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ABREVIATURAS, SIGNOS Y ANGLICISMOS
*+* probabilidad asociada menor a 0,001
**. probabilidad asociada menor a 0,01

*: probabilidad asociada menor a 0,05

<; menor

>; mayor

°; grados decimales

°C; Grados centigrados

%; porcentaje

% SC; porcentaje de suma de cuadrados
~; aproximadamente

+: mas

AACREA; Asociacion Argentina de Consorcios Regionales de Experimentacion Agropecuaria

AIC; Criterio de informacién de Akaike
BLUP ; mejor predictor lineal insesgado
b; pendiente de una recta

Bc; B-conglicinina

b.s.; base seca

Cont.; contenido

Ec.; ecuacion

EE; error estandar

et al.; del latin, y otros
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ene.; enero
Ej.; ejemplo

FBN; fijacion biolégica de nitrégeno
Gli; glicinina

G.L.; grados de libertad

g; fuerza centrifuga relativa

ha; hectarea

HIPRO; alta proteina

kg; kilogramo

krigging; del inglés, krigeado

m; metro

max; maximo

min; minimo

MJ m?; Mega Joule por metro cuadrado
N; nitrégeno

n; nimero de datos

ns; no significativo

nov.; noviembre

P; fésforo

p; probabilidad asociada

pH; potencial hidrogeno

pl m?; plantas por metro cuadrado
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PP; precipitaciones

R?: Coeficiente de determinacion
R2; floracién completa

R3; inicio de formacion de vainas
R4; plena formacion de vainas
R5; inicio del llenado de granos
R5.5; 50% de llenado de granos
R6; pleno llenado de granos

R7; madurez fisiol6gica

sep.; septiembre

T; temperatura

Teg; tegumento

X; por
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ESTRATEGIAS PARA INCREMENTAR EL VALOR AGREGADO DE LA PRODUCCION DE
SOJA ARGENTINA: IDENTIFICACION DE REGIONES, TECNICAS DE MANEJO Y
GERMOPLASMA PARA AUMENTAR LA CONCENTRACION Y CALIDAD DE PROTEINA EN
GRANO

RESUMEN

Argentina es uno de los principales paises productores de granos y el primer exportador
mundial de harina de soja, cuya concentracion de proteina ha disminuido significativamente en
los ultimos afios. En este contexto, conocer cuales son los factores ambientales y de manejo
que podrian revertir esta situacion es clave para alcanzar los estandares de comercializacion
requeridos por las harinas de alta calidad con mayor demanda mundial. Los objetivos de esta
tesis fueron: (i) describir los niveles de proteina en grano en los sistemas de produccion
templados de la region central de Argentina y explorar patrones espaciales de variacion de
proteina en toda la region, (ii) identificar la importancia relativa del manejo y los efectos
ambientales en la concentracion de proteina en grano complementando un enfoque
observacional y experimental, (iii) explorar las correlaciones entre la concentracion de proteina,
el rendimiento y la captura total de N mediante el analisis de ensayos multiambientales en la
region bajo estudio, (iv) evaluar el efecto de tratamientos de fertilizacion nitrogenada en
estadios tardios del cultivo sobre la concentracion de proteina, la FBN y la absorcion de
nitrdgeno mineral, y si la cantidad de N absorbido o la FBN modula la respuesta de la proteina a
la fertilizacion, (v) identificar genotipos de distintas etapas evolutivas del cultivo (cultivares
ancestrales y comerciales actuales) con alta concentracion de proteina en grano y calidad
diferenciada en la composicion de la fraccién proteica y evaluar cobmo esto influye en la
solubilidad de las proteinas de las harinas de soja. Para cumplir el objetivo (i) se realizé de una
aproximacion observacional utilizando herramientas de mineria de datos. La concentracion de
proteina en grano mostré un patrén espacial para soja de primera, lo que permitié identificar
areas bien delimitadas con valores proteicos contrastantes. No se observé un patrén espacial
para soja de segunda. Para el objetivo (ii) y (iii) se utiliz6 un enfoque experimental analizando
ensayos multiambientales a nivel regional. Se identificaron genotipos con alta concentracion de
proteina consistente a través de los sitios explorados. Los ambientes con alto rendimiento y

calidad fueron evidentes, pero los resultados mostraron correlaciones negativas entre
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rendimiento y concentracion de proteina en grano. Los experimentos manipulativos (objetivo iv)
consistieron en evaluar fertilizaciones nitrogenadas (foliar y del suelo) en estadios tardios del
ciclo del cultivo, en dos fechas de siembra y dos genotipos de alto rendimiento y concentracion
de proteina contrastante. Las fertilizaciones foliares o del suelo no tuvieron un aumento positivo
en el rendimiento o la captura de N del cultivo, pero tuvieron efectos positivos similares en la
concentracion de proteina en grano (+2%) solo en las fechas tardias en ambos genotipos. La
aplicacion de N en el suelo o como fertilizante foliar inhibi6 la FBN, pero la inhibicién fue mayor
cuando se aplicd N en el suelo. La cantidad de N fijada durante el periodo de llenado de grano,
expresada por unidad de grano, es un predictor relativamente bueno de la respuesta de la
proteina a la fertilizacion con N, lo que sugiere un papel critico de la FBN durante esta etapa
para asegurar altos niveles de proteina en grano. Para cumplimentar el objetivo (v) se realiz6
una caracterizacion de genotipos de diferentes etapas evolutivas de la soja respecto a la
concentracion y composicion de proteina en grano, y se evaluaron la composicion y los perfiles
de solubilidad de la proteina de las harinas resultantes. Se encontraron diferencias significativas
entre tipos y genotipos para la concentracién, composicién y solubilidad de la proteina. Los
ancestros silvestres (G. soja) y Elite tuvieron las concentraciones maxima y minima de proteina
en grano, respectivamente (42,9 y 36,3%). Con respecto a la composicion de la proteina, para
la B-conglicinina (Bc) y glicinina (Gli), el genotipo fue el efecto significativo que represent6 la
mayor parte de variacion, al igual que para sus subunidades. Dentro de los genotipos Elite,
A5009 tuvo la menor solubilidad de proteinas en toda la escala de pH. El tipo Elite present6 una
concentracion de proteina mas baja en grano y, por lo tanto, también en la harina resultante
respecto a los tipos ancestrales. La incorporacion de materiales ancestrales que amplien la
base genética utilizada en los programas de mejoramiento actuales es crucial para la obtencion
de productos de alta concentracion y calidad proteica y para acceder a mercados de alto valor.
Ademas, la caracterizacion de estrategias de manejo especificas, su rol en la calidad de los
granos, y su potencial inclusion a nivel productivo resultan novedosas para un area de

entendimiento clave y poco explorada hasta el momento.
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STRATEGIES TO INCREASE THE ADDED VALUE OF ARGENTINE SOYBEAN
PRODUCTION: IDENTIFICATION OF REGIONS, MANAGEMENT OPTIONS AND
GERMPLASM TO INCREASE CONCENTRATION AND PROTEIN QUALITY IN GRAIN.

ABSTRACT

Soybean cropping systems from temperate regions are having seed protein levels below the
standard required for industrial processing, threatening the soybean value. Management options
to increase these levels are needed to reach market standards. Commercial soybean breeding
has been focused traditionally on increasing seed yield. The narrow initial parental selection of
most breeding programs has resulted in limited genetic diversity within commercial genotypes.
The objectives of this thesis were: (i) to describe soybean seed protein in the central production
systems of Argentina, (ii) to explore spatial patterns across the region, (iii) to quantify the
importance of crop management and environment on protein concentration, and to explore
correlations between seed protein concentration, seed yield, and total canopy N uptake, (iv) to
evaluate the impact of late N fertilization treatments on soybean seed protein on different
planting dates and cultivars, and (v) to identify genotypes from different evolutionary stages
(ancestral and current commercial cultivars) with high concentration of protein in grain and
differentiated quality in the composition of the protein fraction and to evaluate how these
characteristics influence the solubility of the proteins in the resulting defatted soybean meals.
The observational approach showed an existing spatial pattern for seed protein concentration in
soybean as single crop. It allowed to identify well-delimited areas with contrasting protein values.
Management variables accounted for ~73% of seed protein concentration variation in both
crops. Cultivar trials identified consistent high seed protein cultivars. Sites with high yield and
quality were also evident. Regarding soil or foliar N fertilizations, both had similar positive effects
on seed protein concentration only in late planted crops for both cultivars. Applying N in the soll
or as a foliar fertilizer inhibited BNF, but the inhibition was higher in the first one. The amount of
N fixed during the seed filling period, expressed per unit seed, is a relatively good predictor of
the response of seed protein. Differences in seed protein concentration, composition, and
solubility were evident for genotypes within different evolutionary stages and among stages as
well. Wild relative (G. soja) and Elite had the maximum and minimum seed protein

concentrations, respectively. Within Elite cultivars, A5009 had the lowest protein solubility
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throughout the pH scale. Modern elite type had lower protein concentration in the seed, and
thus, in the resulting flour than the ancient types.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. JUSTIFICACION Y ANTECEDENTES EN EL ESTUDIO DE LA CALIDAD DEL GRANO
DE SOJA

1.1.1. La importancia de la proteina del cultivo de soja

Argentina se ubica como tercer productor mundial de soja, luego de Estados Unidos y Brasil
(USDA, 2016). Con mas de 16,9 millones hectareas sembradas y una produccion que supera
los 49 millones de toneladas (MAGYP, 2020), esta oleaginosa es el principal cultivo extensivo de
nuestro pais. Su versatilidad como producto para alimentacién humana y animal, su potencial
para aplicaciones energéticas e industriales y su bajo costo en comparacién a otras fuentes de
proteinas son algunas de las razones que explican la fuerte demanda mundial, y la consecuente
relevancia a nivel nacional. De esta manera, sea como grano o0 sus productos derivados (aceite
y harina), sus exportaciones componen la principal entrada de divisas aportadas por el complejo
agroindustrial (MAGyP, 2020).

Concentraciones contrastantes de proteina en el grano de soja producen harinas de
diferentes calidades luego de su procesamiento industrial. Harinas de alta calidad, cominmente
denominadas “HIPRO” (con 47% de proteina) son las de mayor demanda a nivel mundial. Sin
embargo, la industria argentina ha tenido serios problemas para alcanzar el nivel de proteina
requerido en este subproducto debido a la baja concentracién proteica del grano procesado,
obligando a madificar la base de comercializacion de la harina de soja de origen argentino de 47
a 46,5% de proteina, con 12,5% de humedad. (Cuniberti y Herrero, 2013). El tenor proteico
promedio del grano producido en Argentina es de 36,1% (MAGyP, 2020), en tanto que Brasil,
Paraguay y Bolivia superan este valor (Cuniberti et al., 2011). Esta situacion plantea el desafio
de aumentar la concentracion de proteina de los granos producidos en los sistemas sojeros

actuales, explorando potenciales causas de su variacion a escala de produccion.

Por otro lado, a pesar de que existen mas de 50 usos alternativos para la harina de soja
(Deak et al., 2008), actualmente el 98% de la harina producida se utiliza para la elaboracion de
alimentos balanceados. En este sentido, explorar otros usos alternativos puede mejorar la
competitividad de dicho subproducto en los mercados, ampliando y/o posibilitando otras vias

comerciales de alto valor agregado. Dichos mercados no s6lo demandan altas concentraciones
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de proteina, sino ademas estandares especificos de calidad de dicha fraccion. De esta forma,
para lograr acceder a este tipo de mercados es necesario conocer la calidad del grano de soja,
entendida no solo como concentracién de aceite y proteina, sino ademas como composicion de

la fraccion proteica de la soja producida en Argentina.

1.1.2. Variacion regional de la concentracion de proteina en granos de soja

La eleccion del genotipo, las condiciones ambientales a las que es expuesto y la interaccion
entre ambos definen la concentracion proteica que alcanza un grano de soja. Reportes previos
han documentado qué proporciéon de la variacibn encontrada en proteina corresponde al
genotipo, al ambiente o0 a su interaccién. Por ejemplo, Dardanelli et al. (2006) en un estudio
realizado a través de numerosos ambientes de Argentina demostraron que la mayor parte de
las modificaciones en proteina y aceite se debe en gran medida a las variaciones del ambiente
(38% de la variacién), mientras que factores genéticos, como el grupo de madurez, explicaron

un 14% de la variacion total.

Por su parte, investigaciones realizadas por Rotundo y Westgate (2009) mostraron que para
un mismo genotipo es factible encontrar variaciones en el contenido de proteina de hasta 6%
asociados a factores ambientales a los que fue expuesto, tales como la disponibilidad hidrica, la
temperatura y las condiciones nutricionales. En general, situaciones de stress hidrico durante el
llenado incrementan la concentracion de proteina en grano (Rotundo y Westgate, 2009),
mientras que temperaturas por encima de 26°C durante la misma etapa fenoldgica, favorecen la
acumulacién de proteina en los granos de soja. Por su parte, Carrera et al. (2009) mostraron
que existe interaccidon entre estos factores ambientales, es decir, los genotipos responden
diferencialmente en la concentracion de proteina frente a diferentes condiciones ambientales,
identificando mayor complejidad en la determinacién de la composicion de los granos en los

sistemas de cultivo.

Dichos factores que explican parte de las variaciones de proteina en soja, presentan
variacion en el espacio. Algunos de los factores ambientales pueden presentar cierto patron
detectable, siguiendo un gradiente latitudinal y/o longitudinal. De esta forma, junto a las
variaciones regionales que existen en el rendimiento (Andrade y Satorre, 2015), es posible

esperar que la concentracion de proteina también muestre un patron de segregacién para
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distintas regiones de produccion del pais. Existe informacion que muestra que en zonas mas
calidas del norte argentino se produce soja con mayor concentracion de proteina. Este patrén
se presenta tanto a escala nacional cuando se comparan las regiones norte, pampeana norte, y
pampeana sur (Cuniberti et al., 2011) como a escala provincial (Cordone et al., 2010). Sin
embargo, no existen aproximaciones que hayan podido detectar y cuantificar dicha tendencia
espacial en nuestro pais mediante el modelado de datos. Esto permitiria generar mapas
detallados que muestran zonas especificas con concentraciones de proteina diferenciales como
los que existen en la actualidad en otros paises productores (Naeve et al. 2008; Rotundo et al.
2016). Esta zonificacion seria de gran utilidad para el complejo sojero nacional. A escala
industrial, permitiria establecer rangos esperables de concentracién de proteina que recibe la
industria en funcidbn de su procedencia geografica, permitiendo optimizar el proceso de
molienda. Esta informacién también es util al productor agropecuario ya que le permitira
entender cudl seria la concentracibn de proteina normalmente esperable en su

zona/establecimiento productivo.

1.1.3. Tecnologias de manejo gue inciden en la concentracién de proteina en grano

La identificaciéon y caracterizacién de regiones con concentraciones de proteina diferentes
permitira definir la linea de base esperable para un productor agropecuario establecido en una
region determinada. Esta informacion a su vez, servira como herramienta de diagndstico para
identificar si el productor esta cosechando con valores de proteina promedio para su region o se
encuentra por debajo o por encima del porcentaje esperable en dicho sitio. Explorar las
decisiones de manejo del cultivo en uno u otro caso puede contribuir a identificar las variables
de manejo mas relevantes en la determinacién de la concentracion de proteina de soja en una
region. Idealmente, para aumentar el valor de la produccién de soja se deberian conocer las
tecnologias de manejo Optimas que maximicen la concentracion de proteina. Actualmente, se
desconocen cudles son esas practicas de manejo y la bibliografia disponible hasta el momento

muestra resultados variables.

Por ejemplo, Houx et al. (2014) ha estudiado el efecto que tienen la rotacion de cultivos y
distintos tipos de labranza sobre la composicién del grano. También se ha evaluado qué
impacto tiene modificar la fecha y densidad de siembra en los componentes del grano (Bellaloui

et al. 2015). Otra variable de manejo como el espaciamiento entre surcos fue estudiada por

20



Moreira et al. (2015) e informé que su efecto en la concentracion de proteina no es significativo.
En cuanto a la fertilizacion, numerosos ensayos mostraron falta de respuesta de la
concentracion de proteina al aumento de la disponibilidad de fésforo (Krueger et al., 2013;
Farmaha et al., 2012). La fertilizacion nitrogenada en la soja tiene efectos erraticos tanto en el
rendimiento como en la concentracion de proteina en grano (Salvagiotti et al., 2008; Rotundo y
Westgate, 2009).

Sin embargo, cabe destacar que no abunda bibliografia que correlacione variables de
manejo con calidad en soja a escala regional, desconociéndose actualmente si existen
combinaciones de practicas de manejo que permitan maximizar la concentracioén de proteina en
los granos de soja. Dicha informacién es clave para guiar a los productores en la toma de

decisiones en sus explotaciones comerciales.

1.1.4. Agregado de valor a la proteina de soja a través de calidad diferencial

Actualmente la mayor proporcién de la harina de soja producida es destinada a la
alimentacién animal. Sin embargo, el uso del grano de soja en procesos industriales alternativos
esta cobrando mayor relevancia afo tras afio (http://soynewuses.org/). En especial, las harinas
de soja y sus derivados (concentrados y aislados proteicos, texturizados, por ejemplo.) tienen
un sinnimero de usos en la formulacion de productos de alto valor tales como salsas,
aplicaciones panaderas, reemplazo de proteinas de huevo, formulacién de sustitutos lacteos,
formulacién de productos carnicos y a base de pescado, ingrediente en dietas para celiacos,
bebidas y barras proteicas, ademas de usos en aplicaciones industriales no alimenticias como
adhesivos y plasticos (Deak et al, 2008). La produccién de materias primas para este tipo de

alternativas comerciales e industriales no esta siendo totalmente explotada en nuestro pais.

Ademas de su valor nutricional, la proteina de soja proporciona propiedades funcionales
Unicas para procesos industriales. En general, la solubilidad de las proteinas se considera un
indicador de la funcionalidad de las mismas (Kinsella et al., 1979). Las tecnologias de
procesamiento de la harina de soja se han desarrollado ampliamente para producir
subproductos proteicos altamente solubles como los aislados. La produccién de aislados de
proteina de soja se basa en la solubilidad diferencial de las proteinas en condiciones de pH

contrastantes (es decir, extraccion a pH alcalino y precipitacion a pH isoeléctrico). Ademas, la
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solubilidad de las proteinas y los gramos de proteina solubilizada por gramo de harina tiene alta
correlacion con la composicién del grano, que a su vez es dependiente del ambiente, el manejo
agronomico y la genética elegida. En la actualidad se desconoce cual es la magnitud y el efecto
directo de estos factores agronémicos sobre la solubilidad.

Glicinina (Gli) y B-conglicinina (Bc) son las proteinas de reserva en el grano de soja que se
encuentran en mayor proporcion (Kinsella, 1979). De acuerdo al sistema de clasificacion de las
proteinas segun su solubilidad se las ubica entre las globulinas, responsables de las
propiedades funcionales de los productos formulados a partir de proteina de soja: harina,
concentrados y aislados proteicos. En general, se acepta que la proporcion de Bcy Glies 35y
52%, respectivamente. Sin embargo, existen genotipos que favorecen la produccion de una
fraccion por sobre la otra (Pesic et al., 2005; Fehr et al., 2003). Las propiedades funcionales de
los productos elaborados a base de proteina de soja son altamente dependientes de la
proporcion de estas dos fracciones (Pesic et al., 2005). El aumento de Bc determina un
aumento en la proteina soluble extraible, que lleva a una mayor extractabilidad total de la
proteina. Por su parte, el aumento de Gli produce una mejora nutricional por el aumento en la
concentracion de aminoacidos azufrados (cisteina y metionina), limitantes del complejo proteico
de la soja (Murphy, 2008). Para lograr acceder a nuevos mercados relacionados a proteina de
soja de alto valor agregado es fundamental conocer la calidad proteica y la funcionalidad de las

harinas producidas en el pais.

1.1.5. Estudio de germoplasma mejorado para concentracion de proteina y calidad de uso

El desarrollo de genotipos con alta concentracion de proteina ha sido un objetivo del
mejoramiento desde hace muchos afios (Wilson, 2004). De hecho, la seleccion por alta
concentracion proteica en soja es a menudo exitosa (Morrison et al., 2000; Orf et al., 2004), sin
embargo, los incrementos estan usualmente asociados con bajos rendimientos (Hartwig y
Hinson, 1972; Helms y Orf, 1998). Ademas, la estrecha seleccion parental inicial de la mayoria
de los programas de mejoramiento ha dado como resultado una diversidad genética limitada
dentro de los genotipos comerciales utilizados actualmente (Brown-Guedira et al.,, 2001, de
Felipe et al., 2016). A nivel genético, existe una correlacién negativa entre el rendimiento y la
proteina en grano (Rotundo et al., 2009). Los mecanismos que rigen dicha correlacién no son

claros por lo que un mejor entendimiento de las bases genéticas y/o fisiolégicas que determinan
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estos atributos permitiria romper dichas correlaciones. El estudio de genotipos de soja no
domesticados y ancestrales con concentracion de proteina mas alta que la observada en los
genotipos utilizados actualmente es informacion clave para poder ampliar la base genética de
partida. De esta manera, mediante su inclusion en los programas de mejoramiento, se podrian
lograr aumentos de la concentracion de proteina en grano mientras se mantienen rendimientos
competitivos a través de la mejora de otras variables relacionadas a la resistencia a factores
bidticos y abidticos (Kim et al., 2011; Leamy et al., 2017; Kofsky et al., 2018). Sin embargo, la
composicion proteica y la funcionalidad de las harinas de genotipos provenientes de diferentes
etapas evolutivas no se han caracterizado completamente. Contar con esta informacion es
critico para identificar genotipos cuya proteina permita la obtencién de productos con
propiedades funcionales y nutricionales especificas, conforme a la demanda industrial. El
desarrollo de cultivares de soja superiores mediante la incorporacién de genes / alelos de G.
soja es una solucién prometedora y ecoldgica para mejorar, moderar o prescindir de pesticidas

y fertilizantes para el cultivo.
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1.2. OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo general

El objetivo general de la tesis es describir la variabilidad y calidad de la proteina en soja.
Asi como también identificar variables ambientales y de manejo agronémico que permitan
maximizar la concentracién de proteina en grano, con la consecuente mejora de la calidad de

las harinas proteicas resultantes.

1.2.2. Objetivos especificos

Objetivo especifico 1: describir los niveles de proteina en grano en los sistemas de produccion

templados de la region central de Argentina y explorar patrones espaciales de variacién de

proteina en toda la region.

Objetivo_especifico 2: identificar la importancia relativa del manejo y los efectos ambientales

sobre la concentracion de proteina en grano complementando un enfoque observacional y

experimental.

Objetivo _especifico 3: explorar las correlaciones entre la concentracion de proteina, el

rendimiento y la captura total de N mediante el andlisis de ensayos multiambientales en la

region bajo estudio.

Obijetivo especifico 4: evaluar el efecto de tratamientos de fertilizacion nitrogenada en estadios

tardios del cultivo sobre la concentracién de proteina, la FBN y la absorcion de nitrdgeno
mineral, y si la cantidad de N proveniente de la absorcion mineral o la FBN modula la respuesta

de la proteina a la fertilizacion.
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Objetivo especifico 5: Identificar genotipos de distintas etapas evolutivas del cultivo (cultivares

ancestrales y comerciales actuales) con alta concentracion de proteina en grano y calidad
diferenciada en la composicion de la fraccion proteica y evaluar como esto influye en la

solubilidad de las proteinas de las harinas de soja.

1.3. HIPOTESIS

Hipotesis 1: La interaccion clima, genotipo y manejo determina la existencia de regiones
productivas que consistentemente expresan un mayor porcentaje de proteina comparada con

otras regiones.

Hipdtesis 2: A pesar de existir una determinante regional, existen opciones de manejo que

posibilitan maximizar la concentracion de proteina en grano.

Hipétesis 3: Existe una correlacion negativa entre rendimiento y proteina. A mayor captura total

de N mayor es la concentracion de proteina en grano.

Hipétesis 4: Los genotipos de alta concentracion de proteina y siembras tardias mostraran
menores aumentos de dicha concentracion después de las fertilizaciones nitrogenadas porque

comunmente muestran una mayor disponibilidad de N por grano en crecimiento.

Hipotesis 5: En estadios evolutivos mas tempranos se encontrarAd mayor concentracion de
proteina que en los actuales por no haber sido sujeto a seleccion por rinde. Esto ademas

impactara sobre la composicién y la solubilidad de las proteinas de las harinas derivadas.
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1.4. ESTRUCTURA Y ENFOQUE APLICADO EN LA PRESENTE TESIS

Para cumplir con los objetivos especificos, la presente tesis doctoral esti planteada en
tres capitulos anexos al presente introductorio. En el capitulo Il se realizé6 una aproximacion
observacional a partir de registros historicos de produccion de soja de la zona central de
Argentina. Se caracterizaron los sistemas productivos en base a sus practicas de manejo y
condiciones ambientales exploradas. Esto permitié cuantificar el rango de concentracién de
proteina en grano en una amplia regién del pais identificando aquellos factores con mayor
impacto en su variacion. A su vez, se exploraron patrones espaciales dentro de la region bajo
estudio, identificando zonas con valores diferenciales de proteina en grano. Los resultados
obtenidos en dicho capitulo permitirdn contar con informacion certera respecto a factores
ambientales y de manejo especificos para maximizar la concentracién proteica a nivel regional

(Objetivos especificos 1, 2y 3)

En el capitulo IIl, se llevé a cabo una aproximacion experimental en microparcelas que
evalué distintos tratamientos de fertilizacion nitrogenada en etapas reproductivas del ciclo del
cultivo en dos fechas de siembra (Objetivo especifico 4). Esta segunda seccién presenta un
estudio enfocado en explorar el efecto de la fertilizacién nitrogenada sobre la composicién y
calidad de los granos de soja. A su vez, la variacion en concentracion proteica fue explicada y
relacionada con distintos procesos fisioldgicos como la fijacién bioldgica de nitrégeno (FBN) y la
captura total de nitrégeno por parte del cultivo.

Por ultimo, en el capitulo IV se caracterizaron genotipos de diferentes etapas evolutivas
para identificar diferencias relacionadas tanto a la concentracibn como a la composiciéon de
proteina en grano, y evaluar como esto influye en la solubilidad de las harinas proteicas

resultantes (Objetivo especifico 5).
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CAPITULO Il

FACTORES AMBIENTALES Y DE MANEJO QUE
EXPLICAN LA VARIACION DE LA PROTEINA
EN SOJA EN EL CENTRO DE ARGENTINA

El contenido de este capitulo fue publicado en: L. Bosaz, J. Gerde, L. Borras, P.
Cipriotti, S. Gallo, L. Ascheri, M. Campos, S. Gallo, J.L. Rotundo. 2019. Management
and environmental factors explaining soybean seed protein variability in central

Argentina. Field Crops Research. 240, 34-43.
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2. FACTORES AMBIENTALES Y DE MANEJO QUE EXPLICAN LA VARIACION DE LA
PROTEINA EN SOJA EN EL CENTRO DE ARGENTINA

2.1. INTRODUCCION

Argentina es el tercer productor mundial de soja y el mayor exportador de su harina
(FAO, 2018). La harina de soja, el subproducto de alto valor de la extraccion del aceite, es
utilizado principalmente para la alimentacién animal. Los mercados mundiales exigen
harinas de soja con una concentracion de proteina de 47,5-49,0% (Guinn, 2002). Sin
embargo, los déficits de proteina en grano que se observan con frecuencia en diferentes
regiones dificultan o impiden la produccién de harinas con alta concentracion de proteina
requerida por los mercados internacionales. Eventualmente, se alcanzan estandares
comerciales pero a expensas de incurrir en costos adicionales (por ejemplo, secado o
descascarado; Johnson, 2000). Cuando no se alcanzan las pautas preestablecidas, las
condiciones comerciales deben ser renegociadas, lo que resulta en reducciones
sustanciales de precios. Actualmente, Argentina enfrenta estos problemas y costos
adicionales debido a las constantes reducciones de la concentracion de la proteina de soja
(CAC, 2018).

La variacion espacial en la concentracion de proteina en grano fue documentada a
escala de lote de produccion (Kravchenko y Bullock, 2002) y a escala regional (Rotundo et
al., 2016). La segregacion de la produccion de soja basada en la composicion de los granos
esperada es una herramienta muy util para alcanzar los objetivos de comercializacion. Sin
embargo, no hay informacién disponible sobre si tales patrones de variacién espacial
también existen en la region central de Argentina. Patrones espaciales de rendimiento del
cultivo de soja (Andrade et al.,, 2015; Di Mauro et al., 2018) se documentaron para
Argentina, pero la distribucion espacial de la composicion de los granos aun no esta
disponible. Los datos preliminares mostraron que la concentracion de proteina en grano
disminuye de norte a sur en Argentina (Maestri et al., 1998; Cuniberti et al., 2004). Ampliar
esta informacion ayudard a identificar regiones con una baja o alta concentracion de

proteina constante a lo largo de los afios, ayudando a la toma de decisiones de la industria.

Ademas de la necesidad de identificar regiones con alta concentracion de proteina,
también es relevante caracterizar los genotipos, los ambientes y las practicas de manejo
asociadas con el aumento de proteina en grano. Las condiciones ambientales durante la

etapa de crecimiento, junto con los factores genéticos y las decisiones de manejo

28



agronémico, determinan una porciéon sustancial de la variacion en la concentracion de
proteina en grano (Medic et al., 2014). Los aumentos en el rendimiento del cultivo asociados
con la mejora genética, se relacionaron con la dilucion de la proteina en grano en genotipos
de alto rendimiento (de Felipe et al., 2016; Morrison et al., 2000; Wilcox y Shibles, 2001).
Estudios previos han demostrado que el grupo de madurez y la fecha de siembra son otras
dos practicas de manejo relevantes que determinan la concentracion de proteina en grano
(Mourtzinis et al., 2017). Entre los factores ambientales, la disponibilidad hidrica y la
temperatura del aire son variables que afectan la variacion de la concentracién proteica
(Naeve y Huerd, 2008; Carrera et al., 2009; Rotundo y Westgate, 2009). La interacciéon del
manejo agrondmico y el ambiente también impacta sobre los niveles de proteina. Por
ejemplo, Dardanelli et al. (2006) encontraron que el 18% de la variacién asociada a la
concentracion de proteina en grano correspondio a los efectos de la interaccién del grupo de

madurez y el ambiente.

La soja en el centro de Argentina se produce como un solo cultivo durante la
campafa agricola (de ahora en adelante "soja de primera") o como un cultivo de ciclo mas
corto después de una cosecha de invierno ("soja de segunda"). Tanto para la soja de
primera como para la de segunda, los objetivos de este estudio fueron: (i) describir los
niveles de proteina en grano en los sistemas de produccién templados de la regién central
de Argentina y explorar patrones espaciales de variacién de proteina en grano en toda la
region, (ii) identificar la importancia relativa del manejo y los efectos ambientales en la
concentracion de proteina en grano, y (iii) explorar las correlaciones entre la concentracion
de proteina, el rendimiento y la captura total de N. Para lograr estos objetivos, se analizaron
muestras de lotes de produccién y muestras de ensayos multiambientales distribuidos en
toda la region. Se complementaron enfoques observacionales y experimentales para
identificar factores relevantes asociados con los niveles de proteina en grano. La meta fue
definir acciones para abordar los esquemas de produccién actuales y asi lograr una alta

concentracion de proteina en grano y altos rendimientos.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Area de estudio y sistemas de produccion

El area de estudio fue la region central de Argentina. El clima es templado-
monzoénico con temperaturas medias del aire que disminuyen de norte a sur. Las
precipitaciones disminuyen de 1.000 a 500 mm de este a oeste (Hall et al., 1992). La soja se
siembra comunmente después de un periodo de barbecho de otofio / invierno, y se conoce
como "soja de primera". También se puede sembrar después de la cosecha de un cultivo de
invierno, y se conoce cominmente como "soja de segunda”. La época del cultivo para soja
de primera normalmente es de octubre a febrero; para la soja de segunda normalmente es
de diciembre a marzo (Andrade y Satorre, 2015). El area cultivada con soja en Argentina
cubre méas de 20 millones de hectareas cada afio. La proporcién de esta area cultivada con
soja de segunda varia, dependiendo de multiples factores, del 6,5 al 21% cada afio
(Andrade y Satorre, 2015).

Se generaron dos bases de datos independientes para la soja de primera y de
segunda con datos de 2012 a 2016: (i) base de datos de lotes de produccidn, y (ii) base de
datos de ensayos multiambientales. Las muestras de granos y la informacién de manejo
fueron proporcionadas por productores y asesores miembros de AACREA (Asociacion
Argentina de Consorcios Regionales para la Experimentacion Agricola). Los productores de
AACREA registran las decisiones de manejo de cultivos de sus lotes de produccion
comercial. También realizan experimentos de campo para generar innovaciones en el

manejo de cultivos con el objetivo de optimizar la produccién.

2.2.2. Enfoque observacional, evaluacion de lotes de produccién

Cada unidad de observacion corresponde a un lote de produccién individual
manejado de forma independiente durante un afio en particular (a partir de ahora lotes de
produccion). La base de datos de lotes de produccion involucré 1.294 y 427 observaciones
de 2012 a 2016 para sojas de primera y de segunda, respectivamente. Los lotes fueron geo-
referenciados usando coordenadas de latitud y longitud. Se obtuvo una muestra de ~1 kg de
grano de cada lote en la cosecha. La concentracion de proteina en grano (%) se determind
mediante espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR5000, Foss, Dinamarca) y se informo

sobre base seca. Las ecuaciones de calibracion fueron desarrolladas por la Universidad
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Nacional de Rosario en cooperacion con Foss Argentina. La calibracion se desarrolld
utilizando 163 muestras. El coeficiente de determinacion de la calibracion (R?) fue de 0,92, y
el error estandar de calibracion (EEC) fue de 0,65. El error estandar de validacion cruzada
(EEVC) fue 0,68, y el coeficiente de determinacion de validacion cruzada (1-VC) fue 0,91. El
rendimiento (kg ha™) se informé en base seca. El nitrégeno total cosechado (kg N ha™) se
calculé usando el rendimiento y la concentracién de proteina en grano, y dividido por 6,25
(Jung et al., 2003).

Se registraron las siguientes variables de manejo para cada lote de produccion:
genotipo, grupo de madurez, fecha de siembra, cultivo antecesor, espaciamiento entre
surcos, inoculacion, uso de fertilizantes fosforados y aplicaciones de fungicidas foliares. La
Tabla 2.1 describe las variables de manejo evaluadas. Para cada lote individual se
obtuvieron las siguientes variables ambientales: temperatura media mensual del aire (°C),
radiacion acumulada mensual y total durante la estacion de crecimiento del cultivo (MJ m™2),
y precipitaciones acumuladas mensuales y totales durante la estacién de crecimiento del

cultivo (mm).

La concentracién de proteina en grano es el resultado final de multiples procesos que
tienen incidencia no solo durante el periodo de llenado de granos sino también durante otras
etapas de crecimiento que finalmente afectan el rendimiento. Por lo tanto, incluimos
variables climaticas durante todo el ciclo del cultivo para tener en cuenta cualquier posible
efecto. Estos datos se obtuvieron de estaciones meteoroldgicas publicas del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria de Argentina (http://inta.gob.ar) (Aramburu Merlos et
al., 2015; Veron et al., 2015). En los casos de registros de radiacion faltantes, se consultaron
datos de prediccion de los recursos mundiales de energia de la Administracion Nacional de
Aeronautica y del Espacio (http://power.larc.nasa.gov). La Tabla 2.2 describe todas las

variables ambientales analizadas.
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Tabla 2.1. Variables de manejo registradas para cada lote de produccion de soja analizado

(como soja de primera y de segunda). La informacion de manejo corresponde a los lotes de

produccion agricola de la region central de Argentina.

Variable Tipo Unidad Rango explorado
Soja de primera Soja de segunda

Genotipo Cualitativa A5009, DM3810, A5009, DM4250,
DM4612, DM4670°% DM4612, DM4670°

Grupo de madurez Cualitativa 000a X -V H-VI

Cultivo antecesor Cualitativa Maiz, soja, sorgo, Trigo, cebada,
girasol. arveja.

Fecha de siembra Cuantitativa  fecha sep. 29-ene. 2 nov. 1-ene. 4

Espaciamiento entre  Cuantitativa m 0,26-0,52 0,21-0,52

surcos

Fertilizacion fosforada Cualitativa Si/No

Fungicida foliar Cualitativa Si/No

Inoculacion Cualitativa Si/No

%, genotipos mas frecuentes en la base de datos. Todos los genotipos incluidos en el andlisis

de lotes de produccion se pueden observar en las figuras 2.2y 2.3.
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Tabla 2.2. Ubicacion y rango de ambientes explorados para el estudio de lotes de

produccion analizados en la region central de Argentina.

Variable Tipo Unidad Rango explorado
Latitud Cuantitativa Grados -31,8 a-36,3
Longitud Cuantitativa Grados -61,7a-65,1
Precipitaciones o
acumuladas Cuantitativa Mm
Octubre 0- 125
Noviembre 0- 221
Diciembre 0- 261
Enero 0- 311
Febrero 0- 284
Marzo 0- 167
Precipitaciones totales 0- 1.099
Radiacion acumulada Cuantitativa MJ m™
Octubre 297 - 760
Noviembre 264 - 831
Diciembre 197- 912
Enero 124 - 927
Febrero 100- 728
Marzo 151- 640
Radiacion total 1.363- 4.801
Temperatura promedio Cuantitativa °C
Octubre 11- 24
Noviembre 18 - 24
Diciembre 21 - 27
Enero 21 - 28
Febrero 17 - 25
Marzo 16 - 25
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2.2.3. Andlisis geo-estadistico para la base de datos de lotes de produccién

Se realiz6 un analisis geo-estadistico para explorar la variacién espacial respecto a la
concentracion de proteina en grano en toda la region. Las coordenadas geogréaficas se
proyectaron en coordenadas planares usando la zona UTM H20. Para describir el patrén
espacial de la proteina en grano, se adopté un enfoque de campo aleatorio para una
variable continua en un espacio R? continuo (Goovaerts, 1997). Se exploraron tendencias
espaciales a gran escala ajustando regresiones no paramétricas suaves entre la proteina en
grano, las coordenadas planares y la elevacion topografica. También se exploraron
supuestos de campos distribucionales y aleatorios (estacionariedad y continuidad) para la
proteina en grano. La auto-correlacion de la proteina (residual en caso de que se detecte
una tendencia significativa) se evalué mediante un variograma omnidireccional directo. El
variograma se exploré en una extension maxima de 250 km (es decir, menos de un tercio de
la diagonal del cuadro delimitador del area muestreada) y una resolucion espacial de 5 km
gque garantiza al menos cientos de observaciones apareadas para cada distancia analizada.
La semi-varianza de la muestra se estimé mediante un método robusto de acuerdo con
Cressie y Hawkins (1980) (Ec. 2.1):

N(h) 4

1 1 %
ZVCH(h) = C_h N_h z |in - ij
1

donde y (h) representa semi-varianza para una clase de distancia espacial especifica h, y Z
representa la variable aleatoria en diferentes ubicaciones. En este caso, la proteina en grano
estimada en los sitios Xi y Xj, N, es el nimero de todos los pares de sitios separados por la
distancia h, y C;, es un factor de correccion para el sesgo en la variable Z calculada como
Ec. 2.2

0.494 0.494

Cp = 0.457 + =
h Ny N?

Los modelos exponenciales, esféricos y de onda fueron ajustados por el método de
minimos cuadrados y seleccionados segun la suma residual de cuadrados después de
obtener variogramas empiricos omnidireccionales para cultivos de soja de primera y de

segunda. Se utilizé la interpolacion por kriging ordinario para predecir la concentracion de
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proteina de grano en una nueva cuadricula mas fina que la original (2/3 mas fina que la
resolucion espacial empleada en la muestra original). Esto se realizé después de ajustar un
modelo espacial regionalizado (tendencia + autocorrelacién) para caracterizar la estructura
espacial particular de cada cultivo. Los paquetes sp (Bivand et al., 2013) y rgdal (Bivand et
al., 2016) se utilizaron en el programa R. El paquete gstat R se utilizé para calcular los
variogramas empiricos, ajustar los modelos y aplicar las técnicas de interpolacién
(Pebesma, 2004).

2.2.4. Andlisis de arboles de regresion para la base de datos de lotes de produccién

Las variables ambientales y de manejo (Tablas 2.1 y 2.2) fueron asociadas a la
concentracion de proteina en grano mediante un andlisis de arboles de regresion (Breiman
et al., 1984). Los datos de soja de primera y de segunda se analizaron por separado. El
andlisis utiliza una técnica de particion binaria recursiva para separar la variacion en la
variable respuesta (es decir, la concentracion de proteina en grano) al dividir repetidamente
los datos en grupos mas homogéneos, utilizando combinaciones de variables explicativas
(Ej., genotipo o temperatura mensual promedio). El valor LogWorth es una medida de
significancia estadistica definida como —log;, (valor P). Usamos esto para definir los criterios
de divisién ya que cada division deberia maximizar sus diferencias. EI nimero minimo de
observaciones para cada nodo terminal se establecié en 120 y 40 para la soja de primera y
de segunda, respectivamente. Esta fue una decisién arbitraria basada en la premisa de
tener al menos el 10% de las observaciones iniciales en los nodos terminales. Este valor del
10% de observaciones en los nodos terminales representa el nimero de nodos en los que la
explicaciéon incremental del modelo cae a cero. Esto significa que agregar mas nodos no
aumentard la explicacién de la variable respuesta. La misma aproximacion se utilizé en Di
Mauro et al. (2018). Los arboles de regresion se construyeron utilizando el software JMP
(version 13.1.0, SAS Institute Inc., Chicago, IL, EE. UU.).

2.2.5. Enfoqgue experimental utilizando ensayos multiambientales

Se realizaron ensayos multiambientales probando genotipos en diferentes ambientes
durante las campafas agricolas 2014/15 y 2015/16. La base de datos incluyd, combinando
ubicaciones y afios, un total de 43 sitios para soja de primera y 9 para soja de segunda. La

Figura Suplementaria 2.1 muestra la distribucion geografica de todos los sitios en la regién,
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y la Tabla Suplementaria 2.1 describe la ubicacion geogréfica exacta de cada uno, junto con
el numero de genotipos evaluados. Cada experimento tuvo un promedio de 13 genotipos. El
tamafio de la parcela varié para cada sitio, oscilando entre seis y trece surcos de ancho y
entre 200 y 300 m de longitud. Se utilizé un disefio aleatorio completo con al menos dos
repeticiones en cada ensayo. Todos los ensayos se manejaron utilizando la tecnologia
agricola disponible (siembra, pulverizacion y cosecha), y representan los sistemas de
produccion de soja utilizados actualmente en Argentina. En consecuencia, el manejo
agronémico de cada ensayo (por ejemplo, fecha de siembra, espaciamiento entre surcos y

densidad) vario entre los sitios.

El rendimiento (kg ha™) se obtuvo de una cosechadora comercial y se informé sobre
base seca. EI N en grano total cosechado (kg N ha™) se calculé multiplicando el rendimiento
y la concentracion de proteina en grano, y se dividié por 6,25 (Jung et al., 2003). Se obtuvo
una muestra de ~1 kg de grano de cada parcela cosechada. La concentracion de proteina
en grano (%) se determind mediante espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR5000, Foss,
Dinamarca) y se inform0 sobre base seca. Las ecuaciones de calibracién fueron

desarrolladas por la Universidad Nacional de Rosario en cooperacioén con Foss Argentina.

Los ensayos multiambientales se analizaron utilizando modelos de efectos mixtos
(Zuur et al., 2009). Esto permitié cuantificar la contribucidn relativa del genotipo, el sitio y su
interaccion en la concentracion de proteina en grano, el rendimiento y la variacion del N
exportado en grano. La estimacién del modelo estadistico incluy6 los factores genotipo, sitio
y la interaccion genotipo x sitio como efectos aleatorios. El analisis estadistico se realizd
utilizando el paquete Ime4 (Bates et al., 2015) en R (R Development Core Team, 2015). La
contribuciéon del componente de varianza (%) se calculd6 como su contribucion relativa a la
varianza total explicada por el modelo general (Hall et al., 2013). El uso de modelos mixtos
permitié tratar componentes aleatorios y desequilibrios de la base de datos, por ejemplo, no
todos los sitios tenian los mismos genotipos (Hall et al., 2013). El mejor predictor lineal
insesgado (BLUP; Robinson, 1991) se calculé para predecir la variacion del cultivo en
diferentes sitios. El andlisis de correlacion se utilizé para explorar la relacion entre el
rendimiento y la concentracién de proteina usando GraphPad Prism V5.0 (Raduschev,
2007).
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Variacion en la concentracion de proteina en grano, rendimiento y N en grano en los

lotes de produccion

Se encontré una variacion significativa en la concentracion de proteina en grano,
rendimiento y N total en toda la region central de Argentina. La concentracién de proteina en
grano en los lotes de produccion varié de 34 a 40%, tanto para soja de primera como de
segunda, segun se define en los percentiles 5 y 95 (Tabla 2.3). La soja de primera mostré un
promedio de 36,6% de concentracion de proteina en grano, y la soja de segunda un
promedio de 37,6% (Tabla 2.3). El rendimiento de soja de primera fue de 3.648 kg ha™, y
varié de 2.157 a 4.785 kg ha™* (5-95%). El rendimiento promedio de soja de segunda fue de
3.154 kg ha, y oscil6 entre 1.915 y 4.019 kg ha™ (5-95%, Tabla 2.3). EI N cosechado en
grano para soja de primera fue 213 kg N ha™ en promedio, y oscil6 entre 128 y 280 kg N ha™
(5-95%, Tabla 2.3). Para la soja de segunda, el N en grano fue de 190 kg N ha™, y oscil6
entre 109 y 242 kg N ha™ (5-95%, Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Promedio, percentil 5y 95 para concentracion de proteina en grano, rendimiento
y nitrégeno en grano, para lotes de produccién de la region central de Argentina para las
campanas 2012 al 2016.

Variable Soja de primera/segunda Promedio 5% 95%
Proteina en grano (%) Soja de primera 36,6 34,2 39,4
Soja de segunda 37,6 34,8 40,4
Rendimiento (kg ha™) Soja de primera 3.648 2.157 4.785
Soja de segunda 3.154 1.915 4.019
N en grano (kg N ha™) Soja de primera 213 128 280
Soja de segunda 190 109 242
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2.3.2. Patrén espacial de concentracion de proteina en grano en el centro de Argentina

El variograma elaborado indicé una fuerte autocorrelacion espacial para la concentracion
de proteina en grano para soja de primera (Figura Suplementaria 2.2). Sin embargo, no se
observé autocorrelacién espacial para la soja de segunda (Figura Suplementaria 2.2). La
estructura espacial de soja de primera estuvo bien representada por un modelo de onda con un
33% de la variacion total explicada por la estructura espacial en el pico del modelo de onda
(pepita = 1,77 y umbral parcial = 0,86) con un rango maximo de autocorrelacién de ~65 km.
Hubo una disminucién sutil de la semivarianza o un aumento en la autocorrelacion espacial a
150 km que justifico la selecciéon del modelo de onda (Figura Suplementaria 2.2). El error para el

modelo ajustado fue muy bajo (<0,001).

El mapa predicho para la soja de primera indicé un fuerte gradiente de norte a sur, con
valores que oscilan entre 39% en la parte norte de la region y 35% en las zonas mas
meridionales (Figura 2.1). Sin embargo, hubo parches evidentes de concentracién de proteina
en grano relativamente alta (~38%) y baja (~35%) ubicada en el area central de la region
estudiada. El error estandar estimado por kriging ordinario fue muy bajo cerca de los puntos
observados (<1,35% de proteina), y también fue relativamente bajo incluso en areas con menor
densidad de muestreo (1,65% de proteina; Figura 2.1). Fue posible identificar una estructura
espacial para la proteina en grano solamente para la soja de primera. Este patron ayudd a
identificar zonas con una concentracion de proteina en grano contrastante y consistente en los

lotes de produccién de la regién evaluada.

2.3.3. Variables ambientales y de manejo asociadas con la concentracién de proteina en grano

en lotes de produccién

El arbol de regresion para soja de primera mostr6 nueve nodos terminales, con
concentracion de proteina en grano, rendimiento y N cosechado en grano que varié de 35,3 a
38,4%, 3.767 a 4.804 kg ha™ y 226 a 278 kg de N ha, respectivamente (Figura 2.2). El arbol de
regresion explicd el 39% de la variacion total de la concentracion de proteina en grano. Las
variables de manejo representaron el 73% de esta variacion total explicada, mientras que las
variables ambientales explicaron el 27% restante (Tabla 2.4). De todas las variables analizadas,

el genotipo fue la primera variable de divisiébn para la concentracién de proteina (P<0,001;
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Figura 2.2). Las observaciones de lotes de produccién se dividieron en dos grupos de genotipos
gue tenian una concentracién de proteina en grano de 36,1 y 38,0%, respectivamente (Figura
2.2).

Soja de primera (A) Prediccion del error (B)
& "

-390
- 165

1 -

370

¥»0

Figura 2.1. (A) Mapa de concentracion de proteina en grano (%) para soja de primera

interpolado por kriging y (B) su error de prediccion asociado para la region central de Argentina.

El genotipo explic6 el 71,5% de la concentracién total de proteina en grano (Tabla 2.4), y
fue la variable de manejo que mostré mayor relevancia. Dentro del grupo que tenia genotipos
con menor concentraciéon de proteina en grano (rama izquierda, Figura 2.2), la temperatura
promedio de diciembre (P<0,001; Figura 2.2) y la radiacion acumulada durante febrero
(P<0,001; Figura 2.2) ayudaron a explicar la variacion de la concentracion de proteina en grano.
Las bajas temperaturas durante diciembre y los altos niveles de radiacién durante febrero se
correlacionaron con valores bajos de proteina en grano. El grupo de madurez representé el
1,8% de la variacion encontrada para proteina. En la soja de primera los grupos de madurez
mas largos mostraron una concentracion de proteina en grano ligeramente mas alta en

comparacion con los grupos de madurez mas cortos (Tabla 2.4, Figura 2.2).
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Los lotes de produccién con genotipos con mayor concentracion de proteina en grano
(rama derecha, Figura 2.2) mostraron concentraciones de proteina asociadas a la longitud de la
ubicacién del lote (P<0,001; Figura 2.2). Las observaciones ubicadas hacia el oeste de la region
en estudio mostraron una mayor concentracion de proteina que las ubicadas hacia el este (38,4
y 37,3%, respectivamente, Figura 2.2).

40



Soja de primera

H . 0,

ASP3911, A4313, BIOA6, P'°t?1'="f2'936’6 % | [A5009, A5509, DM3070,

DM3100, DM3312, DM3810, DM4212, DM4615, DM4913,
DM3815, DM3900, DM4014, Genotipo™* DM5.9, DM6.2, DM6.5,
DM4210, DM4214, DM4250, [ FN4.35, FN4.5, K4001,
DM4612, DM4614, DM4670, LDC4.7, NA4413, NA4990,
DM4712, DM4915, DM4970, NA5909, NS4319, NS4611,

DM5351, DM5.5, DOW1505, NS4619, SPS3900, SPS5x2,

LDC4.2, LDC4.5, NA6126, SRM4370, TOB7800

NS4009, NS 4613,SPS4x4, Proteina: 38,0%

SPS4x99 n=345
Proteina: 36,1% P T—
n=949 ongitu
o =}
T° media Diciembre*** P 3:62’_30 o <:62,:‘50 5
<24°C 528°C rote::?.z :7,3 % Prote:‘rlgé:BA /3
H . 0, 7 = =
Prme;’:géz‘? 5,9% Proteina: 36,7% Rinde: 3906 kg/ha Rinde: 3767 kg/ha
I ”'25\7 N en grano: 233 kg N/ha N en grano: 231 kg N/ha
Radiacion acumulada en Febrero*** Longitud***
N
>670 MJ/m2 <670 MJ/m2 >-62.64° 2204
Proteina: 35,6% Proteina: 36,1% Proteina: 36,3% Proteina: 37,2%
n=302 n=390 n=134 n=123

Rinde: 4056 kg/ha

Rinde: 3989 kg/ha
N en grano: 236 kg N/ha

Grupo de lwadurez** N en grano: 237 kg N/ha

GM Il GM IV,V Genotino™*
Proteina: 35,3% Proteina: 35,9% P
n=149 n=153 ASP3911; DM3100; DM3815;
Rinde: 4420 kg/ha Rinde: 3926 kg/ha Lchfn;sgnfsglfn;'gng'“Z; DM4210; DM4214; DM4250;
N en grano: 250 kg N/ha N en grano: 226 kg N/ha N 57 DM4614; DM4670; DM4712;
Proteina: 35,8% DM5.5; DM5351; LDCA4.5;
n=|246 SPS4x4
Latityd* Proteina: 36,7%
n=144
>-33,35° <-33,35° Rinde: 4159 kg/ha
Proteina: 35,6% Proteina: 36,1% N en grano: 244 kg N/ha
n=120 n=126

Rinde: 4684 kg/ha
N en grano: 267 kg N/ha

Rinde: 4804 kg/ha
N en grano: 278 kg N/ha

Figura 2.2. Modelo de &rbol de regresion para la concentracion de proteina en grano para soja de primera de lotes de
produccion de la region central de Argentina. La concentracion de proteina en grano se expresé en porcentaje. *** P<0,001, **

P<0,01y, * P<0,05. Los nodos terminales se representan como cuadros grises. El rendimiento en grano (kg ha™) y el nitrégeno
en grano (kg N ha™) se muestran para cada nodo terminal.
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Tabla 2.4. Porcentaje de explicacién de la variacién en concentracién de proteina en grano (%)
para las variables ambientales y de manejo evaluadas en los &arboles de regresién. Los arboles
de regresion explicaron el 39,0 y el 47,6% del total de la variacion observada para
concentracion de proteina en grano, para soja de primera y de segunda respectivamente.

Variable Soja de primera Soja de segunda
Genotipo 71,5 68,9
Grupo de madurez 1,8 0,0
Fecha de siembra 0,0 2,5
Distancia entre surcos 0,0 0,0
Cultivo antecesor 0,0 0,0
Fertilizacion con P 0,0 0,0
Fungicida foliar 0,0 0,0
Inoculante 0,0 0,0
> Manejo 73,3 71,4
Latitud 1,1 0,0
Longitud 11,3 0,0
Precipitaciones acumuladas en octubre 0,0 0,0
Precipitaciones acumuladas en noviembre 0,0 0,0
Precipitaciones acumuladas en diciembre 0,0 0,0
Precipitaciones acumuladas en enero 0,0 15,5
Precipitaciones acumuladas en febrero 0,0 0,0
Precipitaciones acumuladas en marzo 0,0 3,2
Precipitaciones totales 0,0 5,9

Radiacion acumulada en octubre 0,0 -
Radiacion acumulada en noviembre 0,0 -

Radiacion acumulada en diciembre 0,0 0,0
Radiacion acumulada en enero 0,0 0,0
Radiacion acumulada en febrero 4,1 0,0
Radiacion acumulada en marzo 0,0 0,0
Radiacion total 0,0 0,0
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Temperatura promedio de octubre 0,0 -

Temperatura promedio de noviembre 0,0 -
Temperatura promedio de diciembre 10,3 0,0
Temperatura promedio de enero 0,0 4,0
Temperatura promedio de febrero 0,0 0,0
Temperatura promedio de marzo 0,0 0,0
> Ambiente 26,7 28,6

Para soja de segunda, el arbol de regresion explic6 ~48% de la variacion total de la
concentracion de proteina en grano. Las variables de manejo representaron ~71% de la
variacion total explicada, mientras que las variables ambientales explicaron el ~29% restante
(Tabla 2.4). Hubo ocho nodos terminales, y la concentracion de proteina en grano varié de 35,9
a 39,6%, el rendimiento de 2.913 a 4.071 kg ha™, y el nitrégeno en grano de 178 a 234 kg N
ha™ (Figura 2.3). De acuerdo con los resultados hallados para soja de primera, el genotipo fue
la primera variable de division (P<0,001; Figura 2.3) y fue la principal variable asociada a la
concentracion de proteina en grano (~69% de la variacion explicada por el arbol de regresion;
Tabla 2.4). Luego de la divisiéon del genotipo, en la rama izquierda, la concentracién de proteina
se asocid con las precipitaciones acumuladas y la temperatura promedio durante enero
(P<0,001; Figura 2.3). El mes de enero, mas calido y lluvioso, se asocié a concentraciones mas
bajas de proteina. La rama derecha del arbol de regresiéon, después de la division del genotipo,
la concentracién de proteina en grano varié de acuerdo con la precipitacion acumulada durante
todo el ciclo del cultivo. En general, mayores precipitaciones se asociaron a una menor
concentracion de proteina en grano. Las fechas de siembra posteriores al 10 de diciembre se

asociaron con una mayor concentracion de proteina grano (P<0,001; Figura 2.3).

En resumen, los arboles de regresion ayudaron a dilucidar los principales factores
asociados a la variacion de la proteina en grano tanto para soja de primera como de segunda.
Para ambos sistemas de cultivo, los factores de manejo tuvieron una importancia relativa mayor
que las variables ambientales para determinar los diferentes niveles de proteina en grano. El

genotipo, la fecha de siembra y el grupo de madurez fueron las opciones de manejo mas
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relevantes para lograr una alta concentracion de proteina. A pesar de su menor relevancia, las
precipitaciones y la temperatura también se identificaron como variables ambientales asociadas

con la variacion de la proteina.

2.3.4. Relevancia del genotipo en ensayos multiambientales

Dado que el estudio observacional mostré que el efecto genotipo fue muy relevante
para explicar la concentracion de proteina en grano en la regioén bajo estudio, se prob6 alin mas
la estabilidad de la expresion de la proteina en diferentes sitios dentro de la regién. Para esto,
se analizaron 52 ensayos multiambientales probando un promedio de 13 genotipos en cada
sitio, distribuidos en toda la regién (Figura Suplementaria 2.1). La Figura 2.4 describe el
rendimiento, la concentracion de proteina en grano y el nitrégeno en grano en todos los sitios,
tanto para soja de primera como de segunda. Los componentes de variacion mostraron que el
sitio explicd la mayor proporcién de la variacion total observada (48 y 57% para la soja de
primera y de segunda, respectivamente), seguido por el genotipo (17 y 16%, respectivamente) y
la interaccion genotipo x sitio (12 y 7%, respectivamente, Tabla 2.5). El efecto del genotipo
representd aproximadamente el doble de la variacion de la concentracion de proteina que la
interaccion genotipo x sitio, indicando que el comportamiento de los genotipos es consistente a

través de los sitios de produccion respecto a la concentracion de proteina (Tabla 2.5).

Los BLUP de los genotipos mostraron que la concentracion de proteina en grano vario
de ~36 a 38% para la soja de primera, y de 36.6 a 39% para la soja de segunda (Tabla
Suplementaria 2.2). La importancia relativa de los componentes de varianza para el rendimiento
y el nitrégeno en grano siguié la misma tendencia que la observada para la concentracion de
proteina (Tabla 2.5). El sitio (~85%) y el genotipo (2-5%) mostraron la mayor contribucion a la
variacion total del rendimiento y el nitrégeno en grano en ambos cultivos. Los BLUP para el
rendimiento de soja de primera variaron de 3.767 a 4.195 kg ha™, mientras que para la soja de
segunda vari6 de 3.604 a 4.046 kg ha'. Los BLUP para nitrdgeno en grano para soja de
primera oscilaron entre 225 y 246 kg N ha™, y para soja de segunda entre 218 y 248 kg N ha™
(Tabla Suplementaria 2.2).
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Soja de segunda
Proteina: 37,6%

SPS4x99; FN4.85; DM3100;SPS4x4; n=427 DM4615; DM5.9; NS4613;

LDC4.7; NS4319; DM3810; DM4210; | DFlmmz;N r;rigg’::; L«::&us;

DM4915; AW6211; DM4014; DM4612; Genotipo*** 5; ; :

DM4712; DM3815; DM4614; NA6126; | T SRM4370; A5509; DM5958;

DM4214; DM4670; DM4250;SPS3900; K4001; P94B73; A5009;
DM4913; NS4955 DM6262; DM3070
Proteina: 37,1% Proteina: 39,0%

n=297 n=130

ok

Precipitaciones totales

Hekk

Precipitaciones acumuladas enero

>251 mm <251mm
>51 mm <51 mm Farany o, ina: o
Proteina: 36,4% Proteina: 37,5% Protelr:::aéo38,6 % Protelrrll=as.o39,6 %
n=118 n=179 Rinde: 3509 kg/ha Rinde: 3532 kg/ha
) N en grano: 217 kg N/ha N en grano: 224 kg N/ha
Temperatura media enero ** Genotipo™*

>25°C <25°C DM3100; DM4210; DM4612; SPS3900;
Proteina:35,9% Proteina: 36,7% DM3810; DM4712 DM4670; DM4913;
n=44 n=74 Proteina: 36,6% DM4250; SPS4x4
Rinde: 4071 kg/ha Rinde: 3764 kg/ha n=43 Proteina: 37,8%

N en grano: 234 kg N/ha N en grano: 221 kg N/ha Rinde:3648 kg/ha n=136
N en grano: 214 kg N/ha

Fecha de siembra *

Antes del 10/12 Despues del 10/12
Proteina: 37,6% Proteina: 38,2%
n=96 n=40

7 Rinde: 2913 kg/ha
Precipitaciones acumuladas marzo ** [N en grano: 178 kg N/ha

>40 mm <40 mm
Proteina: 37,1% Proteina: 38,0%
n=44 n=52
Rinde: 3733 kg/ha Rinde: 3744 kg/ha
N en grano: 222 kg N/ha N en grano: 228 kg N/ha

Figura 2.3. Modelo de arbol de regresion para la concentracién de proteina en grano para soja de segunda de lotes de
produccion de la region central de Argentina. La concentracion de proteina en grano se expresé en porcentaje. *** P<0,001, **
P<0,01y, * P<0,05. Los nodos terminales se representan como cuadros grises. El rendimiento en grano (kg ha™) y el nitrégeno

en grano (kg N ha™) se muestran para cada nodo terminal.
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Estos experimentos permitieron identificar genotipos con una concentracion de proteina
en grano alta y estable, tanto en soja de primera como de segunda (Tabla Suplementaria 2.2).
Para la soja de primera, los genotipos NS4619, A5009 y DS1470 tuvieron los niveles de
proteina en grano mas altos en los sitios probados. Los genotipos con mayor concentracion de
proteina en grano para la soja de segunda fueron NS4619, NS4955 y NS6248. Curiosamente,
el cultivar NS4619 mostré una calidad de grano superior a la media y rendimientos adecuados
(~4.000 kg ha™), tanto en soja de primera como de segunda. De acuerdo con el estudio
observacional presentado anteriormente, estos ensayos multiambientales realizados en toda la
region también ayudan a concluir que la seleccion del genotipo surge como una opcién de

manejo relevante para alcanzar altos niveles de proteina en grano.
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Figura 2.4. Valores promedio para (A) rendimiento, (B) concentracion de proteina en grano y
(C) N en grano para los 52 ensayos multiambientales que probaron los efectos del genotipo.
Las barras completas representan los sitios de soja de primera y las barras vacias los sitios de
soja de segunda. La distribucion geografica y la lista de ubicaciones estan disponibles en la
Figura Suplementaria 2.1. y en la Tabla Suplementaria 2.1.
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Tabla 2.5. Variacion relativa explicada por el sitio, el genotipo, la interaccidn sitio x genotipo y el
residual para concentracion de proteina en grano (%), rendimiento (kg ha™) and N en grano (kg
N ha') calculado para los ensayos multiambientales conducidos en la region central de
Argentina durante las campafas 2014/15 y 2015/16. Las fuentes de variacion fueron estimadas
como relativas a la variancia total usando modelos mixtos. La variacion explicada por la relacién

entre el genotipo y la interaccion genotipo por sitio también fue reportada.

Fuente de Soja de primera Soja de segunda

variacion Proteina Rendimiento Nengrano Proteina Rendimiento N en grano

% del total de variacion

Sitio (S) 48 86 84 57 84 83
Genotipo (G) 17 2 2 16
GxS 12 3 4 7
Residual 23 9 10 20
G/ GxS 14 0,7 0,5 2,3 1,3 1,7

2.3.5. Relacion entre rendimiento y concentracion de proteina

El ultimo objetivo estuvo relacionado con la exploracién de correlaciones entre
rendimiento, concentracion de proteina en grano, nitrdgeno en grano y absorcion total de N por
el cultivo. Para probar esto, se graficaron los datos de rendimiento y concentracién de proteina
en grano de los ensayos multiambientales (Figura 2.5). También se incluyeron los célculos
tedricos de la captura total de N del canopeo para combinaciones de rendimiento y
concentracion de proteina. Para esto, se utilizé un indice de cosecha de N de 0,85 basado en

evidencias recientes en nuestra region (Santachiara et al., 2017).

Cuando se trazaron los BLUP del genotipo a través de los ensayos, fue evidente una

correlacion significativa y negativa entre el rendimiento y la concentracion de proteina en grano
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(P<0,0001, Figura 2.5.A). La absorcion promedio total estimada de N para los genotipos
probados vari6 de 250 a 290 kg de N ha™*. No se identificaron genotipos de soja que mostraran
consistentemente niveles de captura de N superiores a 290 kg N ha™. Se detectaron dos
genotipos contrastantes: NS4619 y MS4.0. Ambos alcanzaron una captura total de N de 290 kg
N ha™, pero NS4619 produjo 3.967 kg ha™* con 39% de proteina de grano, mientras que MS4.0
arrojo 4.192 kg ha™ con 36,9% de proteina. Esta comparacion muestra una estrategia de
dilucion para la variacion en la concentracion de proteina, siendo la captura total de N el factor
limitante final para lograr un alto rendimiento y una alta concentracion de proteina. Al analizar
los diferentes sitios, no hubo correlacion entre la concentracién de proteina y el rendimiento
(Figura 2.5.B). Esto muestra que en la regién bajo estudio se pueden encontrar sitios con alta
concentracion de proteina y alto rendimiento. La captura maxima estimada de N del cultivo fue
~370 kg N ha™* (Figura 2.5.B).

En resumen, las correlaciones consistentes de compensaciéon entre el rendimiento y la
concentracion de proteina fueron evidentes en todos los genotipos, pero se pueden lograr sitios
con alto rendimiento y alta concentracién de proteina en grano. Los niveles de captura total de
N deben aumentar para permitir mejoras simultaneas en el rendimiento y la concentracion de

proteina.
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Figura 2.5. Relacion entre el mejor predictor lineal insesgado (BLUP) para la concentracion de
proteina en grano (%) y rendimiento (kg ha™) para (A) 91 genotipos evaluados y para (B) 52
sitios evaluados. Los sitios analizados y la lista de genotipos estan disponibles en la Tabla
Suplementaria 2.1 y 2.2, respectivamente. Las lineas discontinuas representan diferentes
isolineas de captura total de N del cultivo (kg N ha™*) segun el rendimiento, la concentracion de
proteina y un indice de cosecha de N de 0,85 (Santachiara et al.,

Figura 2.5.A es Y = -0,00224 * X + 46,1 (R* 0,19; n: 91; P<0,0001).

2017). La regresion en la
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2.4. DISCUSION

Utilizando enfoques complementarios observacionales y experimentales se caracterizo
la variacion geografica y los factores ambientales y de manejo que tienen efecto sobre la
concentracion de proteina en soja en los sistemas de produccion del centro argentino. La
concentracion promedio de proteina fue de 36,6 y 37,6% para la soja de primera y de segunda,
respectivamente. Los resultados mostraron que la concentracion de proteina en soja de primera
siguié un patrén espacial en toda la region. Por lo tanto, fue posible identificar reas con
concentraciones de proteina contrastantes. Los hallazgos complementan el andlisis espacial
regional previo de rendimiento en grano (Andrade y Satorre, 2015) y de las brechas de
rendimiento (Di Mauro et al., 2018) de los cultivos de soja para la Pampa central.

El rango de autocorrelacion, que proporciona un indicador del tamafio de las areas que
tienen una composicion de granos similar, es mucho menor (~65 km) en comparacion con otras
regiones de produccion de soja como Estados Unidos (Rotundo et al., 2016). Estas diferencias
en la correlacién espacial entre Argentina y Estados Unidos pueden obedecer a las diferencias
en la heterogeneidad del suelo en estas regiones. En cualquier caso, un rango pequefio, como
el observado en el presente estudio, podria facilitar el abastecimiento de cultivos de proteina en
grano alta o baja para lograr un estandar de comercializacion especifico sin la necesidad de
incurrir en costos de transporte mas altos desde regiones lejanas, como es el caso de

produccion de soja en EE.UU. (Rotundo et al., 2016).

Dos preguntas relevantes surgen de los resultados del analisis geoestadistico que
justifican una mayor investigacion. Primero, ¢por qué se observa el patrén espacial en la
proteina de soja de primera pero no en la soja de segunda? Una posibilidad es la linea base de
concentracion de proteina mas alta de la soja de segunda. Este aumento podria determinar una
homogeneizacion regional de la concentracién de proteina en grano. La segunda pregunta esta
relacionada con los impulsores ambientales subyacentes al patron espacial de onda observado
para la concentracion de proteina. Los modelos de onda son menos comunes en los sistemas
biol6gicos que los exponenciales y/o esféricos (Webster y Oliver, 2007). En este caso, estas
fluctuaciones no pueden considerarse como ruido aleatorio, y el estudio de toda la estructura
puede proporcionar informacién valiosa sobre la variacién funcional de los datos (Radeloff et al.,
2000; Pyrcz y Deutsch 2003).
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Los resultados sobre la concentracion de proteina en grano sugieren un tipo sutil de
variacion ciclica en los factores ambientales espaciales que de acuerdo con la escala espacial
(~150 km) probablemente puede obedecer a las regiones geoldgicas o la variacion del tipo de
suelo. Los principales impulsores de esta variacion aln no se han determinado. Se requiere una
mejor comprension del manejo de los sistemas de cultivo disefiados especificamente para
aumentar la calidad del producto final (Tamagno et al.,, 2016; Abdala et al.,, 2018). Los
resultados sugirieron que la seleccion de genotipos es la opcion de manejo mas consistente
asociada con una mayor concentracibn de proteina en grano en una amplia gama de

escenarios climéticos y de manejo.

La seleccion de genotipos explicé el ~70% de la variacidbn encontrada, para ambos
cultivos, segun los arboles de regresion. El analisis del componente de varianza indicé una baja
interaccion genotipo por sitio. Estos resultados concuerdan con la alta correlacion genética
generalmente observada para este rasgo (Cianzio et al., 1985). Estudios anteriores informaron
valores de concentracion de proteina en grano diferentes y consistentes para diferentes grupos
de madurez (Dardanelli et al., 2006). Los resultados muestran que la identidad del genotipo, en
lugar del grupo de madurez, estd mas asociada a la concentracion de proteina. Ciertamente
hubo una correlacion entre los cultivares y los grupos de madurez en la primera division del
arbol de regresion tanto para la soja de primera como de segunda. Pero también hubo muchas
superposiciones en los grupos de madurez. Al final, la variacion entre los genotipos fue mayor
en comparacion con la variacion entre los grupos de madurez. Esta es la razén por la cual el
arbol de regresion separé los genotipos primero en lugar de los grupos de madurez. Esto
también concuerda con diferentes ubicaciones de mapeo de QTL para la concentraciéon de
proteina y para el grupo de madurez. Los principales QTL para la concentraciéon de proteina se
mapearon en los cromosomas 15 y 20 (Patil et al., 2017), mientras que los de la determinacién
del grupo de madurez se mapearon en los cromosomas 4, 6, 11 y 16 (Kong et al., 2018). Esto
indica que no existe una correlacion genética entre la proteina en grano y el grupo de madurez,
pero que los grupos de madurez méas largos generalmente se cultivan en regiones con alta

concentracion de proteina de grano impulsada por el ambiente (es decir, latitudes mas bajas).

Una correlaciéon negativa entre el rendimiento y la concentracion de proteina se observo
al comparar genotipos. Este efecto se observd en estudios previos y se determinaron las
causas fisioldgicas. La alta concentracion de proteina en grano a nivel de genotipo depende del

aumento del suministro de asimilados al grano en forma de carbono y N (Rotundo y Westgate,

52



2009, 2011). En general, este aumento en el suministro a los granos se logr6 mediante el
mejoramiento indirecto reduciendo el nimero de granos en lugar de aumentar las cantidades de
asimilacion, lo que afecta negativamente el rendimiento. A nivel productivo, alcanzar un alto
rendimiento y una concentracion de proteina en grano requiere aumentar la absorcion total de
N. Al comparar genotipos, los resultados muestran una absorcion méaxima de N de 290 kg N
ha™ (promedio para la regién). Esta isolinea de 290 kg N ha™ proporciona el rango de
rendimiento y proteina alcanzable. EI aumento tanto del rendimiento como de la concentracion
de proteina requerira mover la absorcién total de N mas alla de este limite. Por lo tanto, este
estudio sugiere que los esfuerzos adicionales para aumentar la concentracién de proteina
deben centrarse en los procesos de absorcion de N (es decir, la FBN y la absorcion de N
mineral) en lugar de los procesos de determinacién de proteina en grano (Santachiara et al.,
2017). En los procesos de absorcion de N es en lo que se enfoca el siguiente capitulo de la

tesis.

Otras variables de manejo, ademas de la seleccion de genotipos, no fueron relevantes
en la modificacion de la concentracién de proteina. El espacio entre surcos, la fertilizacién con
P, los fungicidas foliares y la inoculacién no se asocié con una mayor concentracion de proteina
en grano. El espacio entre surcos esta relacionado con las diferencias de intercepcion de luz
gue afectan el rendimiento, pero se informé que su papel en la proteina no es significativo
(Moreira et al.,, 2015). Varios ensayos experimentales mostraron falta de respuesta de la
concentracion de proteina a la fertilizacion con fosforo (Krueger et al., 2013; Farmaha et al.,
2012). Existe alguna evidencia de que la aplicacion de fungicidas foliares aumenta la
concentracion de proteina en grano (Weidenbenner et al., 2014). Este efecto, sin embargo, ha
sido pequeiio (<1%) y no consistente entre los grupos de madurez. Existe evidencia de que la
inoculacion por la infeccion de Bradyrhizobium no se asocié con una mayor concentracion de
proteina al menos en suelos con un largo historial de cultivo de soja (Diaz et al., 2009), como es
el caso de la region en estudio. La otra practica de manejo relevante mas alla de la seleccion de
genotipos para afectar la concentracion de proteina en grano fue la fecha de siembra. Esto se
observé so6lo para la soja de segunda e indica que parte de los beneficios de este sistema de
cultivo para el aumento de la concentracién de proteina se expresa mas cuando se siembra

después del 10 de diciembre.

Los resultados también permiten identificar las condiciones ambientales asociadas a una

alta concentracion de proteina en grano. La temperatura del aire fue la principal variable
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ambiental asociada con la variacion de la concentracion de proteina tanto en la soja de primera
como de segunda. Sin embargo, para la soja de primera, la temperatura méas alta se asocio con
una mayor concentracion de proteina, mientras que, para la soja de segunda, el resultado fue el
opuesto. Estos resultados destacan la complejidad de la respuesta de la proteina a la
temperatura. Primero, la respuesta a la temperatura depende del rango explorado. A bajas
temperaturas, la respuesta es negativa, mientras que a altas temperaturas la respuesta opuesta
es mas comun (Rotundo y Westgate, 2009; Mourtzinis et al., 2017). Segundo, hay evidencias de
una interaccién entre la temperatura y el déficit hidrico para la determinacion de la proteina.
Carrera et al. (2009) mostraron una respuesta positiva de la proteina a la temperatura en
condiciones bien regadas, pero la respuesta se volvidé negativa en ambientes con estrés hidrico.
En general, la soja de segunda es mas propensa al estrés hidrico que la de primera debido al
agotamiento del agua del suelo por el cultivo anterior. Esto podria ayudar a explicar la
correlacion negativa entre la temperatura y la concentracion de proteina en grano observada en

los cultivos de soja de segunda.

Apoyando la importancia de las precipitaciones para el cultivo como se mostrd
anteriormente para el rendimiento, una menor disponibilidad de agua se asocié a una mayor
concentracion de proteina en grano solo para la soja de segunda. Este efecto no se asoci6é con
un rango diferencial de longitudes geograficas exploradas y/o ninguna correlacién entre
precipitaciones y longitud en comparacion con la soja de primera (Figura Suplementaria 2.3).
Este resultado concuerda con el efecto positivo del estrés hidrico en la concentracion de
proteina en grano observada tanto en experimentos de campo como en invernaderos (Rotundo
y Westgate, 2009, 2010). La disminucién de las precipitaciones tiene un doble efecto en el
aumento de la concentracion de proteina. Reduce el rendimiento, causando un efecto de
concentracion en la proteina. Y, cuando ocurre especificamente durante el periodo de llenado
de grano, el estrés hidrico afecta la fotosintesis que esta directamente relacionada con la
acumulacién de aceite, pero no con la proteina que se genera a partir del carbono y el N

previamente fijado (es decir, la removilizacion).

El desafio actual para la cadena de la soja es producir altos rendimientos en los lotes
agricolas mientras se mantienen los requisitos de calidad adecuados para las necesidades de la
industria. De acuerdo con estudios previos (de Felipe et al., 2016; Helms y Orf, 1998; Wilcox y
Shibles, 2001), se explord una correlacion negativa entre el rendimiento y la concentracién de

proteina cuando se compararon los genotipos. Pero, los sitios con rendimiento y calidad
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adecuados fueron evidentes (Figura 2.5), lo que indica que esto es posible si se optimizan los
niveles de captura total de N.
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2.5. CONCLUSIONES

El presente estudio permitié caracterizar los sistemas de produccién de soja de acuerdo
con la concentracion de proteina en grano mediante la exploracién de factores espaciales,
ambientales y de manejo en la region central de Argentina. Se encontré6 una concentracion
promedio de proteina en grano de 36,6 y 37,6% para la soja de primera y de segunda,
respectivamente. Los resultados mostraron que la concentracion de proteina esta
correlacionada espacialmente en la soja de primera, pero no en la soja de segunda. Por lo
tanto, se identificaron areas que producen soja de primera con valores de concentracion de
proteina de grano consistentemente mas altos. Fue evidente un patron claro de norte a sur, con

valores mas altos en las partes mas al norte de la region.

La seleccion de genotipos surge como la opcion de manejo mas importante para la
determinacion de la concentracion de proteina en grano. Se identificaron genotipos comerciales
actuales con una mayor concentracion de proteina en grano. Los arboles de regresién ayudaron
a comprender que el genotipo, la fecha de siembra y el grupo de madurez son opciones criticas
de manejo para obtener una alta concentracion de proteina entre las variables de manejo

analizadas.

Dentro de las variables ambientales, las precipitaciones y la temperatura también fueron
relevantes para discriminar lotes con alta concentraciéon de proteina. Opciones de manejo como
cultivo anterior, espaciamiento entre hileras, inoculacion, fertilizacion fosforada y la aplicacion
de fungicidas foliares no fueron relevantes para diferenciar lotes de produccion con una

concentracion de proteina contrastante.

Se observaron correlaciones negativas consistentes entre el rendimiento y la proteina,
pero no entre los sitios. Esto demostré que se pueden encontrar sitios con alto rendimiento y
alta concentracion de proteina. Para aumentar simultaneamente la concentracion de proteina y
el rendimiento, la captura total de N debe aumentar. Es precisamente este concepto el que se

explora en el siguiente capitulo de la tesis.
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CAPITULO Il

EFECTOS DE LA FERTILIZACION
NITROGENADA EN ETAPAS TARDIAS SOBRE
LA PROTEINA EN SOJA Y LA FIJACION
BIOLOGICA DE NITROGENO

El contenido de este capitulo fue enviado a Crop Science. Late season N fertilization

effects on soybean seed protein and biological N fixation. Lina B. Bosaz, Lucas Borras,

José A. Gerde, Gabriel Santachiara, José L. Rotundo. Actualmente se encuentra en

revision.
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3. EFECTOS DE LA FERTILIZACION NITROGENADA EN ETAPAS TARDIAS SOBRE LA
PROTEINA EN SOJA Y LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO.

3.1. INTRODUCCION

La concentraciéon de proteina en grano es un atributo de calidad relevante para lograr
harinas ricas en proteina (Brumm y Hurburgh, 2006), que se utilizan principalmente para la
alimentacién animal. Actualmente, los mercados internacionales de soja se enfrentan a un
problema critico asociado con niveles inadecuados de concentracion de proteina en grano
(Medic et al., 2014; Rotundo et al., 2016). Argentina es hoy un importante productor mundial de
soja y el mayor exportador de harina de soja (FAOSTAT, 2019). Sin embargo, los productores
estan teniendo dificultades para alcanzar los niveles de concentracion de proteina en grano
exigidos por la industria de procesamiento para producir harina de alta calidad (Guinn, 2002). La
proteina en grano se ve afectada por practicas de manejo como la fecha de siembra y la
eleccién del genotipo, pero también por variables ambientales como la disponibilidad hidrica y la
temperatura (Rotundo y Westgate, 2009; Mourtzinis et al., 2017; Assefa et al., 2019; Bosaz et
al., 2019). Es un desafio identificar las opciones de manejo al alcance de los productores para
aumentar los niveles de proteina en grano. Rotundo y Westgate (2009) identificaron la
aplicacion de N a fines del ciclo del cultivo como una potencial herramienta de manejo para

mejorar la concentracion de proteina en grano.

La fertilizaciébn nitrogenada en la soja ha mostrado efectos erraticos tanto en el
rendimiento como en la concentracion de proteina en grano (Salvagiotti et al., 2008; Rotundo y
Westgate, 2009). En los casos en que la fertilizacion con N al momento de la siembra tiene un
impacto en el rendimiento, rara vez se evidencia un efecto sobre los niveles de proteina en
grano, generalmente relacionado con un aumento tanto en la fuente de llenado de grano
(establecida en R5) como en el tamafio de los destinos (establecido anteriormente en el
desarrollo). Ferreira et al. (2016) y Afza et al. (1987) aplicaron diferentes dosis de N al comienzo
del ciclo del cultivo sin respuesta en la concentracién de proteina. Sin embargo, Ham et al.
(1975) observaron un aumento sustancial en la concentracién de proteina en grano (4%) con
las primeras aplicaciones de fertilizacién con N mayores a 200 kg N ha™. Esta excepcién podria
estar relacionada con limitaciones de rendimiento severas, ya que los rendimientos del

tratamiento control sin fertilizacién con N fueron cercanos a 1.000 kg ha™. Cafaro La Menza et
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al. (2017, 2019) informaron aumentos (3%) en la concentracion de proteina en grano con
aplicaciones secuenciales que varian de 330 a 840 kg N ha™* hasta R5. Una mejor comprension
de los mecanismos que determinan la respuesta de la proteina al fertilizante nitrogenado es

critica para aumentar la previsibilidad de los resultados de esta practica.

La concentracion de proteina en grano tiene un fuerte control genético (Rotundo et al.,
2009, 2011; Bosaz et al., 2019) y la seleccion de genotipos es hoy la opcién de manejo mas
adecuada para alcanzar altos niveles de proteina en grano. Sin embargo, se observan
compensaciones entre el rendimiento y los niveles de proteina en base a las diluciones de

absorcién de N del cultivo (Gaspar et al., 2017).

La captura de N puede dividirse en la FBN y la absorcion de N mineral del suelo
(Santachiara et al, 2017). La FBN se deprime comunmente por las fertilizaciones nitrogenadas
de principios de ciclo (Azfa et al., 1987; Streeter, 1988; Tamagno et al., 2018). Por lo tanto, las
recomendaciones de fertilizacién que permitan optimizar la captura de N del cultivo sin inhibir el
proceso de fijacion son criticas para obtener un alto rendimiento y una alta concentracion de
proteina. En este contexto, es necesario probar las aplicaciones de N en estadios tardios sobre
la FBN.

No hay informacion de como responden e interactian los genotipos con niveles de
proteina contrastantes con las fertilizaciones de N durante el llenado de granos. Se supone que
los genotipos de alta concentracion de proteina mostrardn menores aumentos de dicha
concentracion después de las fertilizaciones nitrogenadas porque cominmente muestran una
mayor disponibilidad de N por grano en crecimiento (Rotundo et al., 2009). También se
hipotetiz6 que lo mismo se aplicara a cualquier opcion de manejo que ayude a alcanzar niveles

mas altos de proteina de grano, como siembras tardias (Bosaz et al., 2019).

Basado en dificultades evidentes para alcanzar niveles adecuados de concentracion de
proteina en muchas regiones de produccion (Hurburgh et al., 1990; Hurburgh, 1994; Brumm y
Hurburgh, 2006; Cuniberti y Herrero, 2018), y la necesidad general de identificar el impacto de
diferentes herramientas de manejo para modificar esta tendencia, el objetivo principal fue
evaluar si los tratamientos de fertilizacion con N en estadios tardios podrian contribuir a
aumentar la concentracion de proteina. Ademas, se valor6 como los tratamientos de fertilizacion
(aplicaciones foliares o en el suelo) afectan la concentracion de proteina, la captura de Ny la

FBN. Finalmente, se evalué si la cantidad de N proveniente de la absorcion mineral o del
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proceso de fijacion modula la respuesta de la proteina a la fertilizacién nitrogenada en estadios
tardios.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Experimentos de campo

Los experimentos de campo se realizaron en condiciones de secano durante dos
campafias agricolas (2015/16 y 2016/17) en la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Nacional de Rosario, ubicada en Zavalla, Santa Fe, Argentina (33°1'S, 60 ° 53 ' W). El suelo
fue franco limoso arcilloso (Argiudol Vértico, serie Roldan). El contenido de agua disponible en
el suelo a la siembra a 200 cm de profundidad fue de 157 mm y 327 mm para las campafas
2015/16 y 2016/17, respectivamente. La precipitacion total para el periodo de noviembre a abril
fue de 781 mm y 608 mm para las campafias 2015/16 y 2016/17, respectivamente. En la Figura
Suplementaria 3.1 se incluyé una descripcion detallada de la temperatura mensual promedio,
las precipitaciones acumuladas, la radiacion solar y la dindmica del fotoperiodo. El contenido de
N del suelo (como nitratos) a una profundidad de 0 a 30 cm a la siembra y antes de la aplicacion
de fertilizantes nitrogenados fue de 67,6 kg ha™ y 70,2 kg ha™* para las campafias 2015/16 y
2016/17, respectivamente. El cultivo antecesor fue soja en ambos afios. Las parcelas
presentaron cuatro surcos y 5.5 m de largo, con 0.52 m de espaciamiento entre surcos. Las
semillas se inocularon con la dosis recomendada (2,5 ml kg de semillas™) con RizoLiq LLI®
(Rizobacter Company, Argentina) que contiene Bradyrhizobium japonicum (cepa E109) y un
osmoprotector para mantener la viabilidad de las bacterias después de la aplicacién de
pesticidas a las semillas. El inoculante presentd 3 x 10*° unidades formadoras de colonias ml™.
Se aplicé insecticida y fungicida de semilla compatible, Cruiser Advanced® (Syngenta
Company, Argentina) en una proporcion de 1 cm® kg de semilla™ para ambos tratamientos. La
densidad final se ajusté a 30 plantas m™ después del raleo manual en V1 (Fehr y Caviness
1977). Malezas, plagas y enfermedades se controlaron quimicamente con los productos

comerciales recomendados para el cultivo.

3.2.2. Disefo experimental y tratamientos

En cada campafa agricola, se evaluaron dos fechas de siembra. Para diferenciar los
ambientes, se denominaron siembras tempranas y tardias, que fueron el 3 y 28 de diciembre
para la campafa 2015/16, y el 4 y 16 de noviembre para la campafia 2016/17. Se evaluaron
dos genotipos del grupo de madurez IV intermedio. Ambos genotipos comerciales presentaban
alto rendimiento, con niveles de concentracién de proteina contrastantes (Bosaz et al., 2019).

Resultados anteriores mostraron que el genotipo NS4619 tenia alta concentracion de proteina
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(38,2%), mientras que DM4612 tenia valores mas bajos (36,2%). También tuvieron mayores

concentraciones de proteina en siembras tardias en comparacién con las tempranas.

Ambos genotipos fueron evaluados bajo tres tratamientos diferentes de fertilizacién con
N: (i) un tratamiento control, (ii) un tratamiento de fertilizacion foliar, y (iii) un tratamiento de
fertilizacion en el suelo. El tratamiento de control consisti6 en no realizar fertilizacion
nitrogenada. En los tratamientos foliar y en el suelo se aplicaron un total de 80 kg N ha™ (20 kg
ha'! de N en cada aplicacion) Los fertilizantes siempre se aplicaron al mismo tiempo, y se
dividieron en etapas fenoldgicas R3, R4, R5.5 y R6 (Fehr y Caviness, 1977). Para el tratamiento
en el suelo se utiliz6 urea granulada (46-0-0, N-P-K) que se esparci6 manualmente entre los
surcos. Para el tratamiento foliar, se us6 una solucion de urea y nitrato de amonio (UAN,
32:00:00) que se aplico sobre la parte superior del canopeo utilizando un pulverizador de CO,
con una tasa de dilucion de agua de 70 | ha™.

3.2.3. Variables medidas

Los estadios fenolégicos R2 (floracion completa), R4 (plena formacién de vainas), R5
(inicio del llenado de granos), R5.5 (50% de llenado de granos), R6 (pleno llenado de granos) y
R7 (madurez fisiol6gica) se registraron cada dos dias, siguiendo la escala de Fehr y Caviness
(1977). En cada etapa se determiné la biomasa aérea total del cultivo (kg ha™) mediante el
muestreo en 1.04 m? en los dos surcos centrales de cada parcela. Las plantas se cortaron a
mano, se secaron en estufa a 60° C y se pesaron. Se us6 una alicuota para la determinacion de
la concentracion de N total mediante el procedimiento de Kjeldahl (McKenzie y Wallace, 1953).
La FBN se determind utilizando el método de abundancia relativa de ureidos (Peoples et al.,
1989). Las concentraciones de ureidos, nitratos y aminoacidos N se estimaron
espectrofotométricamente siguiendo a Santachiara et al. (2018). La abundancia relativa de
ureidos se calculé como (Ec. 3.1):

4U
4U+AA+N

Concentracion relativa de ureidos = ( ) x 100

donde U, AA y N son la concentracion molar de ureidos, aminoacidos y nitratos,

respectivamente (Herridge y Peoples, 1990).

63



En madurez fisiologica, después de pesar la biomasa aérea total, se trillaron las
muestras y se pesaron los granos para calcular el rendimiento (kg ha). Los granos y la
biomasa vegetativa se molieron por separado y se analizaron para determinar la concentracion
total de N. La captura total de N del cultivo se calcul6 como el promedio del contenido de N en
granos y la biomasa vegetativa. El indice de cosecha de nitrégeno (ICN) se calcul6 como la
relacion entre el N en grano y el N total del cultivo (kg kg™@) en R7. El rendimiento y la
concentracion de proteina se informaron sobre base seca (0% de humedad). La concentracion
de proteina se expreso en porcentaje, entendido como g de proteina cada 100g de granos. El
peso individual del grano (mg grano™) se calcul6 a partir de una submuestra de 200 granos por
parcela, también se informé sobre base seca. El nUmero de granos por unidad de superficie
(granos m?) se estimé como el rendimiento dividido el peso promedio individual del grano. Se
calculé la relacion entre el N total acumulado (suelo + atmdsfera) entre R5 y R7 y el nUmero de
granos por unidad de superficie. Se hizo el mismo calculo para el N fijado acumulado. Estas dos
medidas de la relacién fuente-destino se usaron como predictores de la respuesta de la
concentracion de proteina a la fertilizacion nitrogenada. La respuesta a la fertilizacion
nitrogenada se calculé como la diferencia entre la concentracion de proteina en el tratamiento

fertilizado con N y el control, dividido por la concentracién de proteina en el control.

3.2.4. Andlisis estadistico

Los tratamientos se asignaron siguiendo un disefio en bloques completamente al azar
con cuatro repeticiones. Para las variables medidas en madurez fisiol6gica, se realiz6 un
analisis de varianza de modelo mixto lineal usando la funciéon Ime del paquete Ime4 en R (R
Core Team, 2017; Bates et al., 2015). Fecha de siembra, genotipo y tratamientos fueron
incluidos como efectos fijos. Los bloques y los afios se consideraron factores aleatorios. Se
examinaron los efectos de estos factores y sus interacciones sobre el rendimiento, el nimero de
granos, el peso de granos, la concentracién de proteina, la absorcién total de N, la FBN y el
ICN. El nivel de significancia se establecié en a = 0,05, a menos que se indique lo contrario. Los
datos sobre la absorcion total de N y la FBN durante el ciclo de crecimiento se ajustaron

mediante una funcion logistica utilizando la Ec.3.2:

y = Yméx/{l + e[—k(t—tm)]}
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donde Y €s el valor asintético para la absorcién total de N o la FBN, k estd asociado con la
inclinacion de la curva, t son los dias posteriores a la siembra y t,, es el punto de inflexién donde
las tasas de absorcion de N o FBN se maximizan (Archontoulis y Miguez, 2015). Se utilizaron
modelos de efectos mixtos no lineales (paquete nime, funcion nime) (Pinheiro et al., 2020) para
probar el efecto de los tratamientos, fecha de siembra, genotipos y fertilizacion en los
parametros de la ecuacion 3.1. Estos factores fueron considerados factores fijos. Afios y
bloques dentro de afios se consideraron factores aleatorios. Se llevé a cabo un procedimiento
de seleccion de modelos utilizando el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) para encontrar la
mejor combinacion de efectos fijos asociados a los diferentes parametros. Se probaron un total
de 964 modelos.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Rendimiento, nimero y peso de granos

El rendimiento mostrd diferencias entre fechas de siembra (P<0,001), con valores
medios de 3.949 y 3.242 kg ha™ para fechas tempranas y tardias, respectivamente (Tabla 3.1).
No se encontraron diferencias de rendimiento entre los dos genotipos probados o entre los
tratamientos de fertilizacién con N (Tabla 3.1). El nimero de granos también mostr6 diferencias
significativas entre las fechas de siembra (P<0,001), que se explicaron por los cambios en el
namero de granos (P<0,001). El peso seco de los granos no se vio afectado por la fecha de
siembra (Tabla 3.1). Sin embargo, el efecto de la interaccién genotipo x fecha de siembra en el
peso fue significativo (P<0,01), lo que indica que las diferencias entre los genotipos
dependieron de la fecha de siembra (Tabla 3.1). En este sentido, las diferencias de peso de los
granos entre los genotipos se observaron solamente en la fecha de siembra temprana (Tabla
3.1). DM4612 fue 9 mg grano™ méas pesado que NS4619 en la fecha de siembra temprana
(P<0,01; Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Andlisis de varianza y promedio de rendimiento, nimero de granos y peso individual
de los granos en dos fechas de siembra (FS), dos genotipos y tres tratamientos de fertilizacion
con N evaluados en las campafias agricolas 2015/16 y 2016/17. Ambos tratamientos de
fertilizacion se aplicaron en R3, R4, R5.5 y R6, totalizando 80 kg de N ha™. Diferentes letras

dentro del mismo efecto representan diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Peso de los

Fecha de . Tratamiento de Rendimiento N° de granos
siembra Genotipo fertilizacion (kg ha) (granos m™) granos
(mg grano™)
Temprana 3.949 a 2879 a 137
Tardia 3.242 b 2.341b 139
DM4612 3.652 2.698 136 b
NS4619 3.540 2.523 140 a
Control 3.559 2.581 137
Fert. N Foliar 3.534 2.569 139
Fert, N Suelo 3.694 2.681 139
Temprana DM4612 3.883 2.935 133 b
NS4619 4.015 2.824 142 a
Tardia DM4612 3.420 2.460 140 b
NS4619 3.064 2.222 138 b
Temprana Control 3.890 2.836 136
Fert. N Foliar 3.926 2.848 138
Fert. N Suelo 4.032 2.953 138
Tardia Control 3.228 2.325 138
Fert. N Foliar 3.142 2.288 139
Fert, N Suelo 3.357 2.409 140
Fecha de siembra (FS) *kk *kk ns
Genoatipo (G) ns ns *x
Tratamiento (T) ns ns ns
FSxG ns ns *x
FSxT ns ns ns
GxT ns ns ns
FSxGXxT ns ns ns

* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns: no significativo.
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3.3.2. Concentracién de proteina en grano, absorcion de N y FBN

La fecha de siembra (P<0,01), el genotipo (P<0,001) y los tratamientos de fertilizacion
(P<0,001) afectaron la concentracion de proteina en grano (Tabla 3.2). La siembra tardia
presentd mayor concentracion de proteina que la temprana (1,3% mas alta; Tabla 3.2). El
genotipo NS4619 tuvo una concentracion de proteina mayor que DM4612 (3,6% mas; Tabla
3.2). Todos los aumentos en las concentraciones de proteina se asociaron con ganancias en el

contenido de proteina en grano entendido como mg grano™ (Tabla 3.2).

Las aplicaciones de los tratamientos de N foliar y de suelo dieron como resultado
concentraciones de proteina en grano mas altas que el control (P<0,001), pero no en todas las
combinaciones de genotipos y fechas de siembra. El promedio de los genotipos y las fechas de
siembra fue de 35,7, 37,1 y 36,9% para los tratamientos control, foliar y suelo, respectivamente
(Tabla 3.2). Una interaccion significativa entre la fertilizacién con N y la fecha de siembra fue
evidente, mostrando que la respuesta de la proteina a la fertilizacién con N fue dependiente de
la fecha de siembra (P<0,01, Tabla 3.2). La concentraciébn de proteina no difiri6 entre los
tratamientos de fertilizacion en la fecha de siembra temprana (Tabla 3.2). En la fecha de
siembra tardia, aumentd, con respecto al control, de 35,7 a 37,6% para aplicaciones de N en el
suelo, y de 35,7 a 38,2% para aplicaciones foliares.

Tabla 3.2. Efecto de la fecha de siembra (FS), el genotipo, los tratamientos de fertilizacién con
N y su interaccion, sobre la concentracién de proteina, la concentracién de aceite, el contenido
de proteina, el contenido de aceite y el contenido residual en madurez fisiologica. Ambos
tratamientos de fertilizacion se aplicaron en R3, R4, R5.5 y R6, para totalizar 80 kg de N ha™.
Diferentes letras dentro del mismo efecto representan diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05).
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Fecha de Tratamiento Proteina  Aceite Cont. de Cont.de Cont.de

. Genotipo de 0 0 proteina aceite residiual
siembra fertilizacion (%) (%) (mg grano™) (mggrano®) (mg grano™)
Temprana 359b 21,4 a 49,3 b 29,4 58,7
Tardia 37,2a 199b 519a 27,1 57,9

DM4612 34,8b 218a 476 b 29,6 a 58,8
NS4619 38,4 a 195b 53,7 a 269D 57,8
Control 357D 20,8 48,8 b 28,4 59,9
Fert. N Foliar 37,1a 20,8 51,3a 27,9 56,2
Fert. N Suelo 369 a 20,5 51,8a 28,4 58,9
Temprana DM4612 34,0 22,7 451 c 30,1 a 57,5 a
NS4619 37,8 20,2 53,4 a 28,8 a 60,1 a
Tardia DM4612 35,5 21,0 50,0 b 29,1a 59,9 a
NS4619 38,9 18,8 53,8 a 25,1b 55,7 a
Temprana Control 3560Db 21,4 48,3 29,2 59,0
Fert. N Foliar 359b 21,7 49,6 29,9 58,4
Fert. N Suelo 36,3 Db 21,1 50,2 29,1 58,6
Tardia Control 35,7b 20,1 48,3 27,6 60,7
Fert. N Foliar 38,2 a 19,8 53,0 25,9 54,0
Fert. N Suelo 37,6a 19,8 53,4 27,7 59,1
Fecha de siembra (FS) ns *x *x ns ns
Genotlpo (G) *k*k *k%k *k%k *k%k ns
Tratamiento (T) * *hx ns ns ns
FSxG * ns ns * *
FSxT ns *x ns ns ns
GxT ns ns ns ns ns
FSxGxT ns ns ns ns ns

* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns: no significativo.

69



Tabla 3.3. Efecto de la fecha de siembra, el genotipo, los tratamientos de fertilizacibn con N y

sus interacciones sobre la absorcion total de N del canopeo, la fijacion biologica de N (FBN) y el

indice de cosecha de N (ICN) en madurez fisiolégica. Ambos tratamientos de fertilizacion se

aplicaron en R3, R4, R5.5 y R, totalizando 80 kg de N ha™. Diferentes letras dentro del mismo

efecto representan diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

: . e Captura total de N FBN ICN
Fech t Fertil N
echa de siembra Genotipo Fertilizacion (kg ha!) %) (kg kg'!)
Temprana 314 a 52,4 a 0,72b
Tardia 246 b 46,6 b 0,78 a
DM4612 264 b 47,8 0,76 a
NS4619 295 a 50,8 0,74 b
Control 275 55,0 a 0,74
Fert. N Foliar 276 50,8 a 0,76
Fert. N Suelo 289 42,1 b 0,76
Temprana DM4612 288 48,7 0,73
NS4619 337 55,3 0,72
Tardia DM4612 243 46,9 0,80
NS4619 251 46,3 0,75
Temprana Control 311 58,8 0,71
Fert. N Foliar 313 54,7 0,72
Fert. N Suelo 316 425 0,74
Tardia Control 238 51,1 0,76
Fert. N Foliar 239 46,9 0,80
Fert. N Suelo 260 41,7 0,77
Fecha de siembra (FS) *kk * *x
Genoatipo (G) *x ns *x
Tratamiento (T) ns rrk ns
FSxG ns ns ns
FSxT ns ns ns
GXxT ns ns ns
FSxGxXxT ns ns ns

* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns: no significativo
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La captura total de N se vio afectada por la fecha de siembra, y fue mayor en la
temprana que en la tardia (P<0,001, Tabla 3.3). Ademas, los genotipos fueron
significativamente diferentes (P<0,01; Tabla 3.3). NS4619 captur6 31 kg ha™* més de N total que
DM4612 (Tabla 3.3). No se observo ningun efecto de los tratamientos de fertilizacion con N en
ninguna de las dos fechas de siembra para este parametro (P>0,05; Tabla 3.3).

La fecha de siembra (P<0,05) y los tratamientos de fertilizacion (P<0,001) mostraron
diferencias significativas en la proporcion de N proveniente de FBN (Tabla 3.3). En promedio, la
FBN para cada fecha de siembra fue de 52,4 y 46,6% (Tabla 3.3). Aunque la interaccion entre el
tratamiento de fertilizacion y la fecha de siembra no fue significativa (P>0,05), la magnitud del
efecto de adicion de N no fue la misma en ambas fechas de siembra. La FBN fue maxima en el
tratamiento control de ambas fechas de siembra y también fue muy afectado por el tratamiento
de fertilizacién con N en el suelo (Tabla 3.3).

Las dinamicas temporales de la captura total de N y la FBN a lo largo de la fenologia del
cultivo se muestran en la Figura 3.1. Las mayores diferencias entre ambas curvas se
observaron en el tratamiento de fertilizacién con N en el suelo (Figs. 3.1c, 3.1f, 3.1i y 3.1l). Para
la absorcién total de N, Yn (la absorcibn méxima de N) se vio afectada por la fecha de
siembra, el genotipo y la fertilizacion nitrogenada. En general, Y. fue ~ 354 kg N ha™ (Tabla
3.4). Este valor de referencia se redujo en la fecha de siembra tardia y ante la falta de
fertilizacién con N, y se incrementé en el caso del genotipo NS4619. La fecha de siembra tardia
se asoci6é con una curva mas pronunciada y un tiempo mas corto hasta la tasa maxima de
absorcion de N (Tabla 3.4).
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Figura 3.1. Dindmicas del N total y fijado biolégicamente entre R2 y R5 para la fecha de

siembra temprana y tardia y para los dos genotipos. Los puntos son datos observados (media *

error estandar) y las curvas son predicciones derivadas del analisis de modelos mixtos no

lineales utilizando una funcion logistica como modelo de respuesta. Las estimaciones de los

pardmetros se informan en las Tablas 3.4 (N total) y 3.5 (N fijado).
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Tabla 3.4. Andlisis de modelos mixtos no lineales para las dinAmicas temporales de
acumulacion total de N (kg N ha™) segdn la fecha de siembra (FS), el genotipo y la fertilizacion
con N evaluados en las camparfas 2015/16 y 2016/17. Se presenta el mejor modelo basado en
el AIC de los 964 modelos posibles evaluados. Y:x €s la absorcion maxima de N o asintética, k
esta asociada con la pendiente de la curva y tm es el punto de inflexion que indica el dia de la
tasa méxima de absorcion de N.

Parametro Efectos fijos Estimado E.E. G.L. Valor t
Y max (intercepto) 354,7 11,9 501 29,8
FS tardia -95,9 13,5 501 -7,1
NS4619 14,7 6,1 501 2,4
Fert. N Suelo 13,0 5,8 501 2,2
Control -11,3 5,9 501 -1,9
k (intercepto) 0,044 0,005 501 8,0
FS tardia 0,030 0,009 501 3,3
NS4619 0,009 0,004 501 2,1
tm (intercepto) 69,3 3,9 501 17,9
FS tardia -11,3 54 501 -2,1

. Desvio estandar
Efectos aleatorios

Y max K tm Residual
Nivel: Afio 7,2E-04 5,7E-03 5,0
Nivel: Blogque(Afio) 9,4 1,4E-05 0,05 37,0

La respuesta de la dinamica de la fijacion de N a los factores experimentales fue mucho
mas compleja que la de la absorcion total de N. En este caso, el valor de Y para la FBN fue
de ~ 158 kg ha, sin embargo, este valor no solo se redujo en la siembra tardia y la fertilizacion
en el suelo, sino que también fue modificado por NS4619, el control y las interacciones entre la
fecha de siembra, el genotipo y el tratamiento de fertilizacion nitrogenada (Tabla 3.5). La
pendiente de la curva fue menor en el genotipo NS4619 y se incrementaron los dias hacia la

tasa de fijacibn maxima.
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Tabla 3.5. Analisis de modelos mixtos no lineales para la dinamica temporal de acumulacion de
N fijado (kg N ha') segin la fecha de siembra (FS), el genotipo y la fertilizacion con N
evaluados en las campafas 2015/16 y 2016/17. Se presenta el mejor modelo basado en el AIC
de los 964 modelos posibles evaluados. Y €s la fijacion méxima o asintética de N, k esta
asociado con la inclinacion de la curva y tm es el punto de inflexion que indica el dia de la tasa

méxima de fijacién de N.

Parametro Efectos fijos Estimado E.E. G.L. Vvalort
Y max (intercepto) 158,0 16,2 495 9,7
FS tardia -32,7 22,6 495 -1,4
NS4619 58,9 12,6 495 4,7
Fert. N Suelo -32,2 9,0 495 -3,6
Control 1,9 9,2 495 0,2
FS tardia x NS4619 -32,5 15,5 495 -2,1
FS tardia x Fert. N Suelo 10,4 12,6 495 0,8
FS tardia x Control -9,4 12,7 495 -0,7
NS4619 x Fert. N Suelo 17,5 13,8 495 1,3
NS4619 x Control 54 14,0 495 0,4
FS tardia x NS4619 x Fert. N Suelo -16,6 19,7 495 -0,8
FS tardia x NS4619 x Control 8,5 20,3 495 0,4
k (intercepto) 0,1125 0,0241 495 4,7
NS4619 -0,0468 0,0114 495 -4,1
tm (intercepto) 61,1 4,7 495 13,0
NS4619 4,5 1,7 495 2,7

_ Desvio estandar
Efectos aleatorios

Y max k tm Residual
Nivel: Afio 18,3 0,04 8,6
Nivel: Bloque (Afio) 14,1 54E-06 2,7 30,4

La respuesta relativa de la proteina en grano a la fertilizacién con N no se asocié con la
cantidad de absorcién de N de R5 a R7 por unidad de grano (g N grano™ Figura 3.2a). Esta

respuesta contrasta con la relacién negativa exponencial observada entre la respuesta de la
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proteina en grano a la fertilizacion con N y la cantidad de N fijada por unidad de grano de R5 a
R7 (Figura 3.2b).
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Figura 3.2. Relacion entre la respuesta relativa de la concentracién de proteina a la fertilizacion

con Ny (a) el N total acumulado o (b) el N fijado acumulado entre R5 y R7 por unidad de grano.

75



3.4. DISCUSION

El objetivo principal fue evaluar la capacidad de las fertilizaciones nitrogenadas en
etapas tardias para aumentar la concentracion de proteina en grano en diferentes fechas de
siembra y genotipos. Al promediar las respuestas de los genotipos y las fechas de siembra, los
resultados mostraron aumentos en la concentracion de proteina de 1,4 y 1,2% ante las
aplicaciones de N foliar y del suelo, respectivamente. Sin embargo, la respuesta de la proteina
en grano a la fertilizacion con N solo fue relevante en siembras tardias. En este sentido, ambos
tratamientos de fertilizacion mostraron una mayor concentraciéon de proteina en grano (2,5%
mas) pero solamente en algunos escenarios particulares. La fertilizacion tardia con N puede
tener un impacto en la concentracién de proteina, pero la respuesta depende de otras opciones
de manejo relevantes como la fecha de siembra. Esta interaccion contribuye a explorar y
comprender la capacidad de practicas de manejo especificas dirigidas a mejorar la calidad de

grano.

Los estudios centrados en probar las opciones de manejo del N para aumentar los
niveles de proteina de soja son escasos, y mostraron respuestas variables. Se obtuvo un
promedio de 1,4% de aumento de la concentracion de proteina asociada con los tratamientos
de fertilizaciéon con N. Esta respuesta fue similar a los resultados de Schmitt et al. (2001) que
encontraron un aumento de 1,2% de proteina después de aplicar urea durante la etapa de
crecimiento R4 a R5, en Minnesota. Ademas, el aumento de los niveles de proteina como
resultado de la fertilizacién con N fue similar a los obtenidos en Argentina y EE. UU en una
amplia gama de fechas de siembra y niveles de rendimiento (Cafaro La Menza et al., 2017 y
2019). A diferencia nuestro estudio, donde la tasa de fertilizacion fue de 80 kg N ha™, Rotundo
y Westgate (2009) encontraron que la concentracién de proteina aumentd solamente cuando se
aplicaron méas de 100 kg N ha™. Barker y Sawyer (2005) evaluaron el efecto de la urea y la urea
recubierta con polimero aplicada en bandas subsuperficiales a niveles de 45y 90 kg de N ha™,
en R3. En este caso, el tratamiento de fertilizaciobn con N no cambié la concentracién de

proteina en grano.

Los resultados del presente capitulo, en relacion al rendimiento y la fertilizacion con N,
no son consistentes con varios trabajos publicados, sin embargo, la tasa de fertilizacion
nitrogenada usada en nuestro estudio fue 4-8 veces menor. Cafaro La Menza et al. (2017,

2019) descubrieron que el rendimiento aument6 en el tratamiento con N (> 330 kg N ha), en
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relacion con el tratamiento con cero N, en lotes con un nivel potencial de rendimiento mayor de
2.500 kg ha™. Ciampitti et al. (2016), observaron mayores rendimientos cuando la fertilizacion
fue la principal fuente de N, especialmente a 600 kg N ha™, que cuando la nutricién nitrogenada
dependié Unicamente de la inoculacion. Estas diferencias de rendimiento fueron menores
cuando la tasa de N se redujo a 50 kg de N ha™. Ademas, Ortez et al. (2018) mostraron que los
tratamientos de 670 kg N ha™ dieron como resultado un aumento del rendimiento de 4 y 12% en
relacion con los tratamientos no fertilizados en Argentina y EE. UU., respectivamente. Sin
embargo, se debe reconocer que esta alta tasa de fertilizante esta lejos de cualquier umbral
rentable y sostenible, este tratamiento de fertilizacién se implementé para obtener un escenario
de N no limitante. En cuanto a la concentracién de proteina en grano, no se observaron efectos

de los tratamientos con N.

Otros autores mostraron que el rendimiento responde al tratamiento de fertilizacién con
N solamente en cultivos de alto rendimiento (mas de 4.500 kg ha™, Salvagiotti et al., 2008). En
el experimento desarrollado en el presente capitulo, los tratamientos de fertilizacion con N no
tuvieron un impacto significativo en el rendimiento, que varié de 3.534 a 3.694 kg ha™’. Estos
resultados concuerdan con Welch et al. (1973), quienes no encontraron diferencias en el
rendimiento para la fertilizacion con N en floraciéon temprana o durante el llenado de granos. De
manera similar, Barker y Sawyer (2005), al evaluar las fuentes de N y la ubicacion del N en
lowa, no encontraron efectos significativos en el rendimiento, con solamente un aumento de 39
kg ha™.

La aplicacion de N en el suelo o de manera foliar afecté negativamente la FBN. Al
aumentar la disponibilidad de N en el suelo, esta inhibiciobn aumento, lo que sugiere un efecto
negativo mas local del N sobre la FBN en lugar de una respuesta sistematica de toda la planta.
Sin embargo, el nivel de supresion fue relativamente bajo, probablemente debido al momento
de la aplicacién. Los efectos inhibitorios del N sobre la FBN se reducen a medida que la
aplicacion se retrasa en el ciclo de crecimiento (Santachiara et al. 2019). Tamagno et al. (2018)
informaron reducciones en el pico de FBN de hasta el 16% cuando se aplicé N en plena
floracion. La baja fue ain mayor cuando la aplicacion de N se retraso de las etapas vegetativas
a reproductivas. Otros autores evaluaron los tratamientos de fertilizacion con 80 kg N ha™
durante el llenado de granos (40 kg ha™ de suelo mas 40 kg N ha™ de fertilizante foliar), lo que
disminuyo la FBN significativamente, del 37 al 25% (Azfa et al., 1987).
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Se identificaron los factores que afectan la dinamica de la fijacion del N durante el
periodo de crecimiento. En su mayor parte, la siembra tardia y la fertilizacion con N del suelo
inhibieron la cantidad potencial de N fijada en forma biolégica sin afectar otros parametros de la
dinamica temporal. Mas interesante aun, fue posible encontrar un predictor de la magnitud de la
respuesta de la proteina a la fertilizacién con nitrégeno. Los datos indican que a medida que
aumenta la cantidad de N fijada por unidad de grano, se reduce la probabilidad de tener una
respuesta positiva a la fertilizacion nitrogenada. Esto es consistente con los resultados de
Santachiara et al (2017) que indicaron que el N fijjado durante el llenado de granos se destina
preferentemente a los granos en comparacioén con el N que proviene del suelo. Este resultado
sugiere que una reduccién en la FBN por grano durante el periodo de llenado de granos puede

ser superada por aplicaciones de N en estadios tardios del cultivo.
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3.5. CONCLUSIONES

Las fertilizaciones foliares y del suelo durante los estadios reproductivos de soja
aumentaron la concentracion de proteina en grano. Sin embargo, este aumento no fue
consistente en todas las fechas de siembra y genotipos. Para nuestro estudio, la respuesta de
la concentracion de proteina en grano a la fertilizacion con N solamente fue evidente en las
siembras tardias en los dos genotipos evaluados. Bajo estas condiciones, ambos tratamientos

(foliar y del suelo) tuvieron ganancias similares.

Las fertilizaciones nitrogenadas no tuvieron efecto sobre la captura de N del cultivo, y el
N proveniente de la FBN fue menor en todos los tratamientos de fertilizacion con N comparado
con el control. Cuando el N se aplicé en el suelo, la FBN fue la mas afectada, en todos los

genotipos probados y las fechas de siembra.

Debido a que las fertilizaciones con N durante las etapas reproductivas no ayudaron a
aumentar los niveles de concentracibn de proteina en grano en todas las condiciones

analizadas, el tratamiento necesitara pruebas adicionales en ambientes especificos.

Conocer el efecto de herramientas de manejo sobre la concentracion de proteina en
grano es clave para lograr los estandares comerciales de las harinas proteicas. Poder alcanzar
los requerimientos de la industria es crucial para incursionar en nuevos mercados de alto valor
agregado. Generar informacién sobre como el manejo y el ambiente influyen en la proteina sera
de utilidad para elaborar subproductos proteicos de alta calidad. Para profundizar el analisis, no
solo es relevante la concentracion en lo que refiere a proteina, sino también la composicién de
la misma, ya que es una variable fundamental para caracterizar una de las propiedades
funcionales méas importantes de las harinas de soja, la solubilidad. El capitulo IV de la presente
tesis aborda estos conceptos y explora dichas variables en genotipos de diferentes etapas

evolutivas de la soja.
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CAPITULO IV

CONCENTRACION Y COMPOSICION DE
PROTEINA EN GENOTIPOS DE DISTINTAS
ETAPAS EVOLUTIVAS
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4. CONCENTRACION Y COMPOSICION DE PROTEINA EN GENOTIPOS DE DISTINTAS
ETAPAS EVOLUTIVAS

4.1. INTRODUCCION

La soja [Glycine max (L.)] es el principal contribuyente a la produccién mundial de
proteinas de origen vegetal (FAO, 2020). Actualmente, la mayor proporcion de la harina de soja
producida se utiliza como materia prima para la alimentacion animal. Sin embargo, una
proporcion cada vez mayor tiene aplicaciones relevantes en productos para alimentacion

humana y usos industriales.

La harina de soja es ampliamente reconocida por su alta concentracién de proteina y
propiedades funcionales (Wolf, 1970). Los productos derivados de la harina de soja, como los
aislados y concentrados proteicos, se utilizan ampliamente en formulaciones alimentarias, asi
como en aplicaciones industriales, como adhesivos y plasticos (Deak et al., 2008). Las harinas
de soja desgrasadas con solventes y con alto contenido de proteina, en general, tienen
concentraciones del rango de 54.0 a 55.6% (base seca). Aungue los estandares comerciales
también consideran harinas de menor calidad, las harinas ricas en proteinas son las mas

demandadas en todo el mundo.

El mejoramiento comercial de la soja se ha centrado tradicionalmente en aumentar el
rendimiento del cultivo. La concentracién de proteina en granos no ha sido un rasgo que
tradicionalmente se haya considerado como critico en este proceso (Rowntree et al., 2013; de
Felipe et al., 2016). Esto ha resultado en genotipos con mayor rendimiento y menor
concentracion de proteina en grano (de Felipe et al.,, 2016). Ademas, la estrecha seleccién
parental inicial de la mayoria de los programas de mejoramiento ha dado como resultado una
diversidad genética limitada dentro de los genotipos comerciales (Brown-Guedira et al., 2001,
de Felipe et al., 2016). A nivel genético, existe una correlacion negativa entre el rendimiento y la
proteina en grano (Rotundo et al., 2009). Por estas razones, los genotipos de soja no
domesticados y ancestrales tienen concentraciones de proteina mas altas que las observadas
en los genotipos utilizados actualmente (Krishnan et al., 2006). Se ha propuesto la introduccion
de Glycine soja, genotipos ancestrales y variedades asiaticas dentro de los programas de

mejoramiento como una fuente de variacion genética adicional para aumentar la concentracion
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de proteina en grano mientras se mantienen rendimientos competitivos (La et al., 2019). Sin

embargo, su composicion proteica no se ha caracterizado completamente.

Ademdas de su valor nutricional, la proteina de soja proporciona propiedades funcionales
Unicas a las harinas y sus derivados. En general, la solubilidad de las proteinas se considera un
marcador de la funcionalidad de las proteinas (Kinsella et al.,, 1979). Las tecnologias de
procesamiento de las harinas se han desarrollado ampliamente para producir ingredientes
proteicos altamente solubles como los aislados. La produccion de aislados proteicos se basa en
la solubilidad diferencial de las proteinas de soja en condiciones de pH contrastantes (es decir,
pH alcalino e isoeléctrico). Ademéas de las condiciones de procesamiento, como el pH y la
temperatura, la solubilidad de las proteinas también puede verse afectada por el genotipo
(Khatib et al., 2002). Es fundamental que se mantenga la solubilidad de la proteina en los
derivados de la molienda de la soja para preservar su funcionalidad como ingrediente y la
eficiencia de los procesos involucrados en la produccién de otros productos tales como los

aislados.

Los componentes principales de la fraccion proteica del grano de soja vy, por
consiguiente, de la harina desgrasada resultante son la glicinina (Gli) y la B-conglicinina (Bc)
(Hermansson et al., 1978; Brumm et al., 2004). Diferentes concentraciones y composiciones de
proteina en grano dan como resultado diversas propiedades funcionales de la harina de soja,
en particular la solubilidad (Rickert et al., 2004; Garcia Rebollar et al., 2016). Con respecto a la
composicion de proteinas, la Gli y la Bc constituyen aproximadamente el 70% de las proteinas
de almacenamiento (Kinsella et al., 1979, Nielsen et al., 1989). La Gli es un hexamero de 320-
375 kDa, cuyas seis subunidades estan compuestas por un polipéptido acido (35 kDa) y un
polipéptido basico (20 kDa). La segunda proteina, Bc, es un trimero de 150-200 kDa formado
por cuatro subunidades, de las cuales a (71 kDa), a’ (67 kDa) y B (50 kDa) son las mas
importantes (Maruyama et al., 1999). Estudios previos demostraron que la composicion del
grano, y especialmente la relacién Gli / Bc, dependen de la eleccién del genotipo (Murphy et al.,
1984; Pesic et al.,, 2005; Bosaz et al., 2019). Kwanyuen et al. (1998) encontraron que la
proporcion Gli / Bc varia entre diferentes genotipos. Krishnan et al. (2006) evaluaron genotipos
ancestrales y modernos y demostraron que los genotipos modernos presentan una
concentracion de subunidad B de la Bc notablemente menor. Pesic et al. (2005) encontraron
diferencias en la concentracion de Bc y Gli, asi como en la relacion Gli / Bc entre los genotipos

evaluados. Comprender la variacién genética en relacion con la composicion de la proteina en

83



grano y su impacto en la solubilidad de la proteina de la harina contribuird a entender mejor el
impacto del genotipo sobre la funcionalidad de la proteina, esto impacta fundamentalmente en

el uso de la harina como ingrediente y como materia prima de otros procesos.

La evaluacion de genotipos resultantes de diferentes etapas evolutivas del cultivo
(ancestros silvestres de la soja (G. soja), variedades asiaticas domesticadas y ancestros
norteamericanos) permitird cuantificar el potencial genético del germoplasma exético disponible
para la reproduccién con enfoque en parametros de calidad industrial. Es de interés establecer
si existe variacion genética en la concentracion de proteinas, composicion y perfil de solubilidad
de las harinas obtenidas de genotipos representativos de distintas etapas evolutivas del cultivo.
Tener esta informacion es fundamental para comprender si el uso de genotipos antiguos en
programas de mejoramiento puede afectar la calidad, y posiblemente, el rendimiento del
producto final.

Los objetivos del presente estudio fueron (i) caracterizar la concentracion y composicion
de proteina en grano en genotipos de diferentes etapas evolutivas de la soja (ancestros
silvestres (G. soja), variedades asiaticas domesticadas, ancestros norteamericanos y genotipos
comerciales actuales) y (ii) evaluar la concentracion de proteina y perfiles de solubilidad de las
harinas desgrasadas obtenidas de estos genotipos.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Materiales vegetales

Se utilizaron genotipos correspondientes a cuatro etapas evolutivas diferentes del cultivo
de soja (Hyten et al., 2006; Rotundo et al., 2016): (i) siete accesiones de G. soja recolectadas
de sus areas de distribucion natural en China, Corea y Japon (de ahora en adelante ancestros
silvestres), (ii) cinco variedades locales de Glycine max (L.) Merr., domesticadas en China,
Corea y Japon (a partir de ahora variedades locales asiaticas), (iii) cinco fundadores de G. max
de América del Norte (a partir de ahora ancestrales NAm) y (iv) cinco genotipos comerciales

élite que se utilizan actualmente en Argentina (Tabla 4.1).

Los genotipos se sembraron durante la campafia agricola 2017/2018, en la Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Rosario, ubicada en Zavalla, Santa Fe, Argentina
(833°1'S, 60 ° 53 "W). Las parcelas fueron de un surco y de 5,5 m de largo. Las semillas se
trataron con fungicida y se inocularon con bacterias simbiéticas fijadoras de N, [Bradyrhizobium
japonicum]. La densidad final de plantas fue de 30 plantas m™ aproximadamente. Las malezas,
plagas y enfermedades se controlaron quimicamente con productos comerciales
recomendados. Se evaluaron dos ambientes diferentes mediante el uso de dos fechas de
siembra, con dos repeticiones. La siembra temprana fue el 6 de diciembre y la tardia el 27 de

diciembre.

4.2.2. Variables medidas

4.2.2.1. Concentracidon de proteina y aceite en grano

Los granos de soja de cada parcela se molieron con un molinillo de laboratorio
(Tecnodalvo, Argentina). El contenido de nitrdgeno se determind mediante el método de
Kjeldahl (McKenzie y Wallace, 1954) y se transformé a concentracion de proteina utilizando el
factor de conversion 6,25 (Jung et al., 2003). Para determinar la concentracion de aceite, una
alicuota de 0,5 g se desgras6 cuatro veces con hexanos (3 ml). Después de agitar con vortex
durante 1 minuto, la muestra se centrifugé durante 5 minutos a 3.000 g y a 18°C. Se agruparon

los sobrenadantes, se dejaron durante la noche bajo la campana para la evaporacion del

85



solvente y se pesoO el aceite. Las concentraciones de proteina y aceite se calcularon y se

informaron como porcentaje en base seca (b.s.).

Tabla 4.1. Genotipos evaluados dentro de cuatro tipos: 7 ancestros silvestres (G. soja), 5

variedades locales asiaticas, 5 ancestros de América del Norte (NAm) y 5 genotipos Elite de

Argentina.

Tipo

Genotipo

Ancestros silvestres (G. soja)

Variedades locales asiaticas

Ancestrales NAm

Elite

PI339871A
P1407027

P1483464A
P1549046

PI1597459D
PI597461A
P1468400A

FC33243
P1567298
PI567368
P1594615
P1594777

P1548362
P1548456
P1548485
P1548603
P1548657

A5009

DM3810
DM4612
NS4619
SPS4X4
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4.2.2.2. Obtencién de harina de soja desgrasada

A los granos (20,00 g) se les extrajo el tegumento manualmente. Se pesaron los
tegumentos y se calculd la proporcion del mismo (%). Los granos descascarados se molieron
usando un CT293 CyclotecTM (Foss, Dinamarca) equipado con una malla de 0,5 mm. Una
alicuota de 0,5 g se desgrasoé cuatro veces con hexano (3 ml). Después de cada extraccion, la
muestra se centrifugd durante 5 minutos a 3.000 g y a 18 ° C. Los sobrenadantes se
descartaron y la harina desgrasada se desolventizé durante la noche a temperatura ambiente
bajo campana de extraccion. La concentracion de proteina se determind como se describid

previamente.

4.2.2.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)

Se extrajo harina de soja desgrasada (0,15 g) con 3 ml de buffer de muestra (Tris-HCL
60 mN (pH 6,8), dodecilsulfato de sodio al 2% (p/v), glicerol al 10% (v/v), azul de bromofenol 0,3
mM, urea 8M y 5%, 2-mercaptoetanol (v/v)). La suspension se calenté en un bafio de agua
hirviendo durante 5 minutos y se centrifugd (15.800 g, 15 minutos). El sobrenadante (10 pl) se
carg6 en un gel de resolucion al 13,5% (p/v, Krishnan et al., 2006). La electroforesis se realizé
mediante un sistema de electroforesis Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad, CA), y las proteinas se
separaron a voltaje constante y 30 mA por gel. Los geles de poliacrilamida se tifieron con 25%
(v/v) Coomassie Blue G-2500, metanol al 45% (v/v) y acido acético al 10% (v/v) durante dos
horas. Los geles teflidos se sumergieron en etanol al 10% (v/v), 10% (v/v) de acido acético y
80% (v/v) de agua destilada durante al menos tres horas. Se escanearon los geles y se utiliz6 el
software Gel Analyzer v. 3.0 (Media Cybernetics, EE.UU.) para la densitometria. Se estimaron

los pesos moleculares utilizando los estandares de Precision Plus Protein (Bio-Rad, CA).

4.2.2.4. Perfil de solubilidad de proteinas

Se suspendié una alicuota de harina desgrasada (0,05 g) en 5 ml de agua desionizada y
seajustoelpHa?z,3,4,5,6, 7,8, 9y 10 usando HCI (0,2 My 0,002 M) o NaOH (0,2 My 0,002
M). Las soluciones se agitaron y se realizaron los ajustes de pH a 0, 15 y 40 min. Se registro el

volumen de HCI o NaOH usado para el ajuste del pH y se corrigi6é el volumen final para calcular

87



la solubilidad de las proteinas. Las dispersiones se agitaron horizontalmente (140 golpes por
minuto) durante 55 minutos y se centrifugaron a 10.000 g durante 30 minutos a 20°C. La
concentracion de proteina soluble se determiné mediante el método de Biuret (Gornall et al.,
1949) utilizando una curva de calibracion preparada con aislado proteico de soja (ADM, IL). La
solubilidad se calculé utilizando la siguiente ecuacion (Ec. 4.1):

proteina en el sobrenadante (g)

% de Solubilidad = ( )x 100

proteina en la alicuota de harina (g)

Ademas, se calculd la cantidad de proteina extraida por g de harina como un indicador del

rendimiento en los procesos de extraccion de proteina.

proteina en harina)

Proteina soluble en harina (g g~1) = ( solubilidad

4.2.3. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando un modelo de analisis de varianza en el software R
con el paquete Agricolae (R Core Team, 2016). El ambiente (A), el tipo (T, periodo evolutivo) y
genotipo anidado dentro de tipo (G [T]), y las interacciones A x T, A x (G [T]) se consideraron
efectos fijos. Los datos de solubilidad se analizaron con el mismo modelo para cada pH. La
significancia se establecid6 en a = 0,05. Los componentes de la varianza y las diferencias
minimas significativas (LSD) de todos los rasgos evaluados se estimaron a partir del andlisis
ANOVA.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Concentracion de proteina y aceite en grano

La concentracién de proteina en grano (%) mostré diferencias respecto a los ambientes
(P<0.001) con 39.0 y 41.6% para el ambiente temprano y tardio, respectivamente (Tabla 4.2).
Se encontraron diferencias significativas entre los cuatro tipos de soja evaluados (P<0,001,
Tabla 4.2), y este efecto explicé la mayor parte de la variacion del modelo (42% SC). El tipo
ancestros silvestres (G. soja) y Elite tuvieron las concentraciones maximas y minimas de
proteina en grano, respectivamente (42,9 y 36,3%). Las diferencias entre genotipos dentro de
tipo también fueron evidentes (P<0,001, Tabla 4.2). Sin embargo, las interacciones ambiente x
genotipo dentro de tipo y ambiente x tipo también fueron significativas (P<0.001), lo que indica
que las diferencias observadas entre los genotipos y los tipos dependieron también del
ambiente (Tabla 4.2). Sin embargo, la gran mayoria de la variacion asociada a la modelo se
concentré en los factores tipo y genotipo dentro de tipo (Tabla 4.2). La concentracion de
proteina media oscil6 entre 33,9% en NS4619 (dentro del tipo Elite) en la fecha temprana, y
50,6% para P1594615 en la fecha tardia (dentro del tipo variedades locales asiaticas, Tabla
Suplementaria 4.1).

La concentracion de aceite se vio afectada significativamente por todos los efectos e
interacciones principales (P<0.05, Tabla 4.2). Se observé una concentracion mas alta en el
ambiente temprano (15%, P<0.001, Tabla 4.2). El efecto tipo explico la mayor parte de la
variacion observada (73%SC) y, en promedio, el tipo Elite mostr6 el maximo (20,0%, P<0,001).
La descripcion completa de cada genotipo dentro de tipo en cada ambiente se describe como

informacion suplementaria (Tabla Suplementaria 4.1).

4.3.2. Proporcidon de tequmento

La proporcion de tegumento (%) mostré diferencias significativas (P<0.05) entre los
efectos tipo, genotipo dentro de tipo y la interaccion ambiente x genotipo dentro de tipo (Tabla
4.2). Las medias de los tipos variaron de 10,8 a 25,8% para los tipos Elite y ancestros silvestres

(G. soja), respectivamente. Este efecto explicé la mayor parte de la variacion total del modelo
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(42%SC). El efecto ambiente x genotipo dentro de tipo fue significativo (P<0.01), ya que las

diferencias entre los genotipos dependieron del ambiente (Tabla 4.2 y Tabla Suplementaria 4.1).

Tabla 4.2. Efectos del ambiente, tipo, genotipo dentro de tipo y la interaccibn ambiente x tipo

sobre la proteina en grano, proteina en harina, aceite y proporcion de tegumento. Una

descripcibn completa de todos los genotipos anidados en tipos en cada ambiente esta

disponible como informacion suplementaria (Tabla Suplementaria 4.1). Se muestran los

componentes de la varianza (en porcentaje) asociados al ambiente (A), tipo (T), genotipo dentro

del tipo (G [T]), residual y todas las interacciones posibles.

Ambiente Tipo

Genotipo Proteina

Proteina Aceite Proporcion

(Tipo) engrano en (% de
(% b.s.)) harina b.s) tegumento
(% b.s.) (% b.s.)
Temprano 39,0 48,8 150 15,2
Tardio 41,6 50,0 13,7 17,6
Ancestros silvestres (G. soja) 429 55,1 7,3 25,8
Variedades locales asiaticas 411 47,7 148 12,2
Ancestros NAm 40,0 48,4 17,0 13,8
Elite 36,3 44,1 20,0 10,8
Ancestros silvestres (G.soja)
media 42,8 55,4 7.3 25,5
Variedades locales asiaticas
media 41,1 47,7 14,8 12,2
Ancestros NAm
media 40,1 48,4 17,0 13,8
Elite
media 36,3 44,1 20,0 10,9
Temprano  Ancestros silvestres (G. soja) 42,1 55,1 7,1 25,9
Variedades locales asiaticas 39,0 46,0 16,0 10,1
Ancestros NAm 38,7 47,6 18,0 10,8
Elite 34,9 43,8 22,0 11,0
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Tardio Ancestros silvestres (G. soja) 43,7 56,0 7,4 25,6

Variedades locales asiaticas 43,2 49,4 13,6 14,3

Ancestrales NAm 41,3 49,2 15,9 16,9

Elite 37,7 44,4 18,0 10,6
Ambiente(A) Hkk Hokk Kk ns
Tipo(T) *kk Kkk kK Hokk
Genotipo[Tipo] (G[T]) ook ok - *
AxT *% (1.5)3 ***(1,3) **(1,6) ns
AxG[T] HH(2.5)  FK(2,9)  *(3,7) **(13,9)
Variancia %
A 11 1 2 0
T 42 65 73 42
G[T] 33 24 14 17
AXT 2 1 2 2
A X G[T] 7 5 4 21
Residual 5 4 5 18

* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns: no significativo.? NUmeros entre paréntesis representan
LSD de las medias a P<0.05.

4.3.3. Concentraciéon de proteina en harina de soja

La concentracion de proteina en la harina de soja (%) mostré diferencias significativas
para ambiente, tipo y genotipo dentro de tipo, asi como para sus interacciones (P<0,001, Tabla
4.2). El tipo y el genotipo dentro del tipo fueron los factores que explicaron los mayores
porcentajes de la variacion del modelo, 65 y 24%SC respectivamente (Tabla 4.2). Los valores
medios para los tipos evaluados fueron 55,1, 47,7, 48,4 y 44,1% para ancestros silvestres
(G.soja), las variedades locales asiticas, los Ancestros NAm y Elite, respectivamente (Tabla
4.2). Las concentraciones medias de los genotipos dentro de tipos variaron de 42,7% para
DM46212 (dentro de los genotipos Elite) a 59,2% para PI339871A (dentro de ancestros

silvestres (G. soja); Tabla Suplementaria 4.1).
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4.3.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE)

La composicién de las proteinas de los diferentes genotipos se analizé6 mediante SDS-
PAGE. En la Figura 4.1 se pueden observar corridas electroforéticas representativas y para una
comparacion general, de un genotipo de cada etapa evolutiva analizada. La significancia de los

efectos principales sobre la proporcién de cada subunidad proteica se muestra en la Tabla 4.3.
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Figura 4.1. Corridas electroforéticas en gel de poliacrilamida de resolucion al 13,5% mediante
un sistema de electroforesis Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad, CA). Se puede observar un
genotipo representativo de cada etapa evolutiva analizada, las subunidades proteicas

evaluadas y los pesos moleculares de cada una (kDa).

La Bc total no mostré diferencias significativas entre ambientes ni entre tipos (Tabla 4.3).

El efecto del genotipo dentro del tipo fue significativo (Tabla 4.3, P<0,001) con un rango de 14,4
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(P1567298) a 24,8% (P1483464A, Tabla 4.3). También representd la mayor parte de la variacion
total de la Bc (52%SC; Tabla 4.3), seguida por la interaccion genotipo x ambiente (26%SC;
P<0,001). Las proporciones minimas y maximas se encontraron en Pl407027 (11,1%) y
P1483464A, respectivamente (25,2%), ambos en fecha de siembra tardia.

Con respecto a los componentes de la Bc, el genotipo dentro del tipo fue el efecto
significativo (P<0,001) que describié la mayor parte de la variacion (>40%SC) para las
subunidades B, a y a” (Tabla 4.3). Para la subunidad B, los valores medios variaron entre 3.6%
(DM3810, tipo Elite) y 8.6% (P1483464A, dentro de ancestros silvestres (G. soja); Tabla 4.3). La
interaccion ambiente x tipo también fue significativa (P<0.01; Tabla 4.4). La proporcion de la
subunidad a entre los genotipos oscil6 entre 3,0% (P1548485) y 7,7% (P1597459D, Tabla 4.3). A
diferencia de los anteriores, ademas del efecto genotipo, la subunidad a” mostré diferencias
significativas entre ambientes (P<0.01), tipos (P<0.01), y la interacciéon genotipo x ambiente
(P<0.01, Tabla 4.3 y 4.4). Los valores medios variaron de 4.2% (P1567298, variedad local
asiatica) a 13.3% (PI468400A, ancestro silvestre (G. soja)), ambos dentro del ambiente

temprano (Tabla 4.4).

Las diferencias en las proporciones de Gli total y todos sus componentes fueron
significativas para el efecto genotipo dentro de tipo y ambas interacciones (P<0,001, Tabla 4.3).
Como se observd, con la Bc, el genotipo dentro del tipo representd la mayor parte de la
variacion asociada al modelo (> 35%SC). Para la proporcion total de Gli, los valores medios de
los genotipos variaron entre 22,1% (P1567298, dentro de variedades locales asiaticas) en el
ambiente temprano y 46,7% (P1548456, dentro de Ancestros NAm), en el ambiente tardio
(Tabla 4.3). Los valores medios para cada combinacion de genotipo y ambiente se describen en
la Tabla 4.4.
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Tabla 4.3. Efectos de ambiente, tipo y genotipo dentro de tipo sobre la betaconglicinina (Bc), la glicinina (Gli), sus subunidades

y la relacion Gli / Bc. Se muestran los componentes de la varianza (en porcentaje) asociados al ambiente (A), tipo (T), genotipo

dentro del tipo (G [T]), residual y todas las interacciones posibles.

% del total de proteina

Ambiente Tipo Genotipo Bc (%) Gli (%) Relacién
(Tipo) Gli/ Bc
Total B a o  Total Basica Acida A3
Temprano 18,9 5,3 4.8 8,7 31,6 12,8 13,9 4.9 1,7
Tardio 18,2 5,6 4.7 7,7 31,5 13,1 13,4 51 1,8
Ancestros silvestres 19,4 5,8 4.5 9,1 31,3 12,2 14,4 4.7 1,7
Variedades locales asiaticas 18,2 53 5,0 7,9 31,5 13,0 13,5 5,0 1,8
Ancestros NAm 17,9 5,7 4.9 7,3 32,1 13,4 13,4 5,3 1,9
Elite 18,5 5,0 45 8,4 31,5 13,5 13,1 5,0 1,7
Ancestros silvestres P1339871A 18,2 55 3,1 9,7 33,3 12,4 15,6 5,3 1,8
P1407027 17,0 4.6 3,5 8,9 28,5 12,3 12,3 4.0 1,9
P1468400A 20,6 5,0 52 10,4 33,7 14,0 15,6 4.1 1,6
P1483464A 24,8 8,6 4.0 12,2 28,3 11,0 12,2 51 1,1
P1549046 15,7 5,0 4.0 6,8 24,9 8,2 12,1 4.6 1,6
P1597459D 21,0 6,2 7.7 6,9 35,0 13,2 16,5 5,3 1,7
P1597461A 19,2 51 4.6 9,6 36,6 15,4 17,2 4.1 1,9
Variedades locales FC33243 18,5 3,9 6,9 7.8 27,9 11,0 12,9 3,9 1,5
asiaticas PI567298 14,4 5,5 4,5 44 24,3 8,7 10,7 5,0 1,7
P1567368 18,5 6,4 4.2 7,9 36,6 17,1 13,6 6,0 2,0
PI594615 18,1 5,0 5,0 8,2 27,6 11,4 11,0 5,2 1,6
P1594777 21,4 5,7 4.6 11,2 41,3 17,0 19,5 4.9 1,9
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Ancestros NAm Pi1548362 18,8 49 6,5 7,4 31,6 13,4 13,3 4.8 1,7
P1548456 15,6 51 41 6,5 38,6 19,4 12,9 6,4 2,6
P1548485 14,9 5,2 3,0 6,7 26,3 9,5 11,7 51 1,8
P1548603 19,7 6,0 6,8 6,9 33,0 11,6 15,8 5,7 17
P1548657 20,6 7,6 4,3 8,8 31,2 13,1 13,5 4,7 15
Elite A5009 21,0 6,4 55 91 35,8 16,3 14,3 53 1,7
DM3810 18,4 3,6 4,2 7,8 30,4 11,6 13,0 5,7 1,7
DM4612 20,7 6,0 5,6 9,2 28,7 11,5 12,6 4,7 1.4
NS4619 17,3 4,4 3,3 9,7 33,4 14,6 13,8 5,0 1,9
SPS4x4 14,8 4,7 3,8 6,3 29,1 13,3 11,6 4,1 2,0
Ambiente (A) ns ns ns *x ns ns ns ns *
Tipo (T) ns ns ns **(0,9) ns ns * *x *
GenOtipOﬂ—ipO] (G[T]) *kk *kk (1,8)3. *kk (1,8) *kk *kk *kk *kk *kk *kk
AxXT ns ** (1,1) ns ns *k(2,5) ***(1,8) **(1,2) ***(0,5) ***(0,2)
A x G[T] ***(3,9) ns ns **(3,0) ***(5,7) ***(4,1) **(2,8) ***(1,1) ***(0,4)
Variancia %
A 1 1 0 5 0 0 1 1 1
T 3 3 2 8 0 2 4 6 3
G[T] 52 44 54 43 63 47 63 38 47
AxT 2 10 3 3 8 7 4 8 5
A x G[T] 26 14 17 23 16 32 13 30 33
Residual 16 28 24 19 13 13 14 17 11
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Tabla 4.4. Efectos de la interaccion ambiente x tipo y ambiente x genotipo dentro de tipo sobre la Bc, la Gli, sus componentes y

la relacién Gli/ Bc.

% del total de proteina

Ambiente Tipo g?;g)“po Bc (%) Gli (%) R‘éﬁi‘é’g
Total B a a’ Total Basica Acida A3
Temprano Ancestros silvestres 20,1 5,7 4.4 10,0 32,4 12,4 15,3 4.6 1,6
Variedades locales asiaticas 176 4,3 5,5 7,8 30,6 12,8 13,0 4,8 1,8
Ancestros NAm 18,2 5,6 51 7,5 30,0 11,6 13,5 4.9 1,7
Elite 190 5,6 4,3 9,2 33,3 14,6 13,4 5,3 1,8
Tardio Ancestros silvestres 18,6 5,8 4,7 8,1 30,0 12,0 13,4 47 1,7
Variedades locales asiaticas 18,8 6,2 4.6 8,0 32,5 13,2 14,1 5,2 1,7
Ancestros NAm 17,6 59 4,7 7,0 34,2 15,2 13,3 5,8 2,1
Elite 179 44 4,7 7,6 29,6 12,3 12,7 4.6 1,7
Temprano Ancestros P1339871A 17,5 5,7 2,6 9,2 34,1 12,2 16,6 54 2,0
silvestres P1407027 229 5.2 45 13,3 30,9 10,8 15,5 4.6 1,4
P1468400A 20,6 5,0 5,2 10,4 33,7 14,0 15,6 4,1 1,6
P1483464A 24,4 9,0 3,1 12,4 26,9 9,8 11,9 5,3 1,1
P1549046 16,4 55 2,8 8,2 23,9 8,6 11,0 4,3 1,5
P1597459D 20,6 5,7 8,6 6,3 37,1 14,7 17,5 4.9 1,8
PI1597461A 18,4 4,1 4,0 10,3 40,4 17,0 19,4 3,9 2,2
Variedades locales FC33243 17,8 3,6 6,6 7,7 27,4 11,0 11,9 4.4 1,5
asiaticas P1567298 11,8 3,0 4,7 42 22,1 8,0 10,0 4.3 1,9
P1567368 175 6,1 4,5 6,9 33,9 15,9 12,7 5,4 2,0
P1594615 21,4 49 6,9 9,7 29,4 12,4 11,2 5,8 1.4
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Tardio

Ancestros NAm

Elite

Ancestros
silvestres

Variedades locales
asiaticas

Ancestros NAm

PI1594777

P1548362
P1548456
P1548485
P1548603
P1548657

A5009

DM3810
DM4612
NS4619
SPS4x4

PI339871A
P1407027
P1483464A
P1549046
P1597459D
P1597461A

FC33243
P1567298
P1567368
P1594615
P1594777

P1548362
P1548456
P1548485
P1548603

19,4

18,7
17,5
16,0
18,5
20,7

20,8
17,8
21,2
18,9
16,5

19,0
111
25,2
15,0
21,5
20,1

19,2
16,9
19,5
14,8
23,5

18,9
13,8
13,8
20,8

4,1

51
5,7
4,7
54
7,3

7,0
4,6
6.4
52
4,8

53
4,1
8,3
4,6
6,7
6,0

4,1
8,0
6,7
51
7,3

4.8
4,5
5,7
6,6

4,8

7,4
4,7
29
6,1
4,8

5,7
4,6
4,4
2,9
3,8

3,7
2,6
5,0
51
6,9
52

7.2
4,4
3,9
3,1
4,4

5,6
3,6
3,1
7,6

10,6

6,3
7,2
8.4
7,1
8,7

8,1
8,6
10,4
10,9
7,9

10,1
4,5
12,0
5,4
7,6
8,9

7,9
4,6
8,9
6,6
119

8,6
5,8
4,9
6,7

40,1

27,4
30,5
25,3
33,6
33,4

36,3
31,7
29,5
36,0
33,1

32,4
26,2
29,7
25,8
33,0
32,9

28,5
26,5
39,2
25,8
42,5

35,7
46,7
27,3
32,5

17,0

9,2
10,8
10,1
13,2
14,8

16,4
11,8
11,2
16,3
17,6

12,7
13,7
12,2

7,7
11,7
13,8

111

9,5
18,3
10,5
17,0

17,7
28,1

8,9
10,0

19,2

13,3
14,2
111
14,8
14,2

13,3
13,6
13,3
14,7
12,1

14,6

9,2
12,5
13,3
15,6
15,1

13,9
11,5
14,5
10,7
19,8

13,3
11,6
12,3
16,8

3,9

4,9
5,6
4,1
5,6
4,4

6,7
6,2

51
3,4

52
3,4

4,8
5,7
4,2

3,4
5,7
6,5
4,5
5,8

4,7
7,1
6,2
5,8

2,1

15
1,8
1,6
1,8
1,6

1,8
1,8
1,4
19
2,0

1,7
2,4
1,2
1,7
15
1,7

15
1,6
2,0
1,7
1.8

19
3,4
2,0
1,6
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P1548657

Elite A5009
DM3810
DM4612
NS4619
SPS4x4

20,6

21,3
19,1
20,3
15,8
13,1

7,9

5,8
2,6
55
3,7
4,7

3,8

54
3,7
6,9
3,7
3,8

9,0

10,1
6,9
7,9
8,5
4,8

29,1

35,4
29,1
28,0
30,8
25,0

11,3

16,3
11,5
11,7
13,0
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12,8

15,3
12,4
11,9
12,9
11,2

51

3.9
53
4,4
4,9
4,7

1,4

1,7
1,6
1,4
2,0
1,9

* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns: no significativo.* Nimeros entre paréntesis representan LSD de las medias a P<0.05.
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Al considerar la subunidad basica de la Gli, las proporciones oscilaron entre el 7,7%
(P1549046, ancestro silvestre (G. soja)) y 28,1% (PI1548456, ancestro NAm), ambos en el
ambiente tardio. Para las subunidades acida y A3, ademas del genotipo dentro de tipo y ambas
interacciones, el efecto tipo también fue significativo (P<0.05). En el primer caso, las
concentraciones minima y maxima fueron 9.2% (P1407027, ancestro silvestre; G. soja) y 19.8%
(P1594777, variedad local asiatica), ambas en el ambiente tardio (Tabla 4.4), respectivamente.
La fraccion A3 vari6 entre 3.4% (FC33243, variedad local asiética, en el ambiente tardio) y 7.1%
(P1548456, ancestro NAm, en el ambiente tardio, Tabla 4.4).

La relacién Gli / Bc mostrd diferencias significativas entre los ambientes evaluados
(P<0,05), los tipos (P<0,05) y los genotipos dentro de tipo (P<0,001), asi como también entre
sus interacciones (P<0,001, Tabla 4.3). Nuevamente, el genotipo dentro de tipo represento la
mayor parte de la variacion del modelo (47%SC), pero las interacciones significativas sugieren
que el ambiente también juega un papel relevante en la determinacién de esta proporcion
(Tabla 4.3). En general, los valores extremos para todas las fracciones proteicas se observaron
dentro de los tipos mas antiguos (ancestros silvestres, razas locales asiaticas y Ancestros
NAmM).

4.3.5. Solubilidad proteica

La solubilidad de las proteinas es una propiedad de gran importancia en las harinas de
soja debido a que esta directamente relacionada con su funcionalidad como ingrediente, asi
como también con el rendimiento de los procesos de transformacion para la obtencion de otros
productos como los aislados proteicos. Los resultados de la solubilidad de las proteinas se
presentan en la Tabla 4.5. Para los valores de pH evaluados, el efecto tipo fue significativo
(P<0.01), la excepcion fue el pH 6. Dentro del rango de pH mas cercano al punto isoeléctrico
(pH 4-5), las variedades locales asiaticas tuvieron la mayor solubilidad. Esta tendencia continu6
aumentando hasta el valor de pH 8, cuando el tipo Elite alcanzd valores similares a las

variedades locales asiaticas. Esta tendencia continué hasta pH 10.

Ademas, a pH 2, 4, 7, 8 y 10, el genotipo dentro de tipo también fue significativo
(P<0.05). Solo a pH 2, la interaccidbn ambiente x genotipo fue significativa (P<0.05). Dentro de

los genotipos Elite, el A5009 tuvo la menor solubilidad de proteinas en toda la escala de pH. La
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relacion entre la solubilidad promedio de la proteina de los genotipos (%) y el pH se representa

en la Figura 4.2.A.

Con el fin de comprender el impacto de la utilizacion de genotipos de diferentes etapas
evolutivas sobre posibles rendimientos en procesos de conversion de la harina en aislados
proteicos, se calculd la cantidad de proteina soluble que podria extraerse de las diferentes
harinas desgrasadas resultantes (g de proteina solubilizada g de harina™) a diferentes valores
de pH (Figura 4.2.B). En cada pH, el tipo Elite solubiliz6 menos proteina por gramo de harina en
comparacion con los tipos més antiguos (Tabla 4.6). Esto no se debe solamente a las
diferencias en la solubilidad de las proteinas, sino también a las diferencias en la concentracion
de proteina de las harinas. El tipo Elite tiene menor concentracion de proteina en grano y, por lo
tanto, también en las harinas resultantes respecto a los tipos ancestrales (Tabla 4.2).
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Tabla 4.5. Efecto del pH en la solubilidad de la proteina (% soluble del total de la proteina presente en la harina) para los
cuatro tipos evaluados. Se describen los efectos principales de tipo y genotipo dentro de tipo. Se muestran los componentes de
la varianza (en porcentaje) asociados al ambiente (A), tipo (T), genotipo dentro del tipo (G [T]), residual y todas las
interacciones posibles.

Solubilidad de la proteina pH

(% soluble del total) 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ancestros silvestres (G. soja) 199b 11,21b 96b 11,1b 27,3a 57,1b 58,7b 60,8b 67,7b
Variedades locales asiaticas 27,1a 153a 124a 16,5a 31,0a 65,6a 68,1la 73.6a 74,1a
Ancestros NAm 284a 16,1a 9,4cb 12,0b 23,8a 555b 59,0b 60,6b 645D
Elite 264a 115b 76c 11,1b 22,7a 598b 66,7a 69,2a 751a

Ancestros silvestres (G. soja) PI339871A 16,1 13,7 9,0 9,7 26,4 471 51,8 53,5 69,5
P1407027 24,3 13,0 10,3 14,4 20,0 67,1 60,0 63,1 69,2
P1483464A 23,3 11,1 7,5 9,5 17,3 60,1 57,5 64,1 63,9
P1549046 18,9 8,1 10,0 11,0 26,6 54,1 59,6 57,7 65,5
P1597461A 17,1 10,8 11,1 11,1 38,9 557 65,2 66,3 70,2

Variedades locales asiaticas FC33243 26,8 21,6 10,7 15,9 225 69,3 72,7 78,4 88,6
P1567298 24,5 13,6 10,5 16,5 346 61,8 64,7 73,0 75,7
P1567368 22,6 10,5 9,6 12,5 27,2 66,3 70,5 73,8 73,8
P1594615 31,5 18,5 12,1 19,5 59,1 64,4 65,5 71,2 62,3
P1594777 30,2 14,0 18,8 18,4 25,5 65,5 66,0 70,7 70,1

Ancestros NAm P1548362 27,9 15,1 8,3 11,0 20,2 61,7 66,2 70,6 75,1
P1548456 31,2 16,0 13,1 14,2 28,6 62,2 58,4 63,2 64,8
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P1548485 25,4 12,3 9,7 11,5 26,7 49,9 53,8 54,2 57,0
P1548603 22,2 19,8 6,8 115 21,2 55,0 61,7 61,5 68,7
PI1548657 35,3 17,4 9,3 11,6 22,6 48,9 55,0 53,6 56,7

Elite A5009 23,9 10,0 6,3 8,2 17,6 46,3 53,0 59,4 60,8
DM3810 26,6 9,4 7,6 8,7 22,4 61,9 64,3 66,8 77,8
DM4612 28,8 10,0 7,7 12,0 23,9 65,6 70,0 73,5 79,3
NS4619 26,8 14,9 8,2 12,1 26,7 64,3 78,1 74,3 79,8
SPS4X4 26,1 13,2 8,1 14,7 23,1 61,1 68,3 72,2 77,6

Ambiente (A) ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Tipo (T) *(3,1)* **(3,2) **(2,0) ***(2,5) ns **(5,0) ***(4,8) ***(5,6) ***(4,8)

(G[T] * ns * (4,5 ns ns **(11,1) ** (11,3) ns ***(10,7)

AXT ns ns ns ns ns ns ns ns ns

A x G[T] * (9,9 ns ns ns ns ns ns ns ns

Variancia %

A 0 0 0 0 1 0 1 0 1

T 24 15 18 24 8 17 20 29 20

(G[TD) 26 25 29 21 34 36 38 28 39

AXT 3 4 1 7 1 1 4 3 5

A X G[T] 21 22 20 15 15 17 9 7 11

Residual 26 34 32 33 41 30 28 32 25

* P<0,05; ** P<0,01; ** P<0,001; ns: no significativo.* Nimeros entre paréntesis representan LSD de las medias a P<0.05.
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Tabla 4.6. Efecto del pH sobre la proteina de la harina de soja solubilizada (g g™ b.s.) para los cuatro tipos evaluados. Se

describen los efectos principales sobre cada tipo y genotipo dentro del tipo. Se muestran los componentes de la varianza (en

porcentaje) asociados al ambiente (A), tipo (T), genotipo dentro del tipo (G [T]), residual y todas las interacciones posibles.

Proteina solubilizada/ Harina pH
(gg'b.s)
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ancestros silvestres (G. soja) 0,11 ¢ 0,06ab 0,05ab 006b 0,15a 0,32a 0,32a 0,33a 0,38a
Variedades locales asiaticas 0,13 ab 0,07 a 0,06 a 0,08a 0,24a 0,31a 0,32a 0,34a 0,35b
Ancestros NAm 0,14 a 0,08a 0,05ab 0,06b 0,12ab 0,27b 0,29b 0,29b 0,31b
Elite 0,12 cb 0,05b 0,03c 0,05b 0,10b 0,26b 0,29b 0,30b 031D
Ancestros silvestres (G. soja) PI1339871A 0,10 0,09 0,05 0,06 0,16 0,28 0,31 0,32 0,41
P1407027 0,14 0,08 0,06 0,08 0,18 0,38 0,34 0,38 0,40
P1483464A 0,13 0,06 0,04 0,06 0,10 0,34 0,32 0,36 0,36
P1549046 0,10 0,04 0,05 0,05 0,14 0,28 0,31 0,31 0,34
PI597461A 0,09 0,06 0,06 0,06 0,20 0,29 0,34 0,34 0,36
Variedades locales asiaticas FC33243 0,12 0,10 0,05 0,07 0,10 0,30 0,32 0,34 0,39
PI567298 0,11 0,06 0,05 0,07 0,15 0,27 0,28 0,32 0,33
PI567368 0,12 0,05 0,05 0,06 0,14 0,34 0,36 0,38 0,38
P1594615 0,17 0,09 0,06 0,10 0,28 0,31 0,31 0,34 0,33
PI1594777 0,14 0,07 0,09 0,09 0,12 0,31 0,32 0,34 0,34
Ancestros NAm P1548362 0,13 0,07 0,04 0,05 0,10 0,29 0,31 0,33 0,35
P1548456 0,14 0,07 0,06 0,06 0,13 0,28 0,27 0,29 0,30
P1548485 0,13 0,07 0,05 0,06 0,14 0,26 0,28 0,28 0,30
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PI548603 0,11 0,09 0,04 0,06 0,10 0,27 0,30 0,30 0,33
P1548657 0,18 0,09 0,05 0,06 0,11 0,24 0,27 0,27 0,28

Elite A5009 0,11 0,05 0,03 0,04 0,08 0,21 0,24 0,27 0,28
DM3810 0,12 0,04 0,04 0,04 0,10 0,27 0,28 0,29 0,34
DM4612 0,12 0,04 0,03 0,05 0,10 0,28 0,30 0,31 0,34
NS4619 0,12 0,06 0,04 0,06 0,12 0,28 0,34 0,32 0,35
SPS4X4 0,12 0,06 0,04 0,07 0,10 0,27 0,31 0,32 0,35

Ambiente(A) ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Tipo (T) **%(0,01)* **(0,01) ***(0,01) ***(0,01) *(0,04) ***(0,02) **(0,02) ***(0,03) ***(0,02)

G[T] ***(0,03) ns * (0,02) ns ns ** (0,05) * (0,05) ns *** (0,05)

AxT ns ns ns ns ns ns ns ns ns

A X G[T] * (0,05 ns ns ns ns ns ns na ns

Variancia %

A 0 1 0 0 2 0 0 1 0

T 11 16 24 24 11 22 18 29 27

(G[T]) 36 25 27 24 33 34 38 26 32

AXT 3 5 2 7 2 0 3 2 3

A x G[T] 25 21 17 12 14 18 10 9 15

Residual 26 32 31 33 38 25 32 34 23

* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns: no significativo.* Nimeros entre paréntesis representan LSD de las medias a P<0.05.
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4.4, DISCUSION

Durante las dltimas décadas, el enfoque del mejoramiento de soja ha sido la mejora del
rendimiento utilizando genotipos élite como progenitores. Este proceso ha dado como resultado
una base genética cada vez mas estrecha en los programas de mejoramiento actuales. Una
consecuencia de tal enfoque es la limitacién en el progreso de la calidad industrial de los
granos, especificamente respecto a concentracion y composicion de proteina (Specht et al.,
1999; Brown-Guedira et al., 2001; Rowntree et al., 2013; de Felipe et al., 2016). Un objetivo
importante relacionado con las variables mencionadas es comprender los factores que impactan
sobre su variacion. Los resultados del presente capitulo proporcionan un mayor conocimiento
sobre la variacion de la concentracion de proteina en grano, la composicion de las subunidades
proteicas y la solubilidad de las proteinas de genotipos representativos de diferentes etapas
evolutivas del cultivo. Esta informacion facilitara los esfuerzos en curso para mejorar tanto la
concentracion como la calidad proteica de la soja. Ademas, los resultados presentados seran
valiosos para comprender cdmo la seleccidn del genotipo puede afectar una de las propiedades
fundamentales de la harina de soja, la solubilidad de las proteinas. Esta propiedad tiene un
impacto directo en la funcionalidad de la harina como ingrediente y como materia prima de

diversos procesos industriales (Kinsella et al., 1979; Lee et al., 2003).

Los resultados obtenidos en el presente capitulo evidenciaron que la concentraciéon de
proteina en grano (%) varia entre ambientes, tipos y genotipos, de acuerdo con estudios previos
(Zilié et al., 2011; Zhang et al., 2018; Bosaz et al., 2019). El efecto tipo represent6 la mayor
parte de la variacién del modelo. El rango de concentracién de proteina en grano observado fue
36,3 - 42,9%, que se encuentra dentro del intervalo (36,3 - 46,3%) informado por Zhang et al.
(2018) al evaluar la diversidad genética de genotipos ancestrales, variedades locales y

genotipos modernos.

En cuanto al aceite, se encontraron diferencias significativas entre tipos, y este factor
representé la mayor parte de la variacion del modelo. En concordancia con Chen y Nelson
(2004), quienes evaluaron los tipos G.soja, semi-silvestres y G. max, los resultados de este
capitulo mostraron los valores mas altos de concentracion de aceite en los genotipos Elite en
comparacion con los ancestros silvestres (G.soja), las variedades locales asiaticas y los

ancestros de Nam.
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El genotipo, el ambiente y las condiciones de procesamiento pueden influir en la
composicion de la harina de soja resultante. Grieshop et al. (2003) estudiaron la calidad de las
harinas de soja producidas en las plantas procesadoras de EE.UU. y encontraron una amplia
variacion para la concentracion de proteina cruda. Karr-Lilienthal et al. (2004) evaluaron harinas
de cinco paises productores lideres (Argentina, Brasil, China, India y Estados Unidos).
Informaron que la harina de soja de China present6 la concentracion de proteina cruda mas
alta, mientras que la harina de soja de Argentina la méas baja. Ademas, Thakur y Hurburgh
(2007) estudiaron la calidad de la harina de origen estadounidense y de otros paises.
Encontraron que la concentracion de proteinas diferia significativamente entre los ocho paises
evaluados, Argentina mostré el valor mas bajo (46%). Las diferencias en composicién de los
granos, determinadas por factores ambientales y de manejo del cultivo, afectan en Ultima
instancia a la composicién de la harina. En el presente estudio, se encontraron diferencias
significativas entre los tipos evaluados. Los ancestros silvestres (G. soja) y el tipo Elite
mostraron la maxima y la minima concentracion de proteina en harina, con 55,1 y 44,1%,

respectivamente.

Ademas de evaluar la concentracion de proteinas como componente principal de los
granos, fue interesante caracterizar la composicién de las proteinas. Las diferencias en las
proporciones de Bc y Gli en las harinas proteicas generalmente se consideran responsables de
los cambios en las propiedades funcionales. Una mayor proporcion de Gli respecto a Bc tiene
un efecto positivo general sobre la calidad nutricional de las proteinas debido a que la Gli
contiene mas metionina y cisteina por unidad que la Bc (Kitamura et al., 1995). El indice de
actividad emulsionante (Pesic et al., 2005), la proteina de la leche de soja y los productos a
base de proteina de soja (Tezuka et al., 2000) se correlacionaron con la relacién Gli / Bc. La
manipulacion de la relacion Gli / Bc puede mejorar la funcionalidad y el valor nutricional de las

proteinas de la soja en numerosos productos alimentarios.

Los resultados mostraron diferencias significativas entre los genotipos evaluados con
respecto a las concentraciones de estas proteinas de almacenamiento y sus subunidades, de
acuerdo con trabajos previos (Riblett et al., 2001; Khatib et al., 2002; Zili¢ et al., 2011). Se
demostré que los efectos asociados al genotipo dentro de cada tipo representaron el ~50% de
la variacion hallada en la relacién Gli / Bc. Sin embargo, mas del 30% de la variacién se
relaciond con la interaccion genotipo x ambiente. Por lo tanto, el uso de genotipos de soja con

proporciones contrastantes de Gli y Bc podria ser una estrategia eficaz para el desarrollo de

107



componentes proteicos con una funcionalidad especifica. Se identificaron combinaciones de
genotipo x ambiente con proporciones de Gli / Bc entre 1,1 y 3,4. Los valores mas extremos
correspondieron a genotipos ancestrales, mientras que los genotipos Elite modernos variaron
entre 1,4 y 2,0. Por lo tanto, la introduccién de germoplasma ancestral en los programas de
mejoramiento podria ser una herramienta valida para modificar esta proporcion. Estudios
previos mostraron resultados variables sobre este rasgo, variando de 1,64 a 2,51 (Cai et al.,
1999), Pesic et al., (2005) reportaron valores de 1,54 a 2,08 y Murphy y Resurreccion (1984)

mostraron valores de 2,1 a 3,4 para 12 genotipos de soja.

La solubilidad de las proteinas es una propiedad funcional critica de la harina de soja
como componente y como materia prima para la produccion de alimentos o productos
industriales. Si bien esta fuertemente asociada a condiciones de procesamiento, factores
intrinsecos (composicion y caracteristicas de las proteinas) también tienen impacto (Kinsella et
al., 1979). De acuerdo con otros autores, se encontré que la solubilidad proteica minima se da a
pH 4, la region isoeléctrica. A valores de pH superiores e inferiores del punto isoeléctrico la
solubilidad aumentd, con valores maximos a pH 10 (Wolf, 1970; Fernandez - Quintela et al.,
1997). Los efectos tipo y genotipo dentro de tipo surgieron como los factores significativos que
impactan en el perfil de solubilidad, y juntos, representan la mayor parte de la variacion
observada. El tipo Elite tuvo los valores de solubilidad mas bajos alrededor de la region
isoeléctrica y, junto con las variedades locales asiaticas, tuvo los valores mas altos en
condiciones alcalinas. Heywood et al. (2002) evaluaron seis variedades de soja con atributos
mejorados (alto contenido de sacarosa, alto contenido de cisteina, bajo contenido de acido
linolénico, bajo contenido de Aacidos grasos saturados, alto contenido de acido oleico y
lipoxigenasa nula) y dos variedades comerciales en un rango de pH de 2 a 8. Encontraron
diferencias de solubilidad entre las variedades evaluadas, y una relacion entre solubilidad e
indice de dispersién de proteinas. Mc Watters y Holmes (1979) estudiaron los perfiles de
solubilidad de nitrégeno de la harina dispersa en agua, soluciones de NaCl 0,1 My 1,0 M. El
rango de pH evaluado fue de 2 a 10. La solubilidad del nitrégeno respondié a los niveles
cambiantes de pH en el agua. Entre pH 4 y 5, los niveles de pH que comprenden la region
isoeléctrica, la solubilidad del nitrdgeno fue significativamente baja (11,4%). A medida que el pH
fue mayor o menor a 4,0, la solubilidad del nitrégeno aumenté significativamente. A pH 10,
mostraron 99,9% de nitr6geno soluble en suspensiones preparadas con agua. En el presente

estudio, los mayores valores de solubilidad se observaron en las variedades locales asiaticas y
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en los genotipos Elite actuales, especialmente en el rango de pH neutro-alcalino (7-10), tipico
de las condiciones de extraccion durante el procesamiento de aislados proteicos (Deak et al.,
2008). Esta informacion seria de importancia a los mejoradores de variedades orientadas a la
produccion de este ingrediente.

El mejoramiento y la ingenieria genética tradicional prometen mejorar la calidad de las
proteinas de los granos de soja. Sin embargo, los programas de mejoramiento comerciales
carecen de la diversidad genética necesaria para influir en la composicion de las proteinas
como factor de calidad (Tanksley and McCouch et al., 1997; de Felipe et al., 2016). Bucear en
germoplasma silvestre y ancestral ofrece un vasto recurso que puede ampliar la base genética
de la soja. Este estudio ha demostrado una importante diversidad genética en la concentracion
y composicion de proteinas entre los genotipos de soja. Estas diferencias y tendencias
relacionadas podrian estar determinadas por genes que se han perdido durante la
domesticacion de G. max (Tanksley and McCouch et al., 1997; Hyten et al., 2006). El
complemento genético de G. max para desarrollar variedades ricas en proteinas y de alta
calidad para la produccidon comercial puede ser una opcidén relevante para aumentar la
eficiencia de los procesos industriales (Kwanyuen et al.,, 1997). La explotaciobn de esta
diversidad ayudaria a retrasar la erosion de la base genética y facilitaria la obtencién de

genotipos agrondémicamente viables de acuerdo con la demanda de la industria.
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4.5. CONCLUSIONES

Se demostré6 que el germoplasma ancestral es un reservorio de rasgos Utiles para
mejorar la calidad de la soja. Los ancestros silvestres (G. soja) y Elite presentaron las
concentraciones maximas y minimas de proteina de grano, respectivamente. Lo valores medios
de proteina en harina para los tipos, fueron 55,1, 47,7, 48,4 y 44,1% para los ancestros
silvestres (G.soja), las variedades locales asidticas, los Ancestros NAm vy Elite,

respectivamente.

La Bc total mostré un efecto significativo del genotipo dentro del tipo. Este factor también
explico la mayor parte de la variacion total encontrada para Bc, y sus subunidades 3, ay a’. Las
diferencias en las proporciones de Gli total y todos sus componentes fueron evidentes para el
efecto genotipo dentro del tipo y ambas interacciones, el genotipo dentro del tipo representé la
mayor parte de la variacion del modelo (>35%SC). Para la relaciéon Gli / Bc, el genotipo dentro
del tipo represento la mayor parte de la variacion del modelo (47%SC), pero las interacciones
significativas sugieren que el ambiente también juega un papel importante en la determinacion
de esta relaciobn. En general, los valores extremos para todos los componentes de las
fracciones de proteinas se observaron dentro de los tipos mas antiguos (ancestros silvestres,

variedades locales asiaticas y Ancestros NAm).

Respecto a la solubilidad, las variedades locales asiaticas tuvieron una mayor solubilidad
en comparacion con los demas tipos evaluados. Esta tendencia continué aumentando los
valores de pH hasta 8, cuando el tipo Elite alcanz6 valores similares a las variedades
autoctonas asiaticas. En cada pH, el tipo Elite solubiliz6 menos proteina por gramo de harina
gue uno o0 mas de los tipos mas antiguos como resultado de una concentracién de proteina en

grano mas baja que los tipos antiguos vy, por lo tanto, también en la harina derivada.
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5. DISCUSION GENERAL Y CONSIDERACIONES FINALES
5.1. INTEGRACION DE RESULTADOS

El objetivo principal de la presente tesis fue describir la variabilidad y calidad de la
proteina en soja. Asi como también identificar variables ambientales y de manejo agronémico
que permitan maximizar la concentracion de proteina en grano, con la consecuente mejora de la
calidad de las harinas proteicas resultantes. La probleméatica mundial asociada a la calidad de
los granos de soja demanda una solucion a largo plazo que pueda detener o al menos
desacelerar la continua disminucién del tenor proteico del producto cosechado y, por ende, de
sus subproductos derivados. En el marco de un modelo productivo que campafia tras campafa
tiene como objetivo maximizar los rendimientos, las decisiones de manejo a escala de
productor, asi como el mejoramiento de variedades comerciales, no se han focalizado en la
concentracion proteica de los granos, llevando a nuestros sistemas sojeros a valores criticos en

lo que respecta a este componente.

Este contexto impacta directamente a escala industrial, situacién que se torna aln mas
drastica dado el liderazgo mundial de Argentina como exportador de harina de soja, principal
subproducto del complejo sojero. Para alcanzar los estandares mundiales de comercializacion,
la industria argentina debe incurrir en costos adicionales dado el bajo tenor proteico de los
granos de soja para procesamiento. Este hecho repercute negativamente sobre la
competitividad del complejo agroindustrial nacional, poniendo en riesgo la participacion y
penetracion de la harina de soja argentina en los mercados mundiales en un futuro inmediato.
Consecuentemente, para mantener los niveles de exportacion de las harinas de soja, generar
informacion referida a los factores ambientales y de manejo que maximicen el tenor proteico de
los granos se vuelve critico, dado que los mercados cada vez demandan mas y mejores
productos industriales.

La informacion generada a partir de la tesis se dividié en tres capitulos de resultados. El
capitulo Il tuvo como objetivo caracterizar espacialmente las principales zonas productoras
mediante la construccion de un mapa de concentracion de proteina a escala regional,
identificando areas que expresen consistentemente alta concentracion de proteina. La variacion
espacial en la concentracion de proteina en grano ha sido documentada a escala de lote de
produccion (Kravchenko y Bullock, 2002) y a escala regional (Rotundo et al., 2016), sin

embargo, la region central de Argentina no contaba con una caracterizacion especifica para sus
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condiciones agroecoldgicas de produccion de soja. En base a esto, cabe preguntarse ¢existe
una asociacion espacial para la concentracion de proteina en soja, que permita identificar
regiones con concentraciones diferenciales para dichas condiciones? Los resultados
presentados en el capitulo Il permitieron caracterizar los sistemas de produccion de soja de la
region central Argentina de acuerdo con la concentracion de proteina en grano, permitiendo a
su vez, explorar su distribucion geografica. Se mostr6 que la concentracién de proteina esta
correlacionada espacialmente para soja de primera, no asi para soja de segunda. Por lo tanto,
se identificaron areas consistentes en el tiempo que producen granos con concentracion de
proteina diferencial. Esta zonificacibn de la concentracion de proteina sirve como una
herramienta de produccion y de logistica para la cadena de la soja. Para los productores esta
informacién es de utilidad ya que brinda informacién sobre el rango de valores que podria
obtener en cuanto a proteina en su zona de produccién. Y para el sector industrial permite
clasificar granos con calidad diferencial en funciéon de su procedencia geogréafica, permitiendo

optimizar el proceso de molienda.

A su vez, el capitulo Il permiti6 explorar como los factores de manejo y ambiente
controlan la variacion de la proteina regional. En este sentido, la seleccion de genotipos surgiod
como la opcién de manejo mas importante para alcanzar valores contrastantes de proteina. Se
identificaron genotipos comerciales con una mayor concentracion de proteina en grano,
informacién sumamente relevante para los productores a la hora de tomar decisiones en cada
uno de sus lotes en produccién. Por su parte, dentro de las variables ambientales, las
precipitaciones y la temperatura fueron factores relevantes para discriminar lotes con alta y baja
concentracion de proteina. A su vez, se observaron correlaciones negativas consistentes entre
el rendimiento y la proteina, pero no entre los sitios, indicando que se pueden explorar
situaciones productivas sin una marcada correlaciéon negativa entre ambos, es decir, con alto
rendimiento y alta concentracion de proteina. Otro hallazgo relevante en dicho capitulo fue que
para aumentar simultdneamente la concentracién de proteina en grano y el rendimiento, la
captura total de N debe aumentar, por lo cual, explorar practicas de manejo que lo permitan se

vuelve relevante.

En este sentido, el aumento de la captura total de N puede obtenerse mediante practicas
agronomicas como la fertilizacion con N. Sin embargo, su efectividad puede ser variable dado
su efecto sobre la FBN. ¢Aumentar la disponibilidad de N en estadios tardios del cultivo

afectara significativamente la concentracién proteica de los granos?, ¢ Contribuira al aumento de
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la captura de N?, ;Como impactara sobre la FBN? fueron las tres preguntas directrices del
capitulo Il de la presente tesis. En el mismo, se evaluaron opciones de manejo de N en
ensayos manipulativos en microparcelas, en dos genotipos de alto rendimiento, pero con
tenores contrastantes de proteina. Se demostr6 que la respuesta de la concentracion de
proteina a la fertilizacibn con N depende de otras préacticas agronémicas como la fecha de
siembra, pero es independiente de la eleccién del genotipo, y la fuente/método de aplicacion. La
respuesta en proteina a la fertilizacion con N solamente fue detectable en siembras tardias para
todas las fuentes y genotipos evaluados. A su vez, la fertilizacion tardia con N no tuvo impacto
sobre la captura total de N, pero si sobre FBN dado que fue menor en todos los tratamientos de
fertilizacién con N en comparacién con el control. Los resultados del capitulo Il sugieren que
una reduccion en la FBN por grano durante el periodo de llenado de granos puede ser

superada por aplicaciones de N en estadios tardios del cultivo.

Dada la factibilidad de control por parte de los productores agropecuarios, los objetivos
dos, tres y cuatro se basaron en identificar tecnologias de manejo agronémico que permitan
maximizar la concentracion de la proteina de soja, los cuales estuvieron abordados
parcialmente en los capitulos Il y I, y su efecto sobre procesos fisiol6gicos vinculados, como la
FBN y la captura total de N. Y para profundizar el analisis, el objetivo nimero cinco se basé en
caracterizar e identificar cultivares comerciales y ancestrales con alta concentracion de proteina
en grano y calidad diferencial respecto a la composicion de la fraccidn proteica. A través de esta
caracterizacién, se evaluaron rasgos diferenciales respecto a las propiedades funcionales de las
harinas proteicas. Comenzando desde un enfoque observacional, seguido de una evaluacion
experimental de practicas de manejo y finalizando en una caracterizaciobn minuciosa de
laboratorio, la presente tesis permitié obtener resultados que enriquecen la bibliografia existente
para los distintos eslabones de la cadena de la soja.

Considerando los resultados de los capitulos Il y Ill, y demostrada la importancia de la
correcta eleccién del genotipo sobre la concentracion de proteina en grano, surgieron nuevos
cuestionamientos ¢ Existe variacion genotipica entre cultivares ancestrales y actuales respecto a
concentracion y composicion de la proteina? ¢Cémo influyen estas diferencias en las
propiedades funcionales de las harinas? Estos interrogantes fueron respondidos en el capitulo
IV donde se evaluaron genotipos de distintas etapas evolutivas del cultivo de soja. Se realiz6
una caracterizacion de la fraccion proteica de los granos, como asi también la evaluacion de

una de las propiedades funcionales mas relevantes de las harinas de soja, la solubilidad de las
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proteinas. Se encontraron diferencias entre los tipos evaluados encontrando una amplia
variacion genotipica respecto a los atributos de interés. Los ancestros silvestres (G. soja) y el
tipo Elite tuvieron las concentraciones méaximas y minimas de proteina en grano,
respectivamente. De acuerdo a estudio previos, donde se encontraron diferencias entre
cultivares (Riblett et al., 2001; Khatib et al., 2002; Zili¢ et al., 2011), en el presente capitulo se
demostré que el genotipo surge nuevamente como la variable de manejo que mas influye sobre
la concentracion de proteina total, asi como también sobre las concentraciones de las
subunidades que la componen.

Ademdas de su valor nutricional, la proteina de soja proporciona propiedades funcionales
muy importantes para usos industriales. La solubilidad de las proteinas se considera un
marcador de su funcionalidad (Kinsella et al., 1979). Las tecnologias de procesamiento de la
harina de soja se han desarrollado ampliamente para producir subproductos proteicos
altamente solubles como los aislados. La producciéon de aislados proteicos se basa en la
solubilidad diferencial de las proteinas de soja en condiciones de pH contrastantes. La
informacién generada sobre la calidad y la funcionalidad de las proteinas es relevante para
aumentar la eficiencia de los procesos industriales en la cadena de valor de la soja. En el
capitulo IV se evaluaron distintos genotipos y los resultados mostraron que las variedades
locales asiaticas tuvieron una mayor solubilidad en comparacién con el resto de tipos
evaluados. En cada pH, el tipo Elite solubilizé menos proteina por gramo de harina que uno o
mas de los tipos mas antiguos. Esto puede deberse a una concentracién de proteina mas baja
en grano y, por lo tanto, también en la harina resultante. Es por esto y frente a una industria que
valoriza cada vez mas el componente proteico, que una pregunta relevante para la cadena de la
soja es, ¢Existe la posibilidad de incorporar a los programas de mejoramiento genotipos

ancestrales para ampliar la base genética utilizada?

El presente proyecto de investigacion condensado en esta tesis aporta nuevos
conocimientos respecto a factores ambientales y de manejo que influyen en la concentracion de
proteina en grano. Es imprescindible, ademés, la evaluacion continua de los materiales
genéticos utilizados en el mejoramiento y los objetivos que persigue este proceso. Esta
informacion resulta de gran valor identificando caracteres de interés potencialmente disponibles

en programas de mejora y estrategias de manejo agronémico.
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5.2. CONTRASTE DE HIPOTESIS ASOCIADAS A LOS OBJETIVOS ESPECIFICOS

Durante el desarrollo de esta tesis se han presentado y analizado evidencias segun los
objetivos planteados, permitiendo responder a las hipotesis originales. A continuacién, se

resaltan los resultados de la contrastacion de cada hipotesis con su respectivo objetivo.

El objetivo especifico 1 fue describir los niveles de proteina en grano en los sistemas de
produccién templados de la regidén central de Argentina y explorar patrones espaciales de
variacién de proteina en toda la regién. La hipétesis 1, asociada a dicho objetivo fue que “la
interaccion clima, genotipo y manejo determina la existencia de regiones productivas que

consistentemente expresan un mayor porcentaje de proteina comparada con otras regiones”.

Los resultados presentados en el capitulo || demostraron que es posible realizar una
caracterizacién espacial de las principales regiones productivas mediante un mapa de
concentracion de proteina en granos. Se identificaron zonas con altos valores de proteina
influenciadas por la interaccion del ambiente y el manejo realizado. La caracterizacién regional
solo pudo realizarse para soja de primera, ho encontrando una asociacién espacial para soja de
segunda. Los resultados del Capitulo Il no aportaron evidencia para rechazar la Hipotesis 1

debido al cumplimiento de su prediccion.

El objetivo especifico 2 fue identificar la importancia relativa del manejo y los efectos
ambientales sobre la concentracion de proteina en grano complementando un enfoque
observacional y experimental. La hipétesis asociada a dicho objetivo fue que “a pesar de existir
una determinante regional, existen opciones de manejo que posibilitan maximizar la
concentracion de proteina en grano”. Los resultados del Capitulo Il no aportaron evidencia para

rechazar la Hip6tesis 2 debido al cumplimiento de su prediccidn.

Se demostré que a nivel de lote de produccién existen opciones de manejo como la
eleccién del genotipo que permite maximizar la concentracién de proteina en grano a pesar de
presentar una determinante regional. La correcta eleccién de genotipo ocupa el primer lugar en
el ranking de las variables de manejo evaluadas, como, por ejemplo, fecha de siembra, grupo

de madurez y fertilizaciones fosforadas.

El objetivo especifico 3 fue explorar las correlaciones entre la concentracion de proteina,

el rendimiento y la captura total de N mediante el andlisis de ensayos multiambientales en la
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region bajo estudio. La hipotesis asociada a este objetivo fue que “existe una correlacion
negativa entre rendimiento y proteina. A mayor captura total de N mayor es la concentracion de
proteina en grano.” Los resultados del Capitulo Il no aportaron evidencia para rechazar la
Hipétesis 3 debido al cumplimiento de su prediccion.

Se observé una correlacién negativa entre rendimiento y proteina para los genotipos
evaluados, pero no asi para los sitios de produccion, pudiendo concluir que es posible encontrar
sitios con altos rendimientos y alta concentracion de proteina en grano. Se identific6 un valor
maximo de captura de N que imposibilitaria la obtencion de mayores rindes juntos a altos

valores de proteina.

El objetivo 4 fue evaluar el efecto de tratamientos de fertilizacion nitrogenada en
estadios tardios del cultivo sobre la concentracion de proteina en grano, la FBN y la absorcion
de nitrdgeno mineral, y si la cantidad de N proveniente de la absorcion mineral o la FBN modula
la respuesta de la proteina a la fertilizacion. La hipétesis asociada a dicho objetivo fue que “los
genotipos de alta concentracion de proteina y siembras tardias mostrardn menores aumentos
de dicha concentracion después de las fertilizaciones nitrogenadas porque cominmente
muestran una mayor disponibilidad de N por grano en crecimiento”. Los resultados del capitulo

[l permitieron rechazar la presente hipétesis.

Se demostro que la fertilizacion con N aumenté la concentracion de proteina solo en la
fecha de siembra tardia para los dos genotipos evaluados. Bajo estas condiciones, ambos
tratamientos (foliar y del suelo) tuvieron ganancias similares. Ademas, se evidencié una
disminucién de la FBN cuando aumenté la disponibilidad de N en el suelo y en las aplicaciones
foliares. Cuando el N se aplicé en el suelo, la FBN fue la mas afectada, en todos los genotipos

probados y las fechas de siembra.

El objetivo especifico 5 fue identificar genotipos de diferentes etapas evolutivas del
cultivo (cultivares ancestrales y comerciales actuales) con alta concentraciébn de proteina en
grano y calidad diferenciada en la composicion de la fraccién proteica y como esto influye en la
solubilidad de las proteinas de las harinas de soja. La hipétesis asociada a este objetivo fue que
en estadios evolutivos mas tempranos se encontrard mayor concentracion de proteina que en
los actuales por no haber estado sujeto a seleccidn por rinde. Esto ademas impactara sobre la

composicion y la solubilidad de las proteinas de las harinas derivadas”.
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Se comprobd en el capitulo IV que existe una amplia variacion genética entre genotipos
de las distintas etapas evolutivas estudiadas y que los genotipos mas antiguos presentan los
valores méaximos de concentracion proteica. Se encontraron diferencias respecto a la
concentracion de proteina en grano, como asi también en la composicion de la misma. También
se evalud como estas diferencias afectan la solubilidad de la proteina de las harinas derivadas.
Los resultados del Capitulo IV no aportaron evidencia para rechazar la Hipo6tesis 5 debido al

cumplimiento de su prediccion.

5.3. IMPLICANCIAS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES

No obstante, los avances logrados en el entendimiento de la calidad del cultivo de soja,
numerosos aspectos de interés no han sido totalmente dilucidados y/o al mismo tiempo surgen
nuevos interrogantes, aproximaciones o temas a resolver en investigaciones futuras. Algunos

de estos temas se plantean a continuacion.

5.3.1. Efectos de la mejora de los sitios de produccion sobre la concentracion de proteina en

grano

Los resultados presentados en el Capitulo Il no evidenciaron una correlacion significativa
entre la concentracion de proteina en grano y rendimiento para los sitios de produccion
evaluados. Es decir que es posible obtener altos rendimientos acompafiados de alta
concentracion de proteina en determinados ambientes productivos. De esta manera podria
evaluarse el aporte que haria tanto al rendimiento como a la proteina un esquema de rotaciones
a largo plazo para encontrar una asociacion entre alto indice ambiental y alta proteina. Son
escasos los estudios que han evaluado el efecto de las rotaciones sobre la calidad de grano.
Abordar este tema podria ser complementario al enfoque observacional referido a lotes de
produccion presentados en la tesis. En la bibliografia existente, fundamentalmente se estudio el
efecto de las rotaciones sobre el rendimiento (Andrade et al.,, 2016) y la biota del suelo
(D’Acunto et al., 2018) por lo que es relevante ampliar la informacion disponible referida al
efecto de dicha herramienta de manejo sobre la concentracion proteica. Temperly y Borges
(2006) evaluaron el efecto de las rotaciones maiz-soja sobre rendimiento y proteina en

Wisconsin bajo dos sistemas de labranza (convencional y siembra directa), solo encontraron
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resultados en los ambientes donde se realiz6 labranza convencional. Bellaloui et al. (2010)
evaluaron efectos de un esquema de rotaciones de tres afios con maiz y encontraron efectos
significativos sobre la concentracion de proteina en grano. Trabajos recientes evaluaron el
contenido de proteina en respuesta a la interaccidbn de hongos micorrizicos y poblaciones
microbianas nativas de suelos con monocultivo y con rotaciones (Marro et al., 2020). Los
autores encontraron diferencias significativas respecto proteina. Por estos motivos investigar
sobre este tema seria de utilidad y serviria para ampliar y dilucidar efectos de la mejora del sitio

de produccion a través de rotaciones de largo plazo sobre la calidad de los granos en soja.

5.3.2. Efectos del mejoramiento genético sobre la fijacidon bioldgica de nitrégeno. Variacién

genética entre cultivares ancestrales y actuales

En el capitulo IV esta tesis se mostré que existe variacion genética respecto a la
concentracion y composicion proteica de genotipos de soja derivados de diferentes etapas
evolutivas. No se conocen datos concretos acerca de si existe una variacion en el porcentaje
de FBN expresado por los cultivares comerciales actuales. Diversos estudios describen
diferencias significativas en los atributos relacionados con rendimiento, eficiencia de uso del N
y calidad industrial en genotipos actuales y ancestrales (Thompson y Nelson, 1998; Rotundo y
Borras, 2016, CAPITULO V), sin embargo, poco se conoce respecto de la FBN. Conocer el
porcentaje de N proveniente de la FBN y del suelo, y su relaciéon con la concentracion de
proteina en grano seria util para el mejoramiento y ampliaria la bibliografia disponible
relacionada a la evolucién de los cultivares de soja. Esta informacién permitiria seleccionar
genotipos especificos para optimizar procesos fisioldgicos relevantes para obtener altos

rendimientos y alta concentracién de proteina en grano como lo es la FBN.

5.3.3. Evaluacion de genotipos no GMO de alta proteina

La proteina de soja es una fuente de proteina valiosa e importante en la dieta humana y
animal. Mas del 90% de los genotipos utilizados en Argentina actualmente son genéticamente
modificados buscando la mejora de la calidad y la productividad del cultivo. Trabajos previos
evaluaron y compararon la fraccion proteica de cultivares transgénicos y no genéticamente
modificados (Carrera et al., 2011, 2014; Natarajan et al., 2010 y 2014). Dado que los rasgos de
valor agregado se estan desarrollando continuamente mediante modificaciones genéticas, es

importante realizar una caracterizacion de cultivares actuales no genéticamente modificados
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para evaluarlos respecto a la concentracién de proteina en grano y en harina y asi poder
ampliar la variacion de usos y consumidores posibles. Para garantizar la seguridad del cultivo,
es importante determinar la variacion natural en los componentes de la proteina en grano, asi
como cualquier cambio no intencionado que pueda ocurrir en los organismos genéticamente
modificados como resultado de la transgénesis. Identificar aquellos cultivares que puedan ser
una fuente rica en proteina es clave para la sustentabilidad del cultivo de soja. Ademas, esta
informacion podria ser de utilidad para abordar nuevos mercados y comercializar granos y /o
harinas como una especialidad de alto valor. Esta informacion seria relevante para los
procesadores y exportadores, que podrian utilizarlos directamente como materia prima para el

procesamiento de harina de soja y sus derivados de alta concentracion proteica.
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Tabla Suplementaria 2.1. Descripcion de los 52

multiambientales para soja de primera y de segunda.

sitios donde se realizaron ensayos

Soja de primera / Sitio Coordenadas geogréficas Cantidad de
segunda genotipos
Latitud Longitud

Soja de primera AL 14/15 -33,5147 -62,6411 14
CP 14/15 -32,0373 -61,8155 17
CL 14/15 -31,3628 -61,7094 17
GA 14/15 -34,1788 -61,2370 17
IN 14/15 -32,9693 -62,1600 12
IV 14/15 -33,1522 -62,4135 13
LR 14/15 -32,4515 -61,5710 20
LC 14/15 -32,3567 -61,5796 12
MT 14/15 -33,9970 -61,9917 12
MG 14/15 -33,7374 -63,9486 17
OLI 14/15 -32,5325 -60,9130 12
PU 14/15 -32,9970 -60,9917 17
AM 15/16 -33,8727 -63,9250 13
ALB 15/16 -34,4910 -61,7483 8
ALR 15/16 -33,3500 -63,7167 13
BY 15/16 -30,8394 -64,1483 17
BE 15/16 -34,7500 -65,2500 14
CS 15/16 -34,4333 -62,9500 10
CO 15/16 -34,0638 -61,2042 8
DLS 15/16 -34,3861 -64,7058 13
GP 15/16 -31,1790 -64,1616 16
GL 15/16 -34,0167 -63,9167 14
GLN 15/16  -33,6358 -64,0158 13
HER 15/16 -32,4167 -63,7333 13
IN 15/16 -32,9714 -62,1595 14
JM 15/16 -30,9686 -63,9739 16
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Soja de segunda

JU 15/16
LT 15/16
LL 15/16
LB 15/16
LE 15/16
LM 15/16
MA 15/16
MT 15/16
MO 15/16
Pl 15/16
SAA 15/16
SAC 15/16
SA 15/16
SJD 15/16
SP 15/16
SF 15/16
TI 15/16
AR 14/15
CE 14/15
PU 14/15
SE 14/15
SI 14/15
VI 14/15
AR 15/16
MO 15/16
NOE 15/16

-34,5795
-31,2359
-31,7887
-30,8119
-33,4907
-32,4460
-37,0618
-33,9972
-32,6092
-31,2452
-34,3000
-31,5585
-34,3988
-30,4219
-33,9918
-33,2783
-32,7333
-33,6835
-32,4539
-32,9970
-33,8273
-33,8815
-33,6430
-33,6835
-32,6092
-32,3567

-60,7799
-63,0917
-63,8103
-63,6656
-64,4311
-65,0276
-57,2185
-62,0440
-59,8817
-63,6838
-59,5312
-63,0010
-60,3596
-63,8697
-59,7601
-64,3497
-65,3000
-62,3546
-61,4574
-60,9917
-61,5049
-61,7810
-63,0726
-62,3546
-59,8817
-62,3868

17
17
17
14
15
13
14
19
17

17

17

13

12
10

10

13
19
13
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Tabla Suplementaria 2.2. Mejor predictor lineal insesgado (BLUP) para concentracion de proteina en grano, rendimiento y N

en granos para los genotipos evaluados en ensayos multiambientales en las campafas 2014/2015 y 2015/2016.

Soja de primera

Soja de segunda

Genotipo Proteina Rendimiento N en grano Genotipo Proteina Rendimiento N en grano
(%) (kg ha™) (kg N ha) (%) (kg ha™) (kg N ha)

A 5009 37,6 3.878 232 AW 5714 37,3 4.005 240

AW 5714 37,2 4.069 241 AW 6211 37,6 3.821 231

AW 5815 37,2 4.038 239 CZ 4.97 37,3 3.943 236

AW 6211 37,0 4.124 243 CZ 4306 37,8 3.953 240

CZ 3906 37,2 3.977 236 CZ 4505 37,8 3.874 235

CzZ 4.97 36,0 4.129 238 DM 3815 37,5 3.914 235

CZ 4306 37,4 4.090 243 DM 4014 36,7 4.027 236

CZ 4505 37,4 3.976 237 DM 4612 36,6 3.911 229

CZ 5905 37,5 3.920 234 DM 4614 37,9 3.943 240

CZ 6205 36,9 3.946 233 DM 4615 37,7 3.894 235

DM 3312 35,9 4.018 236 DM 53i53 37,0 4.003 238

DM 3810 36,7 3.925 231 DM 5958 37,8 3.831 232

DM 3815 36,7 4.021 236 DM 61i61 37,5 3.965 238

DM 4014 36,4 4.101 239 DM 6263 37,9 4.046 244

DM 4016 36,8 4.022 237 DS 1470 37,7 3.952 239

DM 4214 37,4 4.014 238 LDC 3.8 36,9 3.692 218
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DM 4612
DM 4614
DM 4615
DM 4913
DM 4915
DM 5351
DM 53i53
DM 5958
DM 61i61
DM 6263
DS 1470
FN 3.85
FN 4.35
FN 5.55
HO 4919
HO 5010
LDC 3.7
LDC 4.7
LDC 5.3
LDC 5909
M 5410
MS 4.0
MS 4.4
MS 4.9

36,2
37,1
36,4
36,9
36,3
36,6
36,5
37,3
37,1
37,0
37,6
36,7
37,6
37,2
36,5
36,9
36,4
36,4
36,6
37,2
36,8
36,9
37,2
36,3

4.150
4.030
4.110
4.126
4.148
3.996
4.188
4.024
4.125
3.990
4.060
3.957
3.904
3.767
4.195
4.023
4.027
3.985
4.039
4.056
4.012
4.192
4.075
3.984

240
239
239
242
241
235
244
239
242
236
244
233
234
225
245
237
235
232
237
239
237
246
241
232

LDC 4.7
LDC 4.9
LDC 5.3
LDC 5909
M 5410
MS 4.4
MS 6.3
NS 4619
NS 4955
NS 5258
NS 5419
NS 6248
SPS 6x1
SRM 4222
SYN 4x3
SYN 5x1
SYN 5x2

37,9
37,7
37,1
37,9
38,0
37,7
38,0
39,0
38,3
37,3
37,4
38,3
37,6
38,0
37,9
37,5
38,0

3.802
4.006
3.604
3.787
3.869
3.761
3.751
3.967
3.842
3.788
3.915
3.997
3.782
3.905
3.925
3.760
3.874

230
242
218
230
235
227
228
248
236
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MS 6.3
MS 5901
NS 3809
NS 4309
NS 4619
NS 4955
NS 5258
NS 5419
NS 6909
SPS 3x7
SPS 4x4
SPS 6x1
SRM 4222
SRM 4602
SYN 4x1
SYN 4x3
SYN 5x1
SYN 5x2

36,9
37,6
36,5
37,4
38,2
37,5
37,1
37,0
37,2
36,1
36,8
37,4
36,8
36,7
36,6
37,1
37,2
37,1

3.991
3.901
4.052
4.040
4.004
4.058
4.010
3.991
3.975
3.963
3.984
4.012
3.946
3.992
3.947
3.880
4.079
3.815

236
233
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240
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243
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236
230
235
237
233
235
232
231
240
227
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Figura Suplementaria 2.1. Ubicacion de los sitios de los ensayos multiambientales en la region
central de Argentina durante las campafias 2014/15 y 2015/16 para soja de primera (43
experimentos) y de segunda (9 experimentos) Cada simbolo puede representar mas de una

prueba debido a la proximidad.
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Figura Suplementaria 2.2. Variogramas muestrales omnidireccionales de concentracién de

proteina en grano para soja de primera y de segunda. La linea continua representa el modelo

ajustado para soja de primera.
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Figura Suplementaria 2.3. Correlacién entre las precipitaciones totales (mm) y la longitud

geografica del ambiente de crecimiento.
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Figura Suplementaria 3.1. Radiacion solar media mensual y fotoperiodo diario (A) y
temperatura media mensual y precipitaciones acumuladas (B) para el periodo noviembre-abril
en las dos campafias evaluadas.
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Tabla Suplementaria 4.1. Efectos de genotipo, interaccién tipo x ambiente e interaccion genotipo dentro de tipo x ambiente

sobre proteina en grano, proteina de harina, aceite y proporcion de tegumento.

Ambiente Tipo Genotipo (Tipo) Proteina en Proteina Aceite Proporcion
grano en harina (%) de teg. (%)
(%) (%)
Ancestros silvestres (G. soja) PI1339871A 45,3 59,2 7,4 25,0
P1407027 44,6 57,8 53 26,1
P1468400A 41,3 53,8 7,3 32,6
P1483464A 42,7 56,1 53 28,1
P1549046 40,7 52,1 7,5 16,0
PI1597459D 45,7 57,3 7,0 23,0
P1597461A 39,0 51,5 11,2 28,2
Variedades locales asiaticas FC33243 37,0 43,8 15,8 8,5
PI1567298 37,0 43,6 19,0 10,2
PI567368 43,2 50,8 13,3 9,4
PI1594615 45,8 52,8 12,7 23,4
P1594777 42,7 47,7 13,3 9,5
Ancestrales NAm PI1548362 39,2 47,0 18,2 8,8
P1548456 39,1 45,2 20,0 25,8
P1548485 41,8 52,4 14,2 20,2
P1548603 39,3 48,0 19,5 8,5
PI1548657 40,8 49,4 13,0 5,9
Elite A 5009 36,5 45,5 20,4 9,9
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Temprano

Ancestros silvestres (G. soja)

Variedades locales asiaticas

Ancestros NAm

Elite

DM 3810
DM 4612
NS 4619
SPS 4X4

PI339871A
P1407027

P1468400A
P1483464A
P1549046

P1597459D
P1597461A

FC33243
P1567298
P1567368
P1594615
P1594777

P1548362
P1548456
P1548485
P1548603
P1548657

A 5009

DM 3810
DM 4612
NS 4619
SPS 4X4

36,5
36,3
35,8
36,4

44,1
43,1
41,3
41,8
40,3
47,5
36,9

36,1
34,9
41,3
41,0
41,7

37,2
38,7
40,6
38,1
39,2

34,4
35,0
35,8
33,9
35,4

43,9
42,7
43,4
44,7

59,6
57,9
53,8
55,5
52,1
58,4
48,7

42,9
43,0
50,9
47,2
46,3

46,1
43,9
51,1
47,7
49,5

44,9
43,0
43,4
42,9
44,6

19,6
18,8
20,2
21,0

7,4
54
7,3
57
7,9
54
11,1

18,6
20,4
14,0
12,8
14,6

21,1
18,5
15,1
21,0
14,6

21,9
23,9
19,4
23,7
21,0

11,2
10,7
11,8
11,0

19,4
19,6
32,6
25,7
35,6
23,2
35,2

10,0
10,5
10,2
9,8
9,9

9,2
12,6
20,5

8,8

3,1

10,5
11,2
11,5
111
10,9
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Tardio

Ancestros silvestres (G. soja) PI339871A
P1407027
P1483464A
P1549046
PI1597459D
PI597461A

Variedades locales asiaticas FC33243
P1567298
P1567368
P1594615
P1594777

Ancestrales NAm P1548362
P1548456
P1548485
P1548603
P1548657

Elite A 5009
DM 3810
DM 4612
NS 4619
SPS 4X4

46,4
46,1
43,6
41,2
43,9
41,2

38,0
39,0
45,0
50,6
43,6

41,1
39,4
43,0
40,5
42,5

38,6
37,9
36,7
37,8
37,4

58,8
57,6
56,8
52,1
56,3
54,3

44,7
44,2
50,7
58,5
49,1

48,0
46,4
53,7
48,4
49,3

46,1
44,8
42,1
44,0
44,8

8,2
5,2
4,8
7,2
8,6
11,3

13,1
17,7
12,7
12,7
12,0

15,3
21,5
13,4
18,1
11,4

19,0
15,3
18,3
16,8
20,9

30,6
32,6
30,5
16,0
22,7
21,2

7,1
9,9
8,6
37,1
9,0

8,4
39,1
20,0

8,2

8,8

9,4
7,1
10,0
11,8
11,2
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