grupo de ligamiento “I” (Chr20), previamente
identificados en el departamento de Biotecnologia, a la empresa LGC. Los cebadores alelo
especificos fueron disefiados de forma que la variante asociada al caracter de alto contenido de
proteina en semilla (HPC) se marco con el fluoréforo HEX (Hexachlorofluorescein) y el alelo
nativo con el fluoréforo FAM (Fluorescein amidite). La reaccion de PCR se realizé en formato
de placa de 384 pocillos en un volumen final de 3 ul: 10-20 ng/ul de ADN seco, 0.042 ul de
mix de ensayo, 1.46 ul de KASP Mix y H2O csp. 3 ul. La reacciéon de amplificacion fue
realizada en un equipo Hydrocicler 16, utilizando el siguiente protocolo: 95 °C por 15 min,

seguido por diez ciclos de touchdown (95 °C for 20s/ touchdown a 65 °C inicialmente y



disminuyendo 1 °C por ciclo, 25 s), seguido por 30 ciclos de hibridacion y extension (95 °C por
10 s; 57 °C por 60 s). El producto de amplificacion obtenido para cada reaccion fue analizado

en un equipo Pherastar.

4.2. Ensayos de lineas recombinantes.

a. Ensayos comparativos de rendimiento:

Se realiz6 un ensayo en Bloques Completos al Azar con 2 repeticiones (unidad experimental:
2 surcos a 0.52 m por 4 metros de largo) con todas las lineas homocigotas para el QTL y
homocigotas del tipo silvestre de las 4 poblaciones en estudio, mas DM 3810, Spro 12-17, Spro
12-61 y A 3302RG estas como testigos.

Durante el ciclo del cultivo, se llevd a cabo un muestreo de ADN a los fines de realizar un
control por marcadores moleculares de todos los materiales, lo que permitié definir aquellos
que estaban sin datos en el analisis original y verificar los datos originales de las plantas F3.

Se llevo a cabo la siembra de las 649 parcelas (correspondientes a las lineas de cada
poblacion mas los testigos), la misma se llevo a cabo el dia 1 de diciembre del 2016 en el campo
experimental de Nidera Seeds Argentina S.A.U., El Recuerdo, ubicado en Venado Tuerto (-
62.060855°;-33.729288°). El ensayo, se realizd sobre rastrojo de maiz, se mantuvo libre de
malezas e insectos durante todo el ciclo de crecimiento. El registro de lluvias fue de 1137 mm
durante el ciclo del cultivo.

Con anterioridad a la cosecha, se verifico la longitud de las parcelas y se corrigio el largo en
los casos que fue necesario. Los 4 metros de parcela se cosecharon a mano y a maquina. En
todas las parcelas se llevo adelante el pesaje y la medicion del porcentaje de humedad. Ademas,
se realizd el calculo de rendimiento en toneladas sobre hectarea (t/ha), corregido al 13 % de

humedad.
b. Analisis de proteina:

Se analizaron los niveles de proteina de todas las parcelas del ensayo, ambas repeticiones
por separado. Para medir los niveles de proteina sobre base seca se utilizd el equipo NIR
(espectroscopia de infrarrojo cercano), perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de
Zavalla, puesto a punto con Foss Argentina (De Felipe et al., 2016). Las 1298 muestras, de 200

centimetros cubicos de semilla cada una, se analizaron por NIR.
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4.3.Analisis estadistico:

El analisis de datos se realiz6 mediante el modulo de modelos lineales y mixtos utilizando
el software estadistico Infostat (Di Rienzo J.A; et al., version 2017), donde el modelo empleado

para las variables proteina y rendimiento fue:

Y it = Mu + Repeticion ; + Poblacion ; + Lineas i + e jix. ; donde Repeticion y Poblacion
fueron tomados como efectos fijos, en tanto que Lineas dentro de Poblacion fue tomada como
efecto aleatorio . Entiéndase por Poblacion a las poblaciones y sus progenitores. (Spro 12-61,
Spro 12-17, DM 3810, A 3302RG, DM 3810*Spro 12-61, DM 3810*Spro 12-17, A
3302RG*Spro 12-61 y A 3302RG*Spro 12-17)

A modo de poder conocer y describir como fue la variabilidad de los datos es que se
estimaron los parametros de curtosis y asimetria. La curtosis de los datos de cada poblacion se
midié promediando la cuarta potencia de la diferencia entre cada elemento del conjunto y
la media, dividido entre la desviacion tipica elevado también a la cuarta potencia. Las curvas
se pueden clasificar en tres grupos segtn el signo de su curtosis, es decir, segun la forma de la

distribucion:

= Leptocurtica: la Curtosis>0. Los datos estan muy concentrados en la media, siendo una
curva muy apuntada.

* Mesocurtica: la Curtosis=0. Distribucién normal.

= Platicurtica: la Curtosis<0. Muy poca concentracion de datos en la media, presentando
una forma muy achatada.

El coeficiente de asimetria de Fisher CAF evalta la proximidad de los datos a su media x.
Cuanto mayor sea la suma  (xi—x)3, mayor sera el coeficiente. Si CAF<O: la distribucion tiene
una asimetria negativa y se alarga a valores menores que la media.

» Si CAF=0: la distribucion es simétrica.
= Si CAF>0: la distribucion tiene una asimetria positiva y se alarga a valores mayores que

la media.
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5. RESULTADOS

5.1. Comportamiento para rendimiento de las poblaciones obtenidas.

Para el componente rendimiento en grano se detectaron diferencias significativas entre las
distintas poblaciones (p-valor: 0,0001). En la (Tabla 4) se detallan el rendimiento promedio y

otros parametros poblacionales y de los progenitores que robustecen el analisis.

Tabla 4: Resumen de rendimiento de las poblaciones.

Resumen de rendimiento (t/ha)

Poblaciones n Media *) D.E. Min. Max.
Sprol2-17 12 4,54 a 0,65 3,43 5,61
A3302RG 5 4,50 ab 0,52 4,04 5,34

DM 3810*SPRO 12-17 318 4,45 ab 0,55 2,70 5,66
DM3810 25 4,37 ab 0,56 3,43 5,36
A 3302RG*SPRO 12-61 198 4,08 b 0,60 2,56 5,72
A 3302RG*SPRO 12-17 575 4,06 b 0,55 2,65 5,71
DM 3810*SPRO 12-61 58 3,80 © 0,58 2,64 5,09
Spro12-61 11 3,69 c 0,65 2,73 4,52

Tabla 4: n: nimero de parcelas evaluados, Media: media del rendimiento en t/ha de toda la poblacion, (*) Valores seguidos de
igual letra no difieren entre si significativamente, con un valor de Diferencia Minima Significativa (DMS) de 0,405 t/ha. D.E.: desvié
estandar del rendimiento, Min.: valor minimo de rendimiento de la poblacion, Max.: Valor maximo de rendimiento de la poblacion.

En negrita los progenitores.

Para el caso de las dos poblaciones con la hembra A 3302RG (A 3302RG*SPRO 12-61y A
3302RG*SPRO 12-17), se observaron rendimientos minimos semejantes a los progenitores alta
proteina con el QTL y rendimientos maximos superiores a los 3 progenitores, mostrando
ambas, casi la misma dispersion de datos solo que en el caso de la poblacion A 3302RG*SPRO
12-61 con una asimetria negativa, siendo la asimetria positiva para el caso de la poblacion A
3302RG*SPRO 12-17. Es importante aclarar que la asimetria nos indica si la mayor
concentracion de datos se encuentra hacia mayores valores (asimetria negativa) o hacia los

menores valores (asimetria positiva).

Para el caso de las poblaciones con la hembra DM 3810 (DM 3810*SPRO 12-61 y DM
3810*SPRO 12-17), el rendimiento minimo de la poblacion DM 3810*SPRO 12-17 fue
ligeramente superiores a los de las otras tres poblaciones, igualmente fue menor que el de los
progenitores. El rendimiento maximo fue superior que el de los progenitores en la poblacion

DM 3810*SPRO 12-17 y menores a los de los progenitores en la DM 3810*SPRO 12-61,
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correlacionando con el dato del menor rendimiento observado en progenitor Spro 12-61,
genotipo alta proteina en esta poblacion. En el caso de la poblacion DM 3810*SPRO 12-17, la
asimetria fue negativa, mientras que en la poblacion DM 3810*SPRO 12-61 la asimetria fue

positiva.
5.2. Comportamiento de la variable proteina sobre base seca de las poblaciones.

Para el componente proteina en grano se detectaron diferencias significativas entre las
distintas poblaciones (p-valor: 0,0001), ya que se observaron divergencias entre las poblaciones
generadas, como asi también entre estas y sus progenitores. En la Tabla 5 se detallan los niveles

promedio de la variable y otros parametros poblacionales que robustecen el analisis.

Tabla 5: Analisis de medias de proteina de las poblaciones y los progenitores.

Proteina (% sbs)

Poblaciones n Media (*) D.E. Min. Max.

A 3302RG*SPRO 12-17 573 3941 a 1,13 36,64 42,58
Spro12-61 10 3929 a 1,30 3594 40,42

A 3302RG*SPRO 12-61 195 39,19 ab 1,17 37,16 41,88
Spro12-17 12 3873 ab 1,22 3586 40,18

DM 3810*SPRO 12-61 56 38,56 ab 1,33 35,63 40,37
DM 3810*SPRO 12-17 310 3747 ¢ 1,17 34,93 40,19
A 3302RG 6 3684 cd 148 3510 38,71

DM 3810 25 36,00 d 0,84 34,94 38,47
Tabla 5: n: nimero de muestras analizadas, Media: media de porcentaje de proteina en grano sobre base seca de todas las

lineas de la poblacion, (*) Valores seguidos de igual letra no difieren entre si significativamente, con un valor de DMS de 0,957. D.E.:
desvio estandar del porcentaje de proteina, Min.: valor minimo de proteina en grano sobre base seca de la poblaciéon, Max.: Valor
maximo de proteina en grano sobre base seca de la poblacion. El nivel de proteina es tomado en porcentaje sobre base seca. En negrita

los progenitores.

La poblacion A 3302RG*SPRO 12-17 fue la que mostré el mayor nivel de proteina
promedio y registr6 el valor maximo entre todas las poblaciones (42,58 % s.b.s.) e inclusive
super6 a todos los progenitores. Si bien el valor de proteina de A 3302RG fue inferior al
esperado (Cuniberti et al., 2011), el correspondiente a dos poblaciones con esta linea como

hembra mostr6 los mayores indices de proteina entre las 4 poblaciones.

En todas las poblaciones, se pudieron detectar lineas con niveles del 40 % de proteina dentro

de sus valores maximos.

La curtosis de las 4 poblaciones fue semejante entre ellas (-0,79, -0,88, -0,89 y -1,07) (Figura
2).
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Figura 2: Graficos de frecuencia de lineas contra nivel de proteina.
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Figura 2. Graficos de frecuencias, donde se indican las ubicaciones relativas que ocuparon los progenitores en la distribucién de

niveles de proteina de cada poblacion y donde se refleja el grado de curtosis de los datos.

5.3. Asociacion entre las variables proteina y rendimiento en grano

Se realizaron regresiones con el conjunto total de datos y luego por poblacion donde se
observaron tendencias positivas y negativas muy leves (valores “b”, Tabla 6) con niveles de
correlaciones despreciables (valores “r”, Tabla 6), excepto para el conjunto de datos total. En
¢l, la correlacion resulto significativa (significancia < 0,0001) pero con muy baja correlacion (r
-0,15), lo cual demuestra, para este set de datos, una asociacion pobre entre ambas variables.
Se realizd un grafico de dispersion Rendimiento contra Proteina en grano (Figura 3), donde se

puede observar el comportamiento de cada poblacion y el total de los datos (Figura 4).
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Tabla 6: Analisis de regresion de las variables proteina y rendimiento.

Poblaciones B r significancia
TOTAL -0,06 -0,15 <0,0001
DM 3810*SPRO 12-61 -0,03 -0,06 0,65
DM 3810*SPRO 12-17 0,02 0,05 0,38
A 3302RG*SPRO 12-61 -0,06 -0,11 0,13
A 3302RG*SPRO 12-17 0,03 0,06 0,16

Tabla 6. b: pendiente de la regresion de los datos, tipo de correlacion de las variables, r: ajuste de los datos a la regresion, TOTAL:

analisis llevado a cabo con la totalidad de los datos de todas las poblaciones.

Se puede observar la pendiente casi nula para las regresiones de las poblaciones DM
3810*SPRO 12-61, DM 3810*SPRO 12-17 y A 3302RG*SPRO 12-17, mientras que la
poblacion A 3302RG*SPRO 12-61 mostrd una pendiente muy semejante a la Total, negativa y
de mayor magnitud. Mostrando que casi no habria correlacion negativa entre el rendimiento y

el porcentaje de proteina para estas poblaciones en este ambiente.
Figura 3: Grafico de dispersién de las lineas recombinantes de cada poblacion de los datos de porcentaje de proteina

en grano contra rendimiento en grano.
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Figura 3. Analisis de dispersion rendimiento (t/ha) contra porcentaje de proteina sobre base seca, de las distintas poblaciones. No

incluye a los progenitores.
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Figura 4: Grifico de dispersion de todos los datos de porcentaje de proteina en grano contra rendimiento en grano.
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Figura 4. Analisis de dispersion rendimiento (t/ha) contra porcentaje de proteina sobre base seca, de las distintas poblaciones como

asi también del conjunto total de datos. No incluye a los progenitores.

5.4. Comportamiento de la variable proteina contra el estado del QTL dentro de cada

poblacion.

Se llevd a cabo el analisis de las poblaciones segregando las variedades que fueron
caracterizadas con el QTL homocigota (QTL +) y el QTL homocigota del tipo silvestre (QTL
-). Cuando se analizaron por separado los materiales con el QTL +, las cuatro poblaciones

mostraron mayores valores promedio que aquellas con el QTL - (Tabla 7).
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Tabla 7: Analisis de medias, minimo y maximo del nivel de proteina de las poblaciones segiin las lineas

recombinantes con el QTL + 0 QTL -.

Poblaciones Media D.E. Min. Max.

A 3302RG*SPRO 12-17  QTL + 40,27 0,74 38,19 42,58
A 3302RG*SPRO 12-17  QTL - 38,52 0,69 36,64 41,92
A 3302RG*SPRO 12-61  QTL + 40,42 0,7 38,80 41,88
A 3302RG*SPRO 12-61  QTL - 38,48 0,7 37,16 40,29
DM 3810*SPRO 12-17  QTL + 38,45 0,76 35,87 40,19

DM 3810*SPRO 12-17  QTL - 36,57 0,63 34,93 38,06

DM 3810*SPRO 12-61  QTL + 39,33 0,68 37,70 40,37

DM 3810*SPRO 12-61  QTL - 37,06 0,95 35,63 40,37

Tabla 7. Analisis de la media de cada poblacion agrupada por QTL +y QTL -Media: media del porcentaje de proteina sobre base
seca, D. E. desvié estandar; Min.: valor minimo de porcentaje de proteina sobre base seca; Max.: valor maximo de porcentaje de

proteina sobre base seca. No incluye a los progenitores.

Cuando se evaluaron dentro de cada poblacion, las lineas con QTL + contra QTL -

siempre mostraron una diferencia significativa en cada poblacion (Tabla 8).

Tabla 8: Prueba de T para muestras independientes de las lineas QTL + contra QTL -.

Poblaciones Grl“p" Grupo2 n(l) n(2) M("lc;‘a M(ez‘;‘a Media(1)-Media (2)  p-valor
A3302RG*SPRO 1217 L+ QTL- 290 279 4027 3852 1,75 <0,0001
A3302RG*SPRO 1261 qorp+ QTL- 71 124 4042 3848 1,94 <0,0001

DM 3810*SPRO12-17 qrL+ QTL- 148 162 3845 3657 1,87 <0,0001
DM 3810*SPRO12-61 oL+ QTL- 37 19 3933 37,06 2,27 <0,0001

Tabla 8. Prueba de T para muestras independiente entre las lineas QTL +: Grupo 1 y QTL -: Grupo 2. n: nimero de lineas de
cada grupo (1) o (2) de cada poblacion. Media del porcentaje de proteina sobre base seca de cada poblacion para el subgrupo (1) y (2).
Media (1)-Media (2): media del grupo (1) menos la media del grupo (2) para cada poblacién. p-valor: valor de probabilidades asociado

a la prueba T de cada poblacion. No incluye a los progenitores.

En los 4 casos analizados, las lineas con QTL + presentaron mayores niveles promedio de
proteina, y los minimos fueron entre un punto y dos mayores a las lineas con el QTL -. Solo
en la poblacion DM 3810*SPRO 12-61, las lineas con QTL+ y -, presentaron valores maximos

iguales, mientras que el valor minimo de QTL + se mantuvo superior.

No se detecta asociacion aparente entre los genotipos alta proteina y los niveles de proteina
cuando se realizan comparaciones a través de las hembras utilizadas (Tabla 9). Pero si se
observa una diferencia significativa entre los niveles de proteina cuando analizamos las
poblaciones a partir de las hembras utilizadas (Tabla 9). Claramente se observa que la hembra
A3302RG (selecta por su alto nivel de proteina) aporta mas a este caracter, diferenciandose
significativamente de las poblaciones con la hembra DM 3810 (comercial de bajo contenido en

proteina).
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Tabla 9: Comparacion del nivel de proteina de las poblaciones para el grupo de lineas QTL +

Poblacién (*) Medias n E.E.
A3302RG*Sprol2-61 a 4042 71 0,09
A3302RG*Sprol2-17 a 40,27 290 0,04

DM3810*Spro12-61 b 3933 37 0,12
DM3810*Spro12-17 ¢ 3845 148 0,06

Tabla 9: n: nimero de muestras analizadas, Media: media de porcentaje de proteina en grano sobre base seca de las lineas

caracterizadas con el QTL + de cada poblacién, (*) Valores seguidos de igual letra no difieren entre si significativamente, con un valor

de DMS de 0,23121 E.E.: error estandar del porcentaje de proteina

5.5. Seleccion fenotipica contra seleccion asistida por marcadores moleculares.

La seleccion fenotipica se llevo a cabo de la siguiente manera: a partir de los datos del
porcentaje de proteina del grano obtenidos, se realizo la seleccion de lineas dentro de cada
poblacion. Para la seleccion se eligio el 20 % de las lineas con los mayores valores de porcentaje

de proteina.

La seleccion asistida por marcadores moleculares se llevd a cabo seleccionando, dentro de

cada poblacion, las lineas con el QTL presente en homocigosis.

Se compararon ambos listados y se observo que en la seleccion fenotipica todas las lineas
tenian presente el QTL alta proteina. Salvo un solo caso en la poblacion A 3302RG*SPRO 12-
17, al comparar la media en el caracter proteina para ambos tipos de selecciones de las 4

poblaciones esta fue la misma.

En los diagramas de cajas (Figura 5) se puede observar la separacion de los grupos QTL+

contra QTL- para las cuatro poblaciones.
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Figura 5: Diagrama de cajas para la dispersion de los datos por poblacién del porcentaje de proteina para QTL +
contra QTL-.
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Figura 5. Analisis de dispersion de porcentaje de proteina sobre base seca de cada poblacion segregando las lineas entre aquellas
con el QTL + contra QTL -.

Se realizo el analisis de asociacion entre las variables proteina y rendimiento en grano (Tabla
10, Figura 6) solo con aquellas lineas con el QTL + de cada poblacién y no se observo una
correlacion importante (1: 0,1), pese a que la pendiente fue negativa (-0,06) para el analisis con
la totalidad de las lineas QTL +. En general, se observa que todas las pendientes (b) son
positivas para cada poblacion, pero ésta pendiente no es significativa estadisticamente. Cuando
comparamos estos datos con los obtenidos en la Tabla 6, se puede observar un aumento de la

correlacion positiva para el caso de las poblaciones. Mientras que la correlacion cuando se
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analizan la totalidad de los datos sigue siendo negativa y del mismo valor. En todos los casos,

dicha correlacion es no significativa.

Tabla 10: Analisis de regresion de las variables proteina y rendimiento para lineas con QTL +

Poblaciones b r Significancia
A 3302RG*SPRO 12-17 0,04 0,05 0,4067
A 3302RG*SPRO 12-61 0,15 0,20 0,1165
A 3302RG*SPRO 12-61 0,1 0,14 0,0619
A 3302RG*SPRO 12-61 0,08 0,10 0,5958
TOTAL -0,06 0,10 0,0066

Tabla 10. Analisis llevado a cabo solo con las lineas con el QTL + de cada poblacion. b: pendiente de la regresion de los

datos, tipo de correlacién de las variables, r: ajuste de los datos a la regresiéon, TOTAL: incluye todos los datos de lineas QTL +

de todas las poblaciones en estudio.
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Figura 6: Grifico de dispersion de los datos porcentaje de proteina contra rendimiento de los materiales selectos

por marcadores moleculares.
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Figura 6. Analisis de dispersion rendimiento (t/ha) contra porcentaje de proteina sobre base seca de cada poblacion para las lineas

con QTL +. Sin incluir a los progenitores. En negro las lineas de tendencia de cada set de datos.
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Figura 7: Grifico de dispersion de la totalidad de los datos de porcentaje de proteina contra rendimiento de los

materiales selectos por marcadores moleculares.
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Figura 7. Anilisis de dispersién rendimiento (t/ha) contra porcentaje de proteina sobre base seca de las lineas con QTL +. Sin

incluir a los progenitores. En negro linea de tendencia de los datos Regresion TOTAL: b:-0.13 r: 0.1. significativa

22



6. DISCUSION

Durante los ultimos 20 afios, los niveles de proteina en soja en Argentina han disminuido
debido a que el porcentaje de proteina en grano no es bonificado per se. Esta tendencia ocasiond
la pérdida de oportunidades de negocio para el pais. El caracter carece de importancia en el
mejoramiento tradicional debido a una supuesta correlacion negativa con el rendimiento
(Hanson, 1991; Chung et al., 2003; Cober and Voldeng, 2000) y a la baja relevancia que se le
otorga a nivel comercial. En consecuencia, al no ser un factor de demanda importante por parte
de los productores, los semilleros no abordan el asunto. Desde hace un tiempo, ACSOJA
(Asociacion de la Cadena de la Soja), viene poniendo en consideracion y buscando soluciones
a esta pérdida de nivel de proteina en Argentina (participacion por parte de PROSOJA de los
talleres llevados a cabo en los ultimos afios). El advenimiento de una mayor oferta de
herramientas moleculares que simplifican el proceso de seleccion en etapas tempranas abre la
posibilidad de evaluar y, potencialmente, incluir el caracter proteina en los programas de
introgresion en mejoramiento comercial.

Cuando se evaluo6 rendimiento contra porcentaje de proteina en grano en la totalidad de los
datos generados de las cuatro poblaciones, la regresion mostré una correlacion negativa
significativa con un nivel muy bajo de correlacion (Figura 4). Sin embargo, cuando se analizo
cada poblacion por separado, las regresiones fueron positivas y negativas segun la poblacion,
pero no fueron significativas (Tabla 6). Cuando se analizaron los materiales con el QTL + por
separado, las correlaciones pasaron a ser todas positivas salvo la que considera la totalidad de
los datos (TOTAL), que se mantuvo negativa (Tabla 10 y Figura 7). Se deberian realizar
ensayos en una mayor cantidad de ambientes para confirmar este comportamiento para este
QTL. Esto concuerda con lo analizado por Brzostwski et al. (2017), donde encuentra una
correlacion negativa significativa entre el nivel de proteina en grano y el rendimiento cuando
se analiza en el mismo QTL. Nuestro resultado no se correlaciona con los de Brzostwski y Diers
(2017) cuando analizaron un QTL del cromosoma 20 asociado a alta proteina.

A su vez, se puede observar, en concordancia con Bosaz et al., (2018), (Figura 7) que hay
un limite de rendimiento para la alta proteina. Si se desea generar materiales con alta proteina
y alto rinde (mayor a 4,5 t/ha), existe una barrera que podria estar asociada a la captura de
nitrégeno.

Cuando se analizaron los materiales con el QTL de cada poblacion (Tabla 7 y Tabla 10), se

observé claramente un mayor nivel promedio de proteina en las dos poblaciones que tienen
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como hembra a A3302RG, por lo que se observa un aporte significativo de este fondo genético
al contenido en proteina. En cuanto a rendimiento, el menor valor se observo en la poblacion
DM 3810*SPRO 12-61. Si consideramos el rendimiento promedio de cada poblacion respecto
al rendimiento promedio de las lineas de la poblacion con el QTL +, la media poblacional se

mantuvo casi igual, en alglin caso subid y en otros bajoé (Tabla 11).

Tabla 11: Rendimiento en poblacion total contra lineas con QTL+.

RENDIMIENTO (Promedio t/ha)

Poblaciones Total QTL +
A 3302RG*SPRO 12-17 4,06 4,08 SUBE
A 3302RG*SPRO 12-61 4,08 4,02 BAJA
DM 3810*SPRO 12-17 4,45 4,48 SUBE
DM 3810*SPRO 12-61 3,79 3,70 BAJA

Tabla 11 Total: promedio de rendimiento de todas las lineas de la poblacion. QTL+: promedio de rendimiento en t/ha de las lineas

con el QTL +.

Se observa una pequefia tendencia con respecto a los genotipos alta proteina. El genotipo de
mayor rendimiento (Spro 12-17) aportd a este caracter también y se lograron mejores
rendimientos con respecto a la media cuando se analizaron los materiales con QTL +. El
rendimiento bajo, sin embargo, para las cruzas con el genotipo de menor rendimiento (Spro 12-
61). Se deberia hacer una evaluacion en mas ambientes y mas fondos genéticos para obtener
mayor consistencia de datos. Con la informacién obtenida, si tuviera que utilizar alguno de
estos materiales para un proceso de mejoramiento, utilizaria lo que fenotipicamente se
encuentre en mejores condiciones de la poblacion A 3302RG*SPRO 12-17. Esto lleva a pensar
que, para optimizar procesos de mejoramiento, se pueden generar poblaciones con progenitores
que tengan este QTL alta proteina (con el objetivo de aumentar el nivel) y en F2 o F4-5
seleccionar por marcadores moleculares aquellas lineas con el QTL homocigota y avanzar con
poblaciones mas reducidas. Esto permitiria asegurar un piso de proteina, sin perder
oportunidades de mejorar el rendimiento. En la Figura 5 se puede observar que seleccionando
para la presencia del QTL quedan selectas las lineas con el mayor rango de nivel de proteina de
las poblaciones generadas. Solo quedan solapados algunos casos que se pueden considerar

valores atipicos.

24



7. CONCLUSIONES

Con respecto a la primera hipdtesis planteada, “la correlacion entre el nivel proteina en grano
y el rendimiento es dependiente de la fuente de alta proteina y del fondo genético de la variedad
receptora”, en las poblaciones evaluadas, el caracter alta proteina en grano se correlacion6 con
los niveles propios de la variedad comercial, utilizandose dos materiales alta proteina con el
QTL asociado a alta proteina. Se detectd una correlacion negativa y significativa con el
rendimiento a nivel de todas las lineas analizadas en su conjunto. Sin embargo, la correlacion
no fue significativa para cada poblacion por si misma. Aun cuando se analizaron solo aquellos
materiales de cada poblacion con el QTL +, se pudo observar que en todas las poblaciones la
correlacion es positiva (no significativa) y con mayores valores absolutos, y la TOTAL se
mantuvo con el mismo valor de correlacion, y siguid siendo significativa. En consecuencia,
para este material de estudio se confirma la hipdtesis planteada.

En cuanto a la segunda hipdtesis “El QTL asociado al cromosoma 20 explica un porcentaje
elevado de la variacion del porcentaje de proteina y es un QTL de facil seleccion”, en las cuatro
poblaciones analizadas, la propuesta de seleccion del 20 % de lineas con contenido superior en
porcentaje de proteina en grano tuvo una alta correlacion con la presencia del QTL alta proteina.
Cuando comparamos las medias de las lineas con el QTL + con la media de las lineas con el
QTL — para el porcentaje de proteina en grano, vemos claramente que el QTL alta proteina
aporta mucho al caracter en cuestion. Por lo que vemos factible poder hacer una seleccion por
marcadores moleculares para este QTL en el cromosoma 20 en poblaciones generadas a partir
de progenitores alta proteina con este QTL. Por lo tanto, se confirma la hipotesis planteada.

A partir de estas conclusiones, se dejan plateados los siguientes interrogantes para seguir
analizando: ;los materiales con el QTL presente, mantendran su comportamiento de alto rinde
en otros ambientes? ;Este QTL mostrara el mismo comportamiento en otros fondos genéticos
comerciales de Argentina? ;Habra algin efecto negativo pleiotropico que no se haya visto en
este analisis?

Se han seleccionado lineas con el QTL presente y de alto rendimiento para incorporar en el

programa de mejoramiento de la empresa Nidera Seeds Argentina S.A.U..
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