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RESUMEN

La soja [Glycine max (L.) Merr.], abastece mas del 59% de la demanda global de proteina (Pr) y
aceite (Ac) vegetal. El cultivo se realiza mayoritariamente bajo secano y suele atravesar eventos de
alta temperatura y/o déficit hidrico, impactando negativamente en el rendimiento y calidad del
grano. El objetivo general de esta tesis fue analizar el impacto de episodios de altas temperaturas y
estrés hidrico sobre la dindmica de acumulacion de los componentes industriales y la calidad final
del grano de soja, la biosintesis de tocoferoles, removilizacion aparente de reservas y el
funcionamiento de la fuente fotosintética. Se realizaron dos experimentos a campo con dos
genotipos de soja no transgénicos contrastantes en Pr en grano: Alim5.09 (42%) y Jocketta (37%).
Se utilizd un disefio experimental en parcelas sub-subdivididas con dos repeticiones, generando
cuatro tratamientos: control (riego bajo temperatura ambiente), estrés térmico (ET) (episodios con
temperaturas >32°C; 6h alrededor del mediodia, 15 dias desde el inicio del llenado de grano (LLG)),
estrés hidrico (EH) (contenido de agua Util en el suelo ~25% todo el LLG) y ETxXEH. Se condujo
un tercer experimento en invernadero utilizando Alim5.09 expuesto a los mencionados
tratamientos. Respecto al control, el ET individual no produjo modificaciones en el peso de grano
(PG) ni en la composicion quimica del mismo. Esta respuesta se relacioné con mecanismos que
permitieron mantener la fuente fotosintética y la produccion de asimilados luego de finalizado el
ET. El EH solo o combinado con ET redujo el PG en ambos genotipos (~18%) tanto a nivel de
planta como de estratos. Estas reducciones se relacionaron con la tasa de crecimiento del grano, y
no asi con la duracién del llenado de grano. EI EH y/o ETXEH redujeron el contenido (Cont) de Pr,
Ac y fraccidn residual (Res) debido a una menor tasa de acumulacion de estos compuestos, mas
que a una reduccion en la duracién de su acumulacion. La concentracion (Conc) de Pr y Res
disminuy6 (4% y 1%, respectivamente). Estas caidas se asociaron a una menor radiacion
fotosintéticamente activa interceptada y acumulada durante el LLG y a una menor relacién fuente
destino. Aungue la Conc Ac se mantuvo o incrementd levemente, su composicién cambid
significativamente, incrementandose el acido oleico (Ol) y disminuyendo los &cidos linoleico (Li)
y linolénico (Ln), aumentando la relacion Ol/Ln. También aumentd la concentracion de alfa
tocoferol (AT) y disminuyd delta tocoferol (DT), sin cambios en los tocoferoles totales. Los
aumentos en estas variables estuvieron asociados a incrementos de la temperatura del canopeo
(TC). A través de los tratamientos, los granos provenientes del estrato superior del canopeo
mostraron mayor PG, Conc Pr, menor Conc Res, Li y Ln en comparacién con los del estrato
inferior. Alim5.09, presenté mayor PG y por ende un mayor Cont Pr, Acy Res, asi como una mayor
Conc Pr, AT y beta tocoferol (BT) en comparacion con Jocketta, caracteristicas que, en general, se
mantuvieron a través de los experimentos y tratamientos. La biosintesis de tocoferoles presentd una
dindmica temporal a lo largo del LLG, con mayor acumulacion de DT entre R5.5 y R6, mientras
gue AT, BT y gamma tocoferol (GT) se acumularon mayormente entre R7 y R8. El aumento de AT
ante ET, EH y ETxEH se relacion6 con el aumento en los niveles de expresion de los genes TMT
que codifican para la enzima que interviene en la conversion de GT en AT. El aumento de AT se
relacioné con incremento de la TC asociado a reducciones del contenido relativo de agua de las
hojas y de la fotosintesis. Este trabajo proporciona informacion relevante y novedosa sobre el
impacto del ET, EH 'y ETxEH en la calidad final del grano de soja como asi también en la dindmica
de acumulacion de los distintos componentes que la determinan, aspecto escasamente explorado en
la bibliografia. A través de una aproximacion bioquimica-ecofisiolégica, se integran escalas de
estudio a nivel de érgano, planta y cultivo. Los resultados sobre tocoferoles, permitieron asociar
sus concentraciones con cambios en los niveles de expresion génica a lo largo del LLG. La
informacién obtenida puede ser potencialmente utilizada en mejoramiento genético, a fin de
seleccionar plantas cuyos granos presenten caracteristicas diferenciales de calidad quimica, como
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asi también para el desarrollo de estrategias de manejo ante condiciones de estrés abiético, lo cual
resulta clave para la agricultura y la industria de alimentos.



ABSTRACT

Soybean [Glycine max (L.) Merr.] supplies over 59% of the global demand for vegetable protein
(Pr) and oil. The crop is predominantly grown under rainfed conditions and often experiences
high-temperature and/or water deficit events, negatively impacting grain yield and quality. The
main objective of this thesis was to analyze the impact of high-temperature episodes and water
stress on the dynamics of industrial components accumulation and final soybean grain quality,
tocopherol biosynthesis, apparent reserve remobilization, and photosynthetic source performance.
Two field experiments were conducted using two non-genetically modified soybean genotypes
contrasting in grain Pr: Alim5.09 (42%) and Jocketta (37%). An experimental design involving
split-split plots with two replications was employed, generating four treatments: control
(irrigation under ambient temperature), heat stress (HS) (episodes with temperatures >32°C; 6h
around noon, 15 days from the beginning of grain filling (GF)), water stress (WS) (soil available
water content ~25% throughout GF), and HSxWS. A third greenhouse experiment was conducted
using Alim5.09 exposed to mentioned treatments. Individual HS produced no modifications in
grain weight (GW) or its chemical composition. This response was linked to mechanisms that
allowed the maintenance of photosynthetic source and assimilate production after HS
culmination. The WS alone or combined with HS, decreased GW on both genotypes (~18%) at
both plant and canopy levels. These reductions were associated with grain growth rate rather than
grain filling duration. The WS and/or HSXWS reduced protein, oil, and residual fraction (Res)
content due to a slower accumulation rate of these compounds rather than a reduction in their
accumulation duration. Protein and Res concentrations decreased (4% and 1%, respectively).
These declines were attributed to less intercepted and accumulated photosynthetically active
radiation during GF and a lower source-sink ratio. Although oil concentration remained stable or
slightly increased, its composition changed significantly, with an increase in oleic acid (Ol) and
a decrease in linoleic (Li) and linolenic (Ln) acids, resulting in an increased OI/Ln ratio. Alpha-
tocopherol (AT) concentration increased, while delta-tocopherol (DT) decreased, without
changes in total tocopherols. The increases in these variables were associated with canopy
temperature (CT) increments. Across treatments, grains from the upper canopy position exhibited
higher GW and Pr concentration, lower Res, Li, and Ln concentrations compared to those from
the lower canopy. Alim5.09 presented higher GW, and consequently higher Pr, Ac, and Res
contents, as well as higher Pr, AT, and beta-tocopherol (BT) concentrations compared to Jocketta,
characteristics that were maintained throughout the experiments. Tocopherol biosynthesis
exhibited temporal dynamics throughout GF, with greater DT accumulation between R5.5 and
R6, while AT, BT, and gamma-tocopherol (GT) accumulated mostly between R7 and R8. The
increase in AT under HS, WS, and HSXWS was associated to elevated expression levels of TMT
genes encoding the enzyme involved in GT to AT conversion. The increase in AT was
concomitant with CT elevation, linked to reductions in leaf relative water content and
photosynthesis. This work provides relevant and novel information regarding the impact of HS,
WS, and HSxWS on final soybean grain quality as well as the accumulation dynamics of several
determined components, an aspect scarcely explored in the literature. Through a biochemical-
ecophysiological approach, we integrated different scales of study at the organ, plant, and crop
levels. Tocopherol results allowed the association of their concentrations with changes in gene
expression levels throughout GF. The information generated could potentially be useful in genetic
improvement to select plants with different chemical quality traits in their grains, as well as for
the development of management strategies under abiotic stress conditions, which is crucial for
the agriculture and food industry.



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1. Perspectivas climaticas e implicancias en la produccion de soja

La soja [Glycine max (L.) Merr.] representa aproximadamente 35% de la produccion total de
granos y 42% de la superficie agricola sembrada en Argentina, convirtiéndose en el principal
cultivo a nivel nacional (MAGYP, 2023). Argentina contribuye con el 7% de la produccion
mundial de soja, siendo el tercer exportador mundial de granos y el principal de productos
derivados como harina y aceite (Ac) (USDA, 2023), resaltando la importancia de la calidad de
dicho grano para el pais. Sin embargo, una problematica actual de la industria argentina son los
altos costos del procesamiento de la harina debido a lo bajos valores de proteina (Pr) del grano
(Cuniberti et al., 2018). Dado que el 99% del area sembrada con soja en el pais es cultivada con
germoplasma transgénico y muestra escasa variacion entre los cultivares (Carrera et al., 2009),
desde el programa de mejoramiento de soja del INTA Marcos Juarez se ha desarrollado
germoplasma no transgénico mejorado para distintos atributos de calidad, entre ellos, alto tenor
proteico (Soldini, 2010). En este sentido, Carrera et al. (2014a y b) identificaron genotipos no
transgénicos que mantuvieron sus caracteristicas diferenciales de calidad relativamente estables
a través de un amplio rango de ambientes en Argentina. Asimismo, a partir de un informe del
INASE se desprende que las variedades de soja no transgénicas sembradas en Argentina
alcanzaron las 300000 hectareas aproximadamente durante la campafia 2020-21, con un
rendimiento de 40-45 qg/ha en la zona ndcleo de produccién del pais y presentaron un 15% mas
de proteina respecto a las variedades transgénicas (SISA, 2021). La implementacion de estos
cultivares en la produccion de soja plantea una oportunidad de agregado de valor en origen, acceso
a un nicho de mercado con produccidn diferenciada de calidad y, podrian constituir una alternativa

interesante para alcanzar los valores proteicos exigidos en el mercado internacional.

La soja es considerada una de las fuentes de proteina y aceite de mayor calidad de origen
vegetal. La proteina del grano de soja contiene todos los aminoacidos esenciales y por ello se han
utilizado en la industria alimenticia, tanto humana como animal (Singh et al., 2008; Thrane et al.,
2017). El aceite de soja contiene acidos grasos insaturados como el oleico (Ol), linoleico (Li) y
linolénico (Ln). De ellos tres, se destacan el linoleico y linolénico, por ser acidos grasos
poliinsaturados esenciales, es decir, que no pueden ser sintetizados de novo por humanos, y que
ademas, poseen efectos benéficos sobre la salud (Valenzuela et al., 1999). El aceite de soja
también es utilizado como materia prima para la produccion de biodiesel, donde la composicién
de acidos grasos puede afectar el comportamiento del aceite como parte de un biocombustible
(Graef et al., 2009). Otros compuestos presentes en el aceite en menor proporcion son los
tocoferoles, conocidos como vitamina E, los cuales poseen una fuerte actividad antioxidante

(Frankel, 1989; Fryer, 1992). Dichos componentes inhiben la oxidacién de lipidos removiendo
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los radicales libres en granos durante el almacenamiento y la germinacion (Carrera et al., 2014).
Los tocoferoles son considerados compuestos nutracéuticos, dado que ademas del valor
nutricional que le aportan al grano de soja, pueden brindar beneficios adicionales a la salud, entre
ellos mejorar el sistema inmunolégico y reducir el colesterol (Shintani y Della Pena, 1998;
Messina, 1999). Un tercer compuesto del grano de soja son los carbohidratos (fraccion residual
de aqui en adelante), de los cuales aproximadamente la mitad son estructurales y la otra mitad no
estructurales (Karr-Lilienthal et al., 2004). Estos ultimos adquieren relevancia dado que gran parte
de ellos se consideran factores antinutricionales, asociandose su consumo con problemas

digestivos en humanos y animales no rumiantes (Liener, 1994).

La region sojera argentina cubre una vasta area que se extiende desde la latitud 23° a la 39°
Sur, lo que representa un amplio rango ambiental. El cultivo se realiza mayoritariamente bajo
secano y crece con precipitaciones, radiacion solar y temperaturas contrastantes (Dardanelli et al.,
2006). La disponibilidad hidrica es el principal factor limitante para el rendimiento de los cultivos
(Boyer, 1982). Por otro lado, la temperatura es el factor ambiental mas importante que modula el
crecimiento y el desarrollo de las plantas (Thuzar et al., 2010) y puede modificar la calidad de
granos (Carrera et al., 2011; Rondanini et al., 2003). El panel intergubernamental sobre el cambio
climatico (IPCC, 2023) proyectdé un aumento de 1,5 y 2°C de la temperatura media (s6lo
alcanzando la emision cero) hacia el final de este siglo, a esto se le suma el actual aumento en la
frecuencia y severidad de olas de calor y déficit hidrico (Lobell et al., 2011; Pittock et al., 2003).
Estudios recientes que incluyen modelos de prediccion, indicaron que tanto en Estados Unidos
(ENi et al., 2022) como en Brasil y Argentina (Goulart et al., 2023) el aumento del riesgo de
pérdidas en el rendimiento de soja se debe principalmente a los efectos a largo plazo del cambio
climatico y aunque son esperables aumentos de eventos climaticos extremos en América, no
ocurririan de manera conjunta en los tres paises. Estas condiciones climaticas adversas pueden
comprometer la seguridad alimentaria mundial (Ainsworth y Ort, 2010). Nuestro pais también se
encuentra inmerso en este contexto de eventos climaticos extremos, particularmente durante los
afios denominados Nifa, en los que la disponibilidad de agua durante la primavera y comienzos
del verano es menor (Barros et al., 2015). En este sentido, modelos de simulacion de rendimiento
en escenarios climaticos futuros de la region del Chaco Argentina, indicaron que el estrés hidrico

continuard siendo la principal limitante para la productividad de soja (Casali et al., 2021)

2. Efecto de estreses abioticos sobre el peso y la calidad de grano
2.1 Efectos de estrés térmico por altas temperaturas
El estrés térmico (ET) por altas temperaturas se define como el aumento de la temperatura mas
alla de un umbral por un periodo de tiempo suficiente como para causar dafios irreversibles en el
crecimiento y desarrollo de plantas (Wahid et al., 2007). Las temperaturas altas (32-40 °C) que

inducen el estrés térmico afectan a los procesos reproductivos (Prasad et al., 2017), y cuando se
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producen durante todo el periodo del llenado, reducen el peso de grano principalmente debido a
los cambios en la duracion del llenado de grano (Egli y Wardlaw, 1980; Gibson y Mullen, 1996;
Thomas et al., 2010). En condiciones de campo, donde las temperaturas varian diurnamente, los
episodios de estrés térmico son mas probables que los regimenes de temperatura fijos que se
utilizan en las camaras de crecimiento y fitotrones, a menudo impuestos durante todo el periodo
llenado de grano (Egli et al., 2005). Las temperaturas altas tienen mayor impacto negativo sobre
la composicion quimica del grano durante el periodo de llenado, cuando se produce la
acumulacion de los distintos componentes (Wilson, 2004). El efecto de la temperatura durante el
llenado de grano sobre la concentraciones de proteina, aceite, &cidos grasos insaturados y
tocoferoles ha sido ampliamente documentado (Almonor et al., 1998; Britz y Kremer, 2002;
Carrera et al., 2011; Dornbos y Mullen, 1992; Gibson y Mullen, 1996). Mas aln, la temperatura
durante dicho periodo ha sido utilizada como predictora de la calidad quimica del grano en
numerosos estudios (Carrera et al., 2011; Piper y Boote, 1999; Thomas et al., 2003). Estos
estudios encontraron que la relacién entre la concentracion de aceite y temperatura era curvilinea
con tendencia cuadratica hasta los 25 °C (Carrera et al., 2009; Piper y Boote, 1999), 27 °C
(Thomas et al., 2003) y 29 °C (Dornbos y Mullen, 1992). También para la concentracion de
proteina se observd que la respuesta a la temperatura presentd una funcion cuadratica la cual
indic6 disminuciones del porcentaje de proteina ante incrementos de temperatura entre 14,1 °C y
19,3 °C; incrementandose con temperaturas superiores (Carrera et al., 2009; Piper y Boote, 1999).
Sin embargo, dentro un rango de temperatura similar otros estudios reportan un patrén de
respuesta diferente. Gibson y Mullen (1996) y Rotundo y Westgate (2009) encontraron que la
proteina se incrementaba con temperaturas superiores a 25 °C, Dornbos y Mullen (1992)
mostraron una disminucién de la misma variable por encima de los 21 °C, mientras que Kumar
et al. (2006) encontraron una relacién lineal y positiva entre la concentracion de proteina y
temperatura. Estos resultados aparentemente contradictorios ponen de manifiesto una
considerable complejidad en cuanto a variables ambientales que determinan la proteina. La
temperatura podria ejercer efecto sobre enzimas que intervienen en la sintesis de los distintos
componentes del grano. Asi, la sintesis de proteina y aceite requieren de carbono derivado de la
sacarosa importada al grano durante el llenado de grano. Dentro del grano, la sacarosa forma
glucosa y es metabolizada formando precursores de proteina y aceite, como el fosfoenol piruvato.
Adams et al. (1982) y Smith et al. (1989) mostraron que dos enzimas, la fosfoenol piruvato
carboxilasa y piruvato quinasa, compiten por la disponibilidad del fosfoenol piruvato,
direccionando la sintesis hacia aceite o proteina, dependiendo de la via metabdlica. A menudo se
ha observado una relacion negativa entre las concentraciones de proteina y aceite que podria
deberse a la regulacién del flujo de carbono entre estas vias sintéticas competidoras (Hernandez-
Sebastia et al., 2005).



El aceite de soja estd compuesto en promedio por 85% de acidos grasos insaturados, siendo
los principales los acidos oleico, linoleico y linolénico (Gunstone et al., 2007). Estos también son
afectados por las condiciones ambientales durante el llenado de grano. Carrera et al. (2011)
observaron que la relacion oleico linolénico (OIl/Ln) aumentaba en ambientes calidos durante el
llenado de grano (lo que implica aumentos de oleico y disminuciones de linolénico con
temperaturas elevadas), mientras que linoleico y linolénico aumentaron en los ambientes
templados y frios, respectivamente. Dornbos y Mullen (1992) y Oliva et al. (2006) hallaron que
bajo condiciones de altas temperaturas durante el llenado de grano, linoleico y linolénico se
redujeron proporcionalmente y aumento el oleico. Esto podria deberse al efecto de la temperatura
sobre las enzimas claves (oleato y linoleato desaturasas) que desaturan consecutivamente el oleico
a linoleico y linolénico en granos de soja en desarrollo y que, como es sabido, disminuyen su
actividad al incrementarse la temperatura (Cheesbrough, 1989; Tang et al., 2005). El aceite de
soja contiene, ademas, tocoferoles en sus cuatro formas: delta, gamma, beta, y alfa tocoferol
(Sherwin, 1976). Este Gltimo, exhibe la mayor actividad como vitamina E en el cuerpo humano
(Warner, 2003). La acumulacion de tocoferoles ocurre paralelamente a la del aceite durante el
llenado de grano (Almonor et al., 1998); por ello, los factores ambientales durante este periodo
afectan el contenido final como la composicion de tocoferoles presentes en el grano. Britz y
Kremer (2002) y Chennupati et al. (2011) encontraron que las plantas expuestas a 28-29 °C
durante todo el llenado de grano tuvieron granos con mayor concentracion de alfa tocoferol y
menor concentracion de delta tocoferol en comparacién con los granos provenientes de plantas
expuestas a 19-23 °C. Coincidentemente, en un estudio multiambiental se encontré que ambientes
calidos (22,5-25,0 °C) promovian el incremento de la concentracion de alfa tocoferol, mientras
que ambientes mas frios (17,5-22,4 °C) disminuian la concentracion de delta tocoferol y
tocoferoles totales en los granos (Carrera et al., 2011). El aumento de alfa tocoferol
simultaneamente con la disminucion de delta tocoferol en ambientes calidos podria deberse al
efecto de la temperatura sobre la enzima clave gamma metil transferasa (que metila tanto gamma
tocoferol en alfa tocoferol y delta tocoferol en beta tocoferol) y/o sobre la expresion del gen que
la codifica (Sattler et al., 2004). Ademas, Park et al. (2019) ha mencionado la relevancia de la
enzima 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona metil transferasa que cataliza la conversién de 2-metil-
6-fitil-1,4-benzoquinona en 2,3-dimetil-6-fitil-1,4-benzoquinona, ambos productos sirven de
sustrato para la sintesis de las distintas isoformas de tocoferol. Actualmente, segin nuestro
conocimiento, no existe informacion sobre el efecto del estrés térmico en las enzimas claves y/o
en la expresion de genes que codifican para dichas enzimas implicadas en la sintesis de tocoferoles

en soja.

Es importante destacar que en los estudios antes mencionados el rango promedio de

temperaturas explorado por el cultivo no super6 los 29 °C, cuya temperatura es menor a la que



induce el estrés térmico. Por otro lado, la literatura acerca del impacto de breves periodos de muy
altas temperaturas sobre el contenido de proteina, aceite, y la variacién en la proporcién de acidos
grasos insaturados y tocoferoles es escasa y poco concluyente. Por ello, resulta fundamental
distinguir el tipo de estrés térmico que se aborda respecto a la duracion (episodio vs continuo) lo
cual es relevante dado que, en muchos casos a campo, se produce alternancia de temperaturas,

con episodios de estrés térmico variables en frecuencia e intensidad.

2.2 Efectos del estrés por déficit hidrico

La disponibilidad hidrica durante el Ilenado es también un factor ambiental importante que
explica las variaciones en el peso de grano y su composicion quimica. El déficit hidrico,
denominado de aqui en adelante como estrés hidrico (EH), durante el llenado de grano modifica
el peso de grano (PG), reduciendo generalmente la duracion del llenado de grano (DLLG) méas
que la tasa de crecimiento del grano (TCG) (Egli y Bruening, 2004; Meckel et al., 1984; Rotundo
y Westgate, 2010). El acortamiento de la duracion del llenado de grano se ha asociado
principalmente con una senescencia foliar acelerada (Brevedan y Egli, 2003; De Souza et al.,
1997; Egli y Bruening, 2004). Ademas, las reducciones de la tasa de crecimiento del grano se han
asociado con un estrés temprano durante el desarrollo del grano o con un estrés severo mas tarde
durante el periodo de llenado, lo que podria estar relacionado con menos asimilados disponibles
para el desarrollo del grano (Blum, 1998), o con un deterioro de los granos para la acumulacion
y sintesis de reservas (Artlip et al., 1995) o ambos. En cuanto a la calidad del grano, Carrera et al.
(2009) observaron que bajo condiciones de déficit hidrico, la concentracién de aceite y proteina
aumentaron linealmente ante incrementos de la temperatura media durante el llenado de grano,
pero mientras la concentracion de aceite aumenté ante mayor déficit hidrico la concentracion de
proteina disminuyd. Esto concuerda con Boydak et al. (2002), Foroud et al. (1993), Specht et al.
(2001), quienes concluyeron que plantas sometidas a estrés hidrico producen granos con mayor
concentracion de aceite y menor concentracion de proteina. Sin embargo, Dornbos y Mullen
(1992) y posteriormente, Rotundo y Westgate, (2010) informaron que la concentracion de
proteina aumentd y la concentracién de aceite disminuyé bajo estrés hidrico. Una posible
explicacion de las diferencias entre los trabajos es que, dado que la acumulacion de proteina
comienza antes que la deposicion de aceite, por lo que un inicio temprano del estrés tendria un
mayor impacto en la proteina que uno tardio. Rose (1988), concluyé que un estrés hidrico
temprano en el periodo de llenado de grano redujo la concentracion de proteina e incremento la
concentracion de aceite. Por lo tanto, las aparentes discrepancias entre los estudios previamente
mencionados podrian deberse a diferencias en el momento del inicio del estrés hidrico y en su
intensidad. Respecto a los acidos grasos insaturados, Carrera et al. (2008) hallaron que el estrés
hidrico durante el llenado de grano acentud el efecto conocido de la temperatura sobre los acidos

oleico, linoleico y linolénico, disminuyendo linoleico y linolénico y aumentando oleico. Dornbos
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y Mullen (1992) y Boydak et al. (2002) también encontraron que el oleico aumentaba y linoleico
disminuia bajo condiciones de estrés hidrico durante el llenado de grano. En cuanto a los
tocoferoles, en un estudio de invernadero, Britz y Kremer (2002) informaron que el estrés hidrico
aumentd un 42% la concentracion de alfa tocoferol, mientras que delta tocoferol y gamma
tocoferol disminuyeron un 20 y 5%, respectivamente, y la concentracion de total tocoferol se
mantuvo relativamente constante en comparacién con las plantas regadas. Estos mismos autores,
corroboraron sus resultados en ensayos a campo, donde observaron que la relacion alfa
tocoferol/total tocoferol fue mayor para varios genotipos, en afios con precipitaciones entre 37-
44% menores que el promedio histérico de 30 afios, siendo el aumento hasta 3,5 veces superior a
los valores observados en ambientes con precipitaciones cercanas al promedio (Britz et al., 2008).
En Brasil, en localidades con la misma media de temperatura pero precipitaciones contrastantes
(aproximadamente 4 puntos de variacion), alfa tocoferol aument6 considerablemente (245%),
mientras que delta tocoferol, gamma tocoferol y total tocoferol se redujeron cuando las
precipitaciones disminuyeron (Carrdo-Panizzi y Erhan, 2007), coincidentemente con lo
observado por Britz y Kremer (2002) y Britz et al. (2008).

En situaciones de campo se conoce que, bajo estrés hidrico, la temperatura del canopeo (TC)
se eleva frecuentemente al reducirse la transpiracion, superando a menudo la temperatura
ambiental (Rose, 1988). En cultivos con estrés hidrico se puede esperar entonces que temperaturas
altas generen mayor estrés si son acompafiadas por sequia inductora del cierre estomatico
(Molino, 2011; Stone y Savin, 1999). En este sentido, el estrés hidrico podria ejercer un efecto
indirecto mediante un aumento de la temperatura que afectaria enzimas implicadas en el
metabolismo de sintesis de aceite, proteina, acidos grasos insaturados y tocoferoles, y/o expresion
de genes que codifican estas enzimas (Carrera y Dardanelli, 2017; Carrera y Seguin, 2016;
Nakagawa et al., 2018). El estudio del efecto del estrés hidrico sobre las enzimas claves y/o la
expresion de genes que codifican para dichas enzimas implicadas en la sintesis de los tocoferoles
aportaria informacion relevante permitiendo avanzar sobre los mecanismos implicados en la

calidad del aceite de soja en condiciones de campo.

2.3 Efectos combinados de estrés térmico e hidrico

La interaccion del estrés térmico e hidrico (ETxEH) resulta importante para explicar las
variaciones en el peso de grano y su calidad quimica en Argentina, donde el cultivo se realiza
mayoritariamente bajo secano y las diferencias medias entre la precipitacion y la
evapotranspiracion potencial del cultivo, presentan un rango amplio (-250 a -125 mm), sugiriendo
frecuentes situaciones de limitaciones hidricas (Mercau et al., 2007) que ademas, en muchos casos
estan combinados con episodios de estrés térmico variables en frecuencia e intensidad. En algunos
casos, se observo que la interaccion de estreses produjo efectos aditivos sobre el peso de grano

en trigo (Triticum spp.) (Prasad et al., 2011) y lenteja (Lens culinaris Medik.) (Sehgal et al., 2017).
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Sin embargo, Ergo et al. (2018) no observaron efectos aditivos de la interaccion del estrés térmico
e hidrico sobre el peso de grano en soja, indicando un posible efecto dominante del estrés hidrico
relacionado a su mayor duracion de aplicacion (todo el periodo de llenado) vs el estrés térmico
(15 dias del periodo de llenado). Respecto a la calidad del grano, Dornbos y Mullen (1992)
encontraron que plantas expuestas a condiciones de estrés hidrico severo combinado con
temperaturas de 35 °C durante todo el llenado de grano la concentracién de proteina aumento 4%,
mientras que la concentracién de aceite disminuy6 3%. Un estudio posterior realizado a campo,
Carrera et al. (2015) encontrd que bajo la interaccion de estrés térmico e hidrico los contenidos
de aceite y proteina disminuyeron; sin embargo, la magnitud de respuesta fue mayor en el
contenido de aceite, provocando un aumento significativo en la concentracion de proteina. Esto
podria deberse a que bajo la interaccion del estrés térmico e hidrico se modifican las relaciones
hidricas en la planta y se limita el intercambio gaseoso modificando procesos fotosintéticos (Ergo
et al., 2018, 2021); impactando mas sobre la sintesis de aceite respecto a la de proteina, dada la
mayor dependencia del aceite de la produccién actual de fotoasimilados (Carrera et al., 2015).
Recientemente, se encontré que en ambientes bajo estrés hidrico y altas temperaturas causaron
incrementos lineales en concentracion de &cido oleico y disminuciones lineales de acidos linoleico
y linolénico, exhibiendo ambos factores climéticos efectos aditivos sobre los &cidos grasos
insaturados (Carrera y Dardanelli, 2017). En coincidencia, Carrera et al. (2015) observaron que
el aceite de granos de parcelas bajo la interaccion de estrés térmico e hidrico presenté mas
concentracion de &cido oleico y menos concentracion de acidos linoleico y linolénico comparado
con el aceite de los granos bajo condiciones irrigadas. Estos autores reportaron una significativa
asociacion negativa entre el acido oleico y el rendimiento cuantico del fotosistema Il, mientras
que el acido linolénico estuvo positivamente asociado al rendimiento cuantico del fotosistema 11
y a las clorofilas totales en hojas. Por ello, concluyeron que el efecto de la fotosintesis (estimada
a través de rendimiento cuantico del fotosistema Il y clorofilas totales) sobre la composicion de
acidos grasos podria estar modulada por cambios en el suministro de asimilados a los granos. En
parcelas irrigadas mayores tasas fotosintéticas podrian ser alcanzadas respecto a las parcelas bajo
la interaccidn de estrés térmico e hidrico, aumentando el suministro de carbono hacia los granos
necesario para la biosintesis de aceite (Willms et al., 1999); esta fuente extra de carbono podria
desviarse preferentemente hacia el &cido linoleico y linolénico, los que en conjunto representan
el 64% del aceite de soja (Wilson, 2004). En cuanto a los tocoferoles, segiin nuestro conocimiento
aun no hay estudios que aborden cdmo la interaccion del estrés térmico e hidrico actda sobre su
composicion, tampoco sobre las enzimas claves y/o la expresion de genes que codifican para

dichas enzimas implicadas en la sintesis de los mismos.
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2.4 Mecanismos fisiol6gicos implicados en la respuesta al estrés térmico e hidrico

Condiciones de estrés durante el llenado de grano pueden modificar la particion de asimilados
desde la fuente (hojas) hacia los destinos (granos), ya sea de manera directa, alterando la habilidad
del grano de acumular materia seca (efecto sobre el destino) o quizés la mas predominante,
indirectamente por cambios en la habilidad de la planta para suministrar asimilados (efecto sobre
la fuente) (Jenner et al., 1991). Las dos fuentes de asimilados son la fotosintesis actual y la
removilizacion de asimilados almacenados. En este sentido, el estrés térmico combinado con
estrés hidrico impactaria en el peso de grano y su calidad, principalmente debido a su efecto en la
oferta de asimilados (fotosintesis actual), la particion y la removilizacion de nutrientes (Martre,
2003; Prasad et al., 2008; Triboi y Triboi-Blondel, 2002). Teniendo en cuenta que el grano posee
en promedio un 40% de proteina (Wilson, 2004), la disponibilidad de nitrogeno (N) para su
sintesis resulta clave. Estudios fisiolégicos utilizando genotipos de soja de diferentes contenidos
proteicos han mostrado que la relacién negativa entre la concentracién de proteina y rendimiento,
ampliamente documentada (Wilcox y Shibles, 2001), esta relacionada con una mayor velocidad
de distribucidn de nitrégeno y removilizacion en genotipos de alta proteina, asi como una menor
duracion del llenado de grano (Leffel et al., 1992; Salado-Navarro et al., 1985), acelerando el
proceso de senescencia foliar (Sinclair y Wit, 1975; Triboi y Triboi-Blondel, 2002).
Posteriormente, Egli y Bruening (2007) mostraron que el mejoramiento para alta proteina no
afecto la removilizacion del nitrégeno y/o duracion del llenado de grano, concluyendo que estos
genotipos podrian lograr elevados rendimientos a través de la asimilacion “extra” de N durante el
llenado de grano (Cafaro et al., 2019; Ortez et al., 2019; Saenz et al., 2022). Tanto el déficit
hidrico (De Souza et al., 1997) como el estrés térmico (Siddique et al., 1999) durante el llenado
de grano acelerarian la removilizacion de reservas a los granos a causa de la caida de la actividad
fotosintética de hojas y la aceleracion de la senescencia foliar. Las reservas que se removilizan
desde hojas, tallos y peciolos durante el llenado de grano aportan carbono y nitrégeno al grano en
crecimiento, pero en distintas proporciones dado que, mientras el 50-100% del nitrogeno final del
grano proviene de la redistribucién a partir de las hojas (Zeiher et al., 1982), s6lo el 23% del
carbono final del grano es redistribuido desde las reservas, siendo el 77% restante transferido
directamente de la fotosintesis de las hojas (Yamagata et al., 1987). El estrés hidrico reduce la
fotosintesis del canopeo indirectamente por reduccion del area foliar y directamente por reduccion
de la conductancia estomatica (Egli, 1998). Carrera et al. (2021) asociaron reducciones en
fotosintesis bajo condiciones de estrés térmico e hidrico a modificaciones estructurales y
ultraestructurales a nivel de cloroplastos de las hojas. El cierre estomatico es la primera y principal
respuesta de casi todas las plantas para evitar perdida de agua por transpiracion lo que provoca
un aumento de la temperatura foliar. Esta situacion conduce a un dafio oxidativo (Ergo et al.,
2018) con disminucidn de la asimilacién de carbono (Yokota et al., 2002), clave para la sintesis

de los distintos componentes del grano. Esto reviste importancia, dado que como se menciond
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anteriormente una reduccion de la oferta de asimilados tendria un impacto mayor sobre la sintesis
de aceite y de carbohidratos que sobre la sintesis de proteina debido a la mayor dependencia de
los primeros de la fotosintesis actual (Westgate y Grant, 1989). En concordancia con esto,
Rotundo y Westgate (2009) concluyeron que la sintesis de proteina es la menos afectada frente a
un estrés térmico o hidrico debido a la removilizacion del nitrégeno que conduce a un incremento
neto de la concentracion de proteina en los granos. Sin embargo, no se conoce aun cémo la
exposicion del llenado de grano a la combinacion de estrés térmico e hidrico afecta este aparente
rol buffer de las reservas en relacion con la dindmica de acumulacién de proteina y aceite, y
composicién final de &cidos grasos insaturados y tocoferoles en el grano de soja. Se puede
observar de lo anteriormente expuesto que, a pesar de ser abundante la bibliografia referida a la
relacién calidad quimica y estrés térmico por altas temperaturas o estrés hidrico durante el llenado
de grano, algunos resultados son contradictorios y/o poco concluyentes, probablemente debido a
diferencias en el momento del inicio del estrés y/o en la intensidad lograda a través de los
diferentes trabajos. Asimismo, la mayoria de estos estudios han abordado o concluido acerca de
la composicidn final del grano, o sus componentes en términos de concentracion, mientras que la
dindmica de acumulacién y la composicion del grano en términos de contenido bajo condiciones

de estrés hidrico y/o térmico ha sido menos explorada.

3. Efecto de la posicion de la vaina en el canopeo sobre el peso y la calidad de grano

La posicion que ocupan las vainas en el canopeo (tallo principal y ramas) ejerce un efecto
significativo sobre el peso de grano (Egli, 2017; Moro Rosso et al., 2021; Smiciklas et al., 1992).
Las vainas de las posiciones mas bajas, que se desarrollan primero, tendrian mas tiempo para
crecer y, por lo tanto, alcanzarian un mayor peso de grano que las de las posiciones superiores
(Egli et al., 1978; Egli y Wardlaw, 1980). Otros estudios propusieron que este mayor peso de
grano en las vainas de posiciones inferiores se alcanza a través de una mayor tasa de crecimiento
del grano (Munier-Jolain et al., 2010). Por otro lado, algunos estudios han indicado diferencias
en la composicion quimica del grano de soja en funcién de su ubicacién dentro del tallo principal.
Collins y Cartter (1956) y Escalante y Wilcox (1993a,b) mostraron que los granos pertenecientes
al cuarto superior de la planta lograron mayor concentracion de proteina y menor concentracion
de aceite que el cuarto inferior de la misma. Dicha respuesta podria explicarse a través de una
mayor duracion de acumulacion de la proteina comparado con el aceite en el estrato superior (ES)
vs el inferior (El), dado que es conocido que la proteina comienza a acumularse antes que el aceite
en los granos (Poeta et al., 2014; Sale y Campbell, 1980). Bellaloui y Gillen (2010) encontraron
que granos de nudos superiores exhibieron mayor concentracion de proteina y &cido oleico
comparado con los de nudos inferiores. En este trabajo atribuyeron las diferencias a una mayor
actividad de la enzima nitrato reductasa y concentracion de clorofila sumado a mejores

condiciones luminicas en el estrato superior comparado con el estrato inferior.
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Resulta importante destacar que los estudios antes mencionados dividen a la planta en los
distintos estratos a cosecha para luego analizar la composicién quimica de los granos. La
identificacion de vainas de la misma edad fenolégica a través de la técnica del pintado (Egli, 1998;
Molino, 2011) resulta clave para poder comparar granos que crecen en distintas porciones del
tallo principal, despejando asi el efecto que introduce el factor etario como por ejemplo los
distintos ambientes explorados durante el crecimiento de esos granos. Si bien el peso de grano y
la composicion quimica final de los mismos ha sido ampliamente documentada, los mecanismos
que subyacen a nivel de estrato, dentro del canopeo, requieren de una mayor atencion dado la
complejidad de factores que intervienen (edad fenoldgica, condiciones microambientales,
relaciones fuente destino, entre otros). La comprension de estos mecanismos podria ser Gtil a los
fines del mejoramiento genético, por lo que se podria seleccionar aguellos granos con
caracteristicas diferenciales de calidad. En este sentido, la identificacion de vainas coetaneas
constituye una herramienta clave para el seguimiento de granos con el mismo grado de desarrollo
y que exploran condiciones meteoroldgicas similares durante su crecimiento. Esto a su vez
permitiria estudiar la dinamica de acumulacion de biomasa y componentes quimicos del grano en

funcidn de la posicion que ocupan las vainas dentro del canopeo.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Analizar el impacto de episodios de altas temperaturas y estrés hidrico sobre la dindmica de
acumulacion de los componentes industriales y la calidad final del grano de soja, la biosintesis de

tocoferoles, removilizacion aparente de reservas y el funcionamiento de la fuente fotosintética.

4.2 Objetivos especificos

En genotipos de soja con concentracion diferencial de proteina en grano sometidos a breves
intervalos de altas temperaturas, déficit hidrico y su interaccion durante el llenado se propone:

1. Evaluar el impacto de los mencionados estreses sobre el peso de grano, la tasa de crecimiento
y la duracion del llenado de grano en vainas de la misma edad fenoldgica en diferentes posiciones
del canopeo.

2. Cuantificar los cambios en concentracion y contenido de proteina, aceite y fraccion residual
en funcidn de la tasa y duracion del periodo de acumulacion de los componentes mencionados.

3. Determinar la composicion del aceite correspondiente a vainas de la misma edad fenoldgica
en diferentes posiciones del canopeo, evaluando el perfil de acidos grasos y tocoferoles del grano.

4. Establecer asociaciones entre la composicion quimica del grano y variables ecofisiolégicas
relacionadas a la fuente de carbono y nitrégeno.

5. Determinar si los cambios en las proporciones de los diferentes tocoferoles estan

correlacionados con la expresion de cinco genes claves implicados en la biosintesis de los mismos.
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5. Hipotesis

En genotipos de soja con concentracion diferencial de proteina en grano, expuestos a breves
periodos de altas temperaturas y déficit hidrico durante el llenado:

1.1. El peso de grano correspondiente a vainas de la misma edad fenoldgica de diferentes
posiciones del canopeo se ve afectado negativamente por cada estrés individual, provocando la
interaccion de estreses efectos aditivos.

1.2. El impacto negativo en el peso de grano se debe principalmente a un acortamiento de la
duracion del llenado méas que una reduccion de la tasa de crecimiento del grano.

2.1. La interaccion de ambos estreses provoca una reduccién mayor del contenido de proteina,
aceite, fraccion residual, tocoferoles y una menor insaturacion del aceite del grano respecto a los
estreses individuales.

2.2. Tanto la tasa como la duracion de la acumulacion de proteina, aceite y fraccion residual se
modifican, variando de forma independiente la respuesta de cada uno de los mencionados
componentes quimicos, favoreciendo la deposicion de proteina en detrimento de los demés
compuestos.

3. La composicién quimica del grano de soja se modifica de forma diferencial segin la posicion
que ocupan las vainas coetaneas dentro del canopeo, mejorando los parametros de calidad en el
estrato superior.

4. El estrés térmico e hidrico afectan la fuente fotosintética y la removilizacion de reservas,
disminuyendo el suministro de asimilados hacia los granos, lo que provoca mayores reducciones
en los componentes quimicos que dependen de la fotosintesis actual. Esta respuesta es exacerbada
en el genotipo de soja de alta concentracién de proteina en grano.

5. Los genes que codifican para las enzimas 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona y gamma tocoferol
metil transferasas se sobreexpresan en condiciones de estrés, promoviendo el incremento de la
concentracion alfa tocoferol y la disminucién de gamma y delta tocoferol, impactando

negativamente en la concentracion de los tocoferoles totales.

6. Estructura de tesis

Para comprobar las hipétesis de esta tesis se llevaron a cabo dos experimentos a campo durante
dos afios consecutivos, generando cuatro tratamientos: control, estrés térmico, estrés hidrico y la
combinacion de estrés térmico con estrés hidrico durante el llenado de grano. Se utilizaron dos
genotipos de soja no transgénica con concentracion diferencial de proteina en grano. En el
capitulo 2 se presenta el disefio experimental, la metodologia empleada para establecer las
condiciones de estrés y la descripcion detallada de dichas condiciones. Aqui, se analiza de manera
profunda la respuesta del peso de grano, uno de los componentes numéricos del rendimiento, a
los tratamientos de estrés. El peso de grano se aborda a nivel de parcela general pero también en

vainas de la misma edad fenoldgica en diferentes posiciones del canopeo. Para entender las
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respuestas del peso de grano, se evaluaron los dos componentes que lo definen, tasa de
crecimiento y duracion del llenado de grano (objetivo especifico 1). Ademas, como variables
explicativas se incluyeron el contenido méaximo de agua del grano, el peso de la vaina y se
presentan evidencias de la regulacién del peso de grano a través de la relacion fuente destino. El
capitulo 3 estd enfocado al analisis de la respuesta de los componentes quimicos, que hacen a la
calidad final del grano de soja, a los tratamientos de estrés (objetivos especificos 2 y 3). Los
componentes quimicos involucran proteina, aceite y fraccion residual, asi como los que hacen a
la calidad final del aceite i.e. acidos grasos insaturados y tocoferoles. Para explicar y entender
procesos fisioldgicos involucrados en la determinacion de la composicion final del grano, el
contenido de proteina, aceite y fraccion residual ha sido descripto en funcion de los dos
componentes que lo definen, i.e., tasa y duracién de la acumulacién de cada uno de estos
componentes, considerando la posiciébn que ocupan las vainas dentro del canopeo.
Adicionalmente, se establecen relaciones entre los componentes industriales de la soja y se
presentan evidencias de la regulacion de la acumulacién de proteina, aceite y fraccion residual a
través de la relacion fuente destino. En el capitulo 4 se muestran las asociaciones entre la calidad
quimica del grano y variables ecofisioldgicas relacionadas a la fuente de carbono y nitrégeno. Se
analizan las relaciones entre el peso de grano, la composicion quimica e incorporando los factores
ambientales, ademas del funcionamiento del cultivo como fuente de asimilados (objetivo
especifico 4). En base a los resultados del tercer objetivo especifico y para abordar la hipétesis 5,
se determind el genotipo que presentd la mayor concentracion de alfa tocoferol en el grano a
través de los tratamientos y experimentos. Este genotipo (i.e., Alim5.09) se empled en un ensayo
bajo condiciones controladas, sometiéndose a los mencionados tratamientos de estrés, es decir,
ET, EHy ETXEH, manteniendo en todo momento un grupo de control. La metodologia empleada
junto con los resultados relacionados a la biosintesis de tocoferoles durante el llenado de grano y
su regulacion a nivel de expresion génica de enzimas claves para su sintesis (objetivo especifico
5) se muestran en el capitulo 5. Por Gltimo, en el capitulo 6 se presenta una evaluacién completa
de todas las variables consideradas a traves de los capitulos 2, 3, 4 y 5, permitiendo realizar el
contraste de las hipétesis formuladas. También se muestra un esquema general del estudio, las

conclusiones obtenidas y posibles direcciones para investigaciones futuras.
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CAPITULO 2

DINAMIQA DE CRECIMIENTO DEL GRANO DE SOJA EXPUESTO A ESTRES
TERMICO E HIDRICO DURANTE EL PERIODO DE LLENADO

1. Introduccion

La soja se considera uno de los principales cultivos de grano oleaginoso a nivel mundial.
Abastece mas del 59% de la demanda global de proteina y aceite vegetal (USDA, 2023).
Argentina aporta alrededor del 7% de la produccién mundial de soja, siendo el cuarto exportador
del grano y el primero en sus productos derivados, aceite y harina. El estrés térmico e hidrico son
los principales factores abi6ticos que limitan el crecimiento y, ademas la productividad de los
cultivos (Dias et al., 2018; Sehgal et al., 2018; Sita et al., 2018). El Grupo Intergubernamental de
Expertos sobre el Cambio Climético (IPCC, 2018) proyectd un aumento de 1,5 °C hacia el final
de este siglo trayendo eventos climaticos extremos. Por lo tanto, se esperan aumentos tanto en la
frecuencia como en la severidad de los episodios de estrés térmico por altas temperaturas y
eventos de estrés hidrico, debido a las mayores variaciones interanuales de las precipitaciones en
Argentina (Penalba y Rivera, 2016; Rusticucci et al., 2016). Aunque en situaciones de campo
ambos estreses ocurren juntos con mucha frecuencia, sus efectos interactivos estdn menos
estudiados (Rizhsky et al., 2004).

El peso de grano de soja depende de la tasa de crecimiento del grano y de la duracion del
llenado de grano (Egli y Bruening, 2004). Ambos parametros se ven afectados por la interaccién
entre el genotipo y el ambiente (Egli, 1998). El crecimiento del grano aumenta de forma constante
alrededor de 10 dias después de la polinizacion de la flor, cuando la vaina ha alcanzado su maxima
longitud (Carlson y Lersten, 1987). Se ha indicado que los acontecimientos anteriores a este
crecimiento activo del grano pueden modificar el peso de grano final (Ochatt, 2015). Durante la
primera fase del desarrollo del grano, llamada fase lag, se produce la division celular y se
establece el peso de grano potencial. En la segunda fase, la fase lineal, se produce la expansion
celular. Durante esta Gltima, el tamafio de la vaina podria ejercer restricciones fisicas sobre el
crecimiento de los granos, como muestran los trabajos de Egli et al. (1987) y Miceli et al. (1995).
Paralelamente a la acumulacion de materia seca en el grano, el contenido de agua también se
incrementa desde las primeras fases, hasta més alla de la mitad del periodo del llenado de grano,
habiendo una fuerte asociacion positiva entre contenido maximo de agua y el peso de grano
potencial (Egli, 1998).

El estrés térmico y/o hidrico durante el llenado de grano puede reducir el peso del mismo,
comprometiendo asi su rendimiento (Dias y Lidon, 2009; Ergo et al., 2018; Rotundo y Westgate,
2010), dependiendo de la duracidn y la severidad de cada uno de ellos. Las reducciones del peso

de grano suelen estar relacionadas con variaciones en la tasa de crecimiento del grano y/o en la
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duracion del llenado de grano. El estrés hidrico durante el llenado modifica el peso de grano final,
reduciendo generalmente la duracion del llenado de grano mas que la tasa de crecimiento del
mismo (Egli y Bruening, 2004; Meckel et al., 1984; Rotundo y Westgate, 2010). Por otro lado,
las altas temperaturas (32-40 °C) que inducen el estrés térmico afectan procesos reproductivos
(Prasad et al., 2017), y cuando se producen durante todo el llenado de grano, reducen el peso del
mismo principalmente debido a los cambios en la duracién del llenado de grano (Egli y Wardlaw,
1980; Gibson y Mullen, 1996; Thomas et al., 2010). Este acortamiento de la duracion del llenado
de grano ha sido asociado principalmente con una senescencia foliar acelerada (Brevedan y Eqgli,
2003; Chakrabarti et al., 2013; De Souza et al., 1997; Egli y Bruening, 2004; Guiamét et al.,
2002). Ademés, la reduccion de la tasa de crecimiento del grano ha sido relacionada con un estrés
temprano en la fase lag del desarrollo del grano o con un estrés severo mas tarde durante el periodo
de llenado, lo que podria estar relacionado a una menor disponibilidad de asimilados para el
desarrollo del grano (Blum, 1998), a un deterioro de la capacidad de sintesis y acumulacién de
reservas del grano (Artlip et al., 1995) o ambos. En condiciones de campo, donde las temperaturas
varian diurnamente, los episodios de estrés térmico son mas probables que regimenes de
temperatura fija como los que ocurren en experimentos realizados en cdmaras de crecimiento y
fitotrones, a menudo impuestos durante el periodo completo de interés (Egli et al., 2005). Si bien
existen antecedentes sobre la variacion del peso de grano ante estrés térmico y/o hidrico de manera
individual, el efecto interactivo de ambos estreses sobre la tasa de crecimiento y la duracion del
llenado de grano que definen el peso de grano no ha sido explorado directamente en condiciones

de campo.

La posicion de las vainas en el canopeo ejerce un profundo efecto sobre el peso de grano (Egli,
2017; Nico, 2016; Smiciklas et al., 1992). Las vainas de las posiciones mas bajas, que se
desarrollan primero, tendrian mas tiempo para crecer y, por tanto, alcanzarian un mayor peso de
grano que las de las posiciones superiores (Egli et al., 1978; Egli y Wardlaw, 1980). Algunos
estudios propusieron que este mayor peso de grano de las vainas de posiciones inferiores se
alcanza a través de una mayor tasa de crecimiento del grano (Munier-Jolain et al., 2010). Aunque
estos trabajos, junto con otros (Gbikpi y Crookston, 1981; Keigley y Mullen, 1986), observaron
un mayor peso de grano en las vainas de las posiciones més bajas del canopeo, también se ha
documentado lo contrario (Adam et al., 1989; Hampton et al., 1996). Parece evidente que los
efectos posicionales en las variaciones del peso de grano siguen sin estar claros. La identificacion
de vainas de la misma edad fenoldgica surge como un enfoque clave, para establecer con precision

comparaciones entre granos que crecen en diferentes porciones del tallo principal.

2. Obijetivo

En genotipos de soja con concentracion diferencial de proteina en grano sometidos a breves

intervalos de altas temperaturas, déficit hidrico y su interaccion durante el llenado se propone:
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evaluar el impacto de los mencionados estreses sobre el peso de grano, la tasa de crecimiento y
la duracion del llenado de grano en vainas de la misma edad fenoldgica en diferentes posiciones
del canopeo.

3. Materiales y métodos

Se realizaron dos experimentos (Exp) a campo en la estacion experimental Manfredi (31°49'S,
63°46'0 Cordoba, Argentina) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en
durante las campafias agricolas 2015-2016 (Exp 1) y 2016-2017 (Exp II). EI Exp | se sembré el 20
de octubre, mientras que la Exp Il se sembr6 el 12 de octubre. El suelo es limoso del tipo Haplustol
Etnico (Taxonomia de Suelos del USDA). Se seleccionaron dos genotipos de soja no transgénica
con concentracion diferencial de proteina y peso de grano, Alim5.09 de alto peso de grano y 42%
de proteina y Jocketta de bajo peso de grano y 37% de proteina. Ambos de similar tiempo de
maduracion y similar potencial de rendimiento (Soldini, 2010, 2017, comunicacion personal). Estos
genotipos corresponden al grupo de madurez V y presentan un habito de crecimiento
indeterminado. Fueron provistos por el banco de germoplasma del INTA Marcos Juarez. Las
parcelas experimentales consistieron en cuatro surcos, separados a 0,52 m y de 4 m de largo. La
densidad de siembra fue de 25 plantas m2. Las malezas, enfermedades e insectos se controlaron
siguiendo las préacticas de manejo recomendadas por la Red Nacional de Evaluacion de Cultivares
de Soja (RECSO) del INTA. Los andlisis de suelo indicaron que el sitio experimental no presentaba
limitaciones fisicas ni quimicas para el desarrollo del cultivo. Los datos meteorolégicos durante el
tiempo que comprendieron los dos experimentos, es decir, las temperaturas maximas y minimas
diarias del aire y las precipitaciones, fueron proporcionados por la Estacion Meteoroldgica del
INTA Manfredi. La temperatura media del aire se calculé como el promedio entre la temperatura
maxima y la minima del aire. A partir de estos datos, se estimaron nuevas variables para el periodo

de llenado de grano que se detallan en la Tabla 2.1.

El disefio experimental consistié en parcelas sub-subdivididas con dos repeticiones, donde la
parcela principal correspondi6 al nivel hidrico, la subparcela a los genotipos y la sub-subparcela al
nivel térmico. Los tratamientos se establecieron en el estadio fenoldgico R5.5 (Fehr y Caviness,
1977), es decir, cuando los granos alcanzaron 6 mm de longitud en una vaina en uno de los cuatro
nudos superiores. Los niveles hidricos fueron: (1) parcelas sin estrés hidrico (control), conseguido
mediante un sistema de riego por goteo, y (2) parcelas bajo EH con alrededor del 25% del contenido
de agua disponible en el suelo (CAU) desde R5.5 hasta el inicio de la madurez fisioldgica (R7, la
primera vaina del tallo principal ha madurado hasta alcanzar un color de vaina marrén). El objetivo
del riego complementario era mantener el cultivo cerca de la capacidad de campo durante las etapas
de generacion de area foliar, que son las mas criticas para la captacion de la radiacion solar. En las
parcelas bajo estrés hidrico se instalaron rainout shelters méviles (uno por repeticion) para evitar

ingresos extras de agua por precipitaciones. Las dimensiones de cada uno de ellos fueron 8 m de
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largo, 5 m de ancho, 6 m de altura y se cubrieron con polietileno transparente de 100 um (Figura
2.1). El CAU fue monitoreado en cada parcela a través de tres mediciones gravimétricas hasta los
2 m de profundidad en los siguientes estadios fenoldgicos: i) R5.5, ii) grano completo (R6), cuando
las vainas contienen un grano verde que completo la cavidad de la vaina en uno de los cuatro nudos
superiores del tallo principal, y iii) madurez fisiologica completa (R8), cuando el 95% de las vainas
han alcanzado su color de madurez (Figura 2.2). Se tomaron muestras de suelo cada 0,2 m de
profundidad y se llevaron al laboratorio donde se secaron en una estufa a 105 °C durante 48 h hasta
alcanzar un peso constante. El CAU del suelo en cada parcela se calculé segun Ritchie (1981) como
el cociente entre el agua disponible para el cultivo en un momento determinado y la cantidad
méaxima de agua disponible que puede almacenar el suelo en perfiles de 0,2 m de profundidad desde
0 hasta los 2 m y luego se promediaron (Ecuacion 2.1).

(ea - eli)
CAU=—""" %100 @.1)
(B1s - Bn)

Donde O, es el contenido volumétrico de agua actual (en un momento determinado), ©jies el
limite inferior obtenido de las determinaciones de laboratorio a -1,5 MPa de potencial hidrico
(punto de marchitez permanente) y O es el limite superior de drenado en el campo (capacidad de
campo).

Los niveles térmicos consistieron en: (1) parcelas a temperatura ambiente (control), y (2)
parcelas bajo episodios de ET, donde la temperatura del aire superaba los 32 °C durante 6 h
alrededor del mediodia (de 10:00 a 16:00 h) durante 15 dias consecutivos a partir de R5.5. La
duracidn del ET sigui6 el enfoque propuesto por (Kaur et al., 2021; Neiff et al., 2016; Rattalino
Edreira y Otegui, 2012). Los aumentos de temperatura se lograron mediante carpas metélicas de 4
m de largo, 2 m de ancho y 2 m de altura cubiertas con polietileno de 100 um, que se cerraban
durante el calentamiento de forma no hermética, dejando una apertura de 0,6 m en la parte inferior
para permitir el intercambio de gases (Ergo et al., 2018; Kim et al., 2021; Molino, 2011) (Figura
2.1). Para registrar la temperatura del aire y la humedad relativa (HR), se utilizaron sensores
digitales (DS1923L-F5, resolucién: 0,5 °C, registradores de datos I-buttons, Digi-Key Co. Ltd.,
EE.UU.) que se colocaron en el interior de cada carpa en el surco central de la parcela y en la parte
superior de del canopeo (a 1,2 m del nivel del suelo). Las mediciones se registraron cada media
hora durante la imposicion de los tratamientos. Se calculd un indice de estrés térmico (IET, °C h'1)
como la suma de las temperaturas medias que superaban los 32 °C durante las horas efectivas de
estrés basandose en Ergo et al. (2018) y Neiff et al. (2016). Este indice cuantifica la intensidad del
estrés. Se tomd una temperatura umbral de 32 °C porque ha sido documentado que por encima de
esta temperatura disminuye la tasa de crecimiento y la duracion del llenado de grano (Egli y
Wardlaw, 1980; Gibson y Mullen, 1996).
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El déficit de presion de vapor ambiental (DPV, kPa) durante las horas de calentamiento se
calcul6 a partir de la diferencia entre la presion de vapor de saturacion y la real segun la metodologia
propuesta por Allen et al. (1998). Se midi6 la intensidad luminica (n=3) por encima del canopeo
dentro y fuera de los shelters con un ceptdmetro de 1 m de longitud (Cavadevices, Buenos Aires,
Argentina) entre las 11:00 y las 14:00 h en dias despejados. Durante el periodo de los tratamientos
de ET se midio6 el CO- (n=3) con una caja buffer colocada a 0,4, 0,8 y 1,2 m de altura sobre el suelo

mediante un sensor portéatil de intercambio de gases de flujo abierto L1-6400 (LI-COR).

De la combinacion de los dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y los dos niveles térmicos
(temperatura ambiente y estrés térmico) resultaron los tratamientos: control (riego a temperatura
ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura ambiente) y ETxEH
(Figura 2.1).

Figura 2.1. Iméagenes de las condiciones experimentales para los genotipos de soja Alim5.09 y
Jocketta bajo diferentes tratamientos que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos
(riego y estrés hidrico) y dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico). Estos
tratamientos fueron: control (riego a temperatura ambiente) (A), estrés térmico (riego bajo ET)
(B), estrés hidrico (EH a temperatura ambiente) (C) y ETxXEH (D).
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Figura 2.2. Ciclo ontogénico del cultivo de soja segun la escala de Fehr y Caviness (1977). VE:
emergencia; VC: cotiledén; V1: primera hoja trifoliada; VV2: segunda hoja trifoliada; R1: inicio
de floracion; R2: fin de floracién; R3: inicio de formacién de vainas; R4: vaina completa, R5:
inicio de formacion de granos; R6: grano completo; R7: inicio de maduracion fisiologica; R8:

maduracion completa. llustracion modificada a partir de Ciampitti (2017).

3.1 Mediciones en las plantas

indice de area foliar y relacion fuente destino

En el estadio fenolégico R5, se realizaron muestreos de plantas en un area de 0,73 m? en los
surcos centrales para determinar el indice de &rea foliar (IAF) y la relacion fuente destino. El area
foliar verde se midié con un medidor de area foliar LI1-COR 3100 (LI-COR, Lincoln, NE). Ademas,
el 1AF se estimd como la relacion entre el area de hoja verde y el area del suelo (m? de hoja m? de
suelo). La relacion fuente destino (cm? hoja grano™) se estimé como el cociente entre el IAF (m?
de hoja m2de suelo) al inicio del llenado del grano (R5) y el nimero de granos (granos m?) a
madurez (Rotundo y Westgate, 2010).

Pintado de vainas y dinAmica de crecimiento del grano

La planta de soja posee vainas de diferentes edades a través del tallo principal, lo que no
necesariamente coincide con el estadio fenoldgico de la planta, principalmente porque éste se
determina en los cuatro nudos superiores del mencionado tallo segln la escala propuesta por Fehr
y Caviness (1977). Asi, cuando las plantas de los surcos centrales de cada genotipo se encontraban
aproximadamente en el estadio fenoldgico R5, seleccionamos y marcamos (utilizando marcadores
de tinta permanente) en una pequefia area las vainas de la misma edad fenoldgica (R5) en el tallo
principal. Se determinaron dos posiciones dentro del canopeo: (i) el estrato superior (ES), v (ii) el
estrato inferior (El). El estrato superior correspondié a los nudos apicales 5-6, mientras que el
estrato inferior correspondio a los nudos 5-6 por debajo del estrato superior. Se dejaron dos nudos

de separacion entre ambas posiciones del canopeo, en los cuales no se pintaron vainas. Para evaluar
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la dindmica del crecimiento de los granos, se tomaron muestras semanales de seis vainas pintadas
en cada posicién de tres plantas por parcela hasta la madurez fisioldgica. Durante el muestreo las
vainas se colocaban en tubos etiquetados y se conservaban en una conservadora para evitar la
deshidratacion. Cada planta muestreada fue dejada en el campo con el fin de conservar el canopeo
de la parcela, pero se las etiquetd para evitar un doble muestreo sobre la misma planta. En el
laboratorio, en una atmosfera himeda, se contaron los granos de cada vaina, se pesaron y se secaron
tanto vainas como granos en un horno a 65 °C durante 72 horas. La relacion entre el peso seco de
la vaina y el peso de grano se determind en seis vainas de cada posicién cuando los granos
alcanzaron el contenido maximo de agua. El contenido maximo de agua (CMA, mg grano™) se
determiné como la méxima diferencia entre el peso fresco y el seco. El peso fresco maximo del

grano se consider6 cuando los granos acumulaban el 80% de su peso seco final (Borras et al., 2004).

Se ajustaron modelos para la dinamica del peso seco de los granos para cada estrato del canopeo
(PGg) y tratamiento. Los modelos ajustados de regresion bilineal con plateau para la relacion entre
el peso de grano de cada estrato y su correspondiente tasa de crecimiento y duracion del llenado de

grano se sefialan en las ecuaciones 2.2 y 2.3, respectivamente.
Peso seco de grano (mg grano®) = a + bx para x < ¢ (funcién lineal) (2.2)
Peso seco de grano (mg grano™) = a + bc para x > ¢ (funcién plateau) (2.3)

Donde “Xx” es el dia después de la fase fenologica de R5.5 (d), “a” la interseccion con Y (mg
grano?), “b” la tasa de crecimiento del grano durante el periodo de llenado efectivo del grano (mg
grano*d?), y “c” es el punto de interseccion entre la fase lineal de crecimiento del grano y el peso
seco maximo del grano definido por la funcién plateau. La duracion del llenado de grano se calculd
entonces como la diferencia en dias entre “c” y la interseccion “xX” de la funcion lineal para el
crecimiento del grano (Rotundo y Westgate, 2010). EI modelo bilineal se ajusto a la base de datos

del peso de grano utilizando el programa Table Curve 3D (Scientific, 1991).

Rendimiento y sus componentes

A madurez fisiol6gica completa (R8), se cosecharon manualmente las plantas comprendidas en
un area entre 1,6 a 4,0 m?, cortandolas a ras del suelo en los dos surcos centrales de cada parcela.
Se trillaron las vainas y se contaron y pesaron los granos. El rendimiento (g m), el nimero de
granos por unidad de superficie (NG, granos m2) y el peso de grano individual a nivel de parcela
(PGp, mg grano™) fueron expresados en base seca. Para cada parcela se tomaron tres muestras de
granos de volumen constante, las cuales fueron contadas, pesadas y se les midi6 la humedad
utilizando un humedimetro para granos modelo Tesma A-79 (Tesma SAIC, Argentina). Con estos
valores se calculd el peso de grano individual. Luego, el nmero de granos se determind dividiendo

el rendimiento por el peso de grano individual.
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3.2 Andlisis estadistico

En cada experimento, los datos se analizaron estadisticamente utilizando el modelo de ANAVA
segun el disefio experimental. Cada efecto principal o interaccion se analiz6 en base a la
correspondiente fuente de error del disefio en parcelas sub subdivididas. Las medias se compararon
con una prueba de diferencia minima significativa (DMS) utilizando un nivel de probabilidad del
0,05 (Di Rienzo et al., 2014). Las relaciones entre el peso de grano por estrato y sus componentes
tasa del crecimiento del grano y duracion del llenado de grano, asi como entre el peso de grano por
estrato y el contenido maximo de agua se analizaron mediante un analisis de regresion lineal. El
estadistico Cp de Mallows, los residuos parciales y coeficiente de determinacion (R?) fueron

analizados para identificar los modelos de ajuste mas apropiados.

4. Resultados

4.1 Caracterizacién ambiental y de los estreses

La campafia 2015/16 (Exp 1) fue mas himeda y ligeramente mas célida que la campafa
2016/17 (Exp 1), e incluso que la media historica considerando los Gltimos 30 afios (Figura 2.3).
Durante los meses de imposicion de los tratamientos (enero y febrero en ambos experimentos)
correspondientes al periodo de llenado de granos, el promedio de la temperatura media del aire
superd a la histérica en 2,3 °C en el Exp I, y en 1,2 °C en el Exp Il. En ese periodo, las
precipitaciones fueron de 367 mm en el Exp |y de 242 mm en el Exp I, superando en 149 mmy
24 mm, respectivamente, los promedios historicos (Figura 2.3). Ademas, las precipitaciones en

Exp | fueron 3 veces mayores en febrero que las histéricas para dicho mes (99 mm).

La temperatura media del aire durante los tratamientos de ET super6 en 11 °C y 9 °C a la del
control, durante los Exp | y Il respectivamente, mientras que la temperatura media maxima del
aire superd a la del control en 14 °C durante el Exp I, yen 11 °C en el Exp Il (Tabla 2.1). EI IET
estimado en las parcelas bajo ET mostré una diferencia de ~16 °C h en comparacion con el
control en el Exp I, mientras que en el Exp Il fue de 10 °C h'%, lo que indica que la intensidad del
ET fue relativamente mayor en el Exp | respecto al Exp Il. En ambos experimentos, la humedad
relativa dentro de las carpas fue ligeramente mayor (12% en promedio) en las parcelas regadas
bajo ET comparado con las parcelas sin riego, posiblemente debido al calentamiento artificial que
producen las carpas. EI DPV se increment6 1 kPa en las parcelas de ET, mientras que en las
parcelas de ETXEH el incremento fue casi el doble en comparacion con el control para ambos
experimentos. Estos incrementos en las parcelas de ET, independientemente del nivel hidrico,
podrian estar asociados a un aumento de la temperatura media, ya que las diferencias fueron de

10 °C respecto a las parcelas control (Tabla 2.1).

La radiacion solar se vio ligeramente reducida por las carpas de polietileno semicerradas en

los tratamientos de ET, siendo la magnitud de reduccién con una magnitud igual al 14,7% en el
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Exp Iy al 13,0% en el Exp Il respecto a los valores ambientales (1230,3 pum m? sty 1349,6 um
m2s? para los Exp | y Il, respectivamente). La concentracion de CO (umol mol™?) en la parte
superior del canopeo de las plantas (1,2 m por encima del suelo) fue de 379,6 = 4,5 para el control,
373,7 6,6 parael ET,y 375,7 + 14,3 para el ETXEH. En la parte media del canopeo (0,8 m por
encima del suelo) la concentracion de CO; (umol mol™) fue de 378,9 + 2,6 para el control, 369,6
+ 10,7 para el ET, y 373,8 = 6,5 para el ETXEH. En la parte inferior del canopeo (0,4 m por
encima del suelo) la concentracion de CO; (umol mol™) fue de 382,5 + 3,5 para el control, 373,6
+ 11,4 parael ET, y 382,9 = 5,6 para el ETXEH. Como se desprende de los valores registrados,
las diferencias en las concentraciones de CO; entre las parcelas control y las parcelas bajo ET (es

decir, dentro de las carpas) durante el periodo de calentamiento fueron inferiores al 4%.

El contenido de agua Util en el suelo (expresado como porcentaje de la capacidad de campo)
al inicio del llenado efectivo del grano (R5.5) en el Exp | fue en promedio del 73,1% en las
parcelas regadas (control y ET) y del 24,6% en las parcelas con estrés hidrico (EH y ETxEH)
(Tabla 2.2). En el estadio fenolégico R6, el CAU en las parcelas regadas fue en promedio del
44,9%, mientras que en las parcelas con estrés hidrico fue de alrededor del 4,4%, indicando un
estrés terminal severo. Hacia el final del ciclo del cultivo (en el estadio fenolégico R8) todas las
parcelas mostraron incrementos en el CAU del suelo en comparacion con R6 (Tabla 2.2),
principalmente relacionados con las abundantes precipitaciones durante febrero, que superaron el

173% de la media histérica para ese mes en ese afio (Figura 2.3).

En el Exp I, en el estadio fenolégico R5.5, el CAU del suelo en promedio fue del 61,3% en
las parcelas regadas y del 40,6% en las parcelas con estrés hidrico (Tabla 2.2). En el estadio
fenoldgico R6, el CAU del suelo en las parcelas regadas fue en promedio del 49,3%, mientras que
en las parcelas con estrés hidrico siguié disminuyendo hasta el 9,7%. Finalmente, en plena
madurez (estadio fenoldgico R8), las parcelas regadas presentaron un CAU medio en el suelo del

33,5%, mientras que las de estrés hidrico lo hicieron con una media del 25% (Tabla 2.2).
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Figura 2.3. Precipitaciones mensuales acumuladas y temperatura media del aire en Manfredi

durante la campafia 2015-2016 (Experimento ) y 2016-2017 (Experimento 1) y la media histdrica

(ultimos 30 afios) de las precipitaciones mensuales acumuladas y la temperatura media del aire.

Tabla 2.1. Promedio de la temperatura (T) maxima (max), media y minima (min) del aire,

humedad relativa del aire, indice de estrés térmico (IET), déficit de presién de vapor (DPV)

durante los tratamientos de estrés térmico (ET) de 6 horas de duracién. Las mediciones en los

experimentos | y Il se registraron cada media hora en el centro de cada carpa en la parte superior

del canopeo (1,2 m desde el nivel del suelo) durante los tratamientos.

r’:',i"‘?' Nivel — \1ox Media  Min  HUmedRd o ps o ZROMS el ppys
idrico térmico Relativa >132°C
T(°C) (%) (°C) (h) (°Ch?) (kPa)
Experimento |
Riego TAmb 30,8 284 24,7 43,8 48 47,1 28 2.2
ET 452 40,4 345 61,4 1319,6 62,3 21,1 34
EH¢ ET 441 39,7 34,6 444 1397,8 77,3 18,1 4.4
Experimento Il
Riego TAmb 305 283 255 53,4 38,5 15,3 25 17
ET 415 374 324 62,4 1034,3 78,3 13,2 2,7
EH¢ ET 421 37,7 327 56,8 1057,4 81,4 13 31
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* JET: relacion entre la suma de temperaturas (X T > 32 °C) y la fraccion de tiempo (X horas > 32 °C) por
encima de 32 °C. Se consideré 32 °C como la temperatura por encima de la cual disminuye la tasa de
crecimiento y la duracién del llenado de grano (Egli y Wardlaw, 1980; Gibson y Mullen, 1996).

§ DPV: calculado durante los episodios de estrés térmico seglin la metodologia de Allen et al. (1998).

¢ EH: estrés hidrico

Tabla 2.2. Media y desvio estandar del contenido de agua disponible en el suelo (expresado como
porcentaje de la capacidad de campo) medido gravimétricamente hasta 2 m de profundidad en
diferentes estadios reproductivos: inicio lineal del llenado de granos (R5.5), grano lleno (R6),
madurez fisioldgica completa (R8) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico
[EH]), dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAMb]
y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el experimento (Exp) I y 1.

Nivel  Nivel Contenido de agua disponible en el suelo (%)
hidrico térmico R5.5 R6 R8
Experimentol Riego TAmb 73,1 £+ 49 385 * 36 706 = 44
ET 731 + 49 512 + 33 695 %+ 109
EH TAmb 244 + 19,2 29 £ 85 46,7 = 2272
ET 249 + 14 55 + 116 52 + 14,2
Experimento Il Riego TAmb 61,3 £+ 99 493 = 154 34,7 + 123
ET 61,3 £+ 99 493 + 155 323 + 13,7
EH TAmb 436 + 11 109 + 39 258 * 24,1
ET 37,6 £ 139 84 = 51 244 + 26,7

4.2 Rendimiento y componentes: nimero de granos y peso de grano

En el Exp I, el rendimiento se vio significativamente afectado (p <0,05) por latriple interaccién
entre el nivel hidrico (NH), genotipo (G) y nivel térmico (NT) (Tabla 2.3). En Alim5.09 el
rendimiento disminuy6é 11%, 36% y 56% en los tratamientos de ET, EH y ETxEH,
respectivamente, mientras que en Jocketta las disminuciones correspondientes fueron 26%, 57%
y 47% respecto a los controles. Llamativamente, la interaccion de ambos estreses (ETXEH)
produjo efectos aditivos en Alim5.09 pero no en Jocketta. Por otro lado, bajo condiciones de
control, Jocketta mostré un mayor rendimiento que Alim5.09, principalmente debido a su mayor
NG (4770 granos m? vs 3002 granos m=, respectivamente) (Tabla 2.3). Las reducciones
observadas en el rendimiento bajo los diferentes tratamientos se debieron a disminuciones en
ambos componentes numéricos, NG y PG. EI NG disminuy0 significativamente (p <0,05) debido
al efecto de las interacciones NHxG y NHxNT (Tabla 2.3). A través de los genotipos, el NG se
redujo en promedio un 18% en las parcelas regadas bajo ET, mientras que disminuyé un 37% en
las parcelas bajo déficit hidrico en comparacion con el control. A través de los tratamientos,

Jocketta siempre mostr6 un mayor NG en comparacion con Alim5.09 (Tabla 2.3). El peso de
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grano individual a nivel de parcela se vio diferencialmente afectado en ambos genotipos (p <0,01)
segin el NH y el NT (Tabla 2.3). Alim5.09 mostré una disminucion significativa por efecto de
los tratamientos de EH y ETXEH (10% y 39%, respectivamente) en comparacion con el control,
mientras que el ET no modifico la variable. En Jocketta, el PGe se redujo significativamente sélo

en las parcelas sin riego en un 21% respecto a su control.

En el Exp I, el EH (independientemente del ET) fue el dnico tratamiento que causé diferencias
significativas (p <0,0006) en el rendimiento respecto al control (Tabla 2.3). En estas parcelas el
rendimiento disminuy6 un 31% respecto a las parcelas regadas, debido a la disminucion tanto del
NG como del PGp. EI NG mostro diferencias entre genotipos y se vié afectado por el nivel hidrico
(p <0,001, Tabla 2.3). EI NG disminuy6 un 21% en las parcelas bajo déficit hidrico respecto a las
parcelas regadas, y Alim5.09 presentd un 21% menos de granos en comparacion con Jocketta en
todos los tratamientos. En cuanto al PGp, este componente del rendimiento se vio
significativamente afectado por el nivel hidrico (p <0,01), presentando las parcelas bajo déficit
hidrico una reduccion del 13% respecto a las parcelas regadas (Tabla 2.3). Se observaron
diferencias entre genotipos (p <0,001), presentando Jocketta un PGp 22% menor que Alim5.09
en todos los tratamientos. Cabe destacar, como los genotipos estudiados difieren en sus estrategias
para definir el rendimiento; mientras Jocketta siempre exhibié mayor NG respecto a Alim5.09,

este Ultimo presenté mayor PGp en comparacion con Jocketta (Tabla 2.3).
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Tabla 2.3. Rendimiento, nimero de granos y peso de grano al momento de la cosecha
considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]), dos genotipos (Alim5.09 y
Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAmb] y estrés térmico [ET]) y las

interacciones entre los factores en el experimento (Exp) | y II.

ilw\lildvr?(l:o Genotipo tNéIr\rﬁilco Rendimiento N%Taenrgsde Peso de grano
(gm?) (granos m2) (mg grano™)
Expl Expll Expl Expll Expl Expll
Riego Alim5.09 TAmb 640 753 3002 3372 2132 223,0
ET 568 745 2653 3320 2140 224,2
Jocketta TAmb 764 651 4770 3732 160,5 1735
ET 567 682 3598 3926 1579 1733
EH Alim5.09 TAmMb 408 444 2127 2284  192,1 194,1
ET 281 449 2129 2364  130,2 190,0
Jocketta TAmb 331 525 2624 3539 126,99 1479
ET 403 492 2638 3131 150,6  157,7
DMS (doble interaccion) 80 130 510 423 14,9 19,4
DMS (triple interaccién) 112 183 721 598 21,1 27,5
Nivel de significancia

vael hl’drlco (NH) **k* *kx *kx *kx *kx *%*
Genotipo (G) ns ns Hkk Hkk Kok *kk
Nivel térmico (NT) * ns * ns ns ns
NHxG ns ns * ns e ns
NHXNT ns ns * ns ns ns
GxNT ns ns ns ns kol ns
NHXGxXNT * ns ns ns kol ns

ns, no significativo

*xk ** *Significativo al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente.

4.3 Relacion fuente destino

En ambos experimentos, la fuente estimada a través del IAF en el estadio fenoldgico R5 no
fue mostro diferencias entre genotipos (p >0,05, Tabla 2.4). En el Exp |, el efecto del nivel hidrico
sobre el IAF fue significativo (p <0,001), reduciéndose esta variable en un ~42% en las parcelas
bajo déficit hidrico respecto al control regado. En el Exp Il, la interaccion NHxG fue significativa
(p <0,05), disminuyendo el IAF un 34% en Alim5.09 y un 3% en Jocketta en las parcelas bajo
déficit hidrico respecto a las parcelas regadas (Tabla 2.4). Esta reduccion también se observé en
los destinos cuantificados como NG, en el que se observaron diferencias debidas al nivel hidrico
(p <0,001) y al genotipo (p <0,001) como se muestra en la Tabla 2.3. A través de los experimentos,
la relacion fuente destino mostré diferencias (p <0,05) entre genotipos (Tabla 2.4). Alim5.09
exhibié mayor relacion fuente destino comparado con Jocketta (lo que implica mayor cantidad de

asimilados por grano), en promedio 66% para el control, 29% para ET, 43% para EH y 20% para
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ETxEH (Tabla 2.4). Adicionalmente, la relacion fuente destino se asoci6 significativa y
positivamente con el peso de grano (R?=0,56; p <0,0001), indicando que a mayor relacion fuente

destino mayor peso de grano podria ser alcanzado (Figura 2.4).

Tabla 2.4. indice de area foliar y relacion fuente destino considerando dos niveles hidricos (riego
y estrés hidrico [EH]), dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura

ambiente [TAmb] y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el experimento
(Exp) 1y L.

::I,'V?I Genotipo vae_l indice de area foliar ~ Fuente destino®
idrico térmico

(m?>m?) (cm? hoja grano™)

Exp | Expll Expl Expll

Riego Alim5.09 TAmMb 6,5 71 220 21,6

ET 5,8 6,5 21,9 19,5

Jocketta TAmMb 6,0 50 127 13,5

ET 5,7 6,4 159 16,2

EH Alim5.09 TAmMb 3,8 45 1872 19,5

ET 3,2 45 174 19,0

Jocketta TAmMb 3,0 52 115 15,0

ET 3,1 58 111 18,5

DMS (doble interaccion) 1,7 1,1 7,0 50

DMS (triple interaccion) 24 15 10,0 7,0

Nivel de significancia

Nivel hidrico (NH) folaiel ** ns ns

Genotipo (G) ns ns * *

Nivel térmico (NT) ns ns ns ns

NHxG ns * ns ns

NHXNT ns ns ns ns

GxNT ns ns ns ns

NHXGxXNT ns ns ns ns

5L_a relacion fuente destino se calculé como el cociente entre el indice de area foliar al inicio del llenado de
granos (R5) y el niimero de granos (granos m) a madurez, segin Rotundo y Westgate (2010).

ns, no significativo

*xk k* *Significativo al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente.
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Figura 2.4. Relacién entre el peso de grano y la relacion fuente destino a través de genotipos
(Alim5.09 y Jocketta) y de tratamientos, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos
(riego y estrés hidrico) y dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control
(riego a temperatura ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura
ambiente) y ETxEH en el experimento | y I1.

4.4 Peso individual y dindmica de crecimiento de granos en vainas con la misma
edad fenoldgica

En el Exp I, las variaciones en el peso de grano por estrato se explicaron principalmente por
la TCG (R?=0,62; p <0,0001) en comparacion con la DLLG (R?=0,25; p =0,0056) (Figura 2.5A
y B). Del mismo modo, en el Exp Il las variaciones en PGe se explicaron principalmente por
variaciones en la TCG (R?=0,75; p <0,0001), y no por la DLLG (Figura 2.5C y D). Se observd
una tendencia de mayor TCG en Alim5.09 en comparacién con Jocketta (5,1 mg grano™* d* vs
4,4 mg grano® d, respectivamente; Figura 2.5A y C). A través de los experimentos, el PG se
asoci6 significativa y positivamente con la relacion fuente destino (R?=0,35; p =0,0003), aunque
con un ajuste menor al observado en el peso de grano a nivel de parcela (Figura 2.4). La TCG fue
explicada débilmente por la relacién fuente destino (R?=0,15; p =0,0187) mientras que la DLLG

no se asocid significativamente con la relacion fuente destino (R?=0,10; p =0,0559).

Centrandonos en los tratamientos, el PGe fue significativamente afectado por el NH y el NT,
aunqgue la magnitud del efecto vario entre los genotipos (p <0,01) en el Exp I (Tabla 2.5). En las
parcelas regadas (independientemente de los tratamientos de ET), el PGe de Jocketta fue un 21%
menor que el PGe de Alim5.09; e independientemente del genotipo, las parcelas con estrés hidrico
mostraron un 23% menos de PGe que las parcelas regadas. Bajo ET el PGeg de Alim5.09
disminuyd un 13% respecto al control, mientras que en Jocketta se detectaron disminuciones, las
cuales no fueron significativas. La estratificacion también fue un factor significativo que afectd
al PGe (p <0,05, Tabla 2.5), siendo el PG del estrato inferior menor al del estrato superior en

Alim5.09 y Jocketta (14 y 10%, respectivamente). Los cambios en el PGe se debieron a las
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variaciones de la TCG y la DLLG. Se observaron diferencias significativas (p <0,001) en la TCG
debido a los efectos del nivel hidrico y del estrato (Tabla 2.5). La TCG disminuy6 en promedio
un 18% en las parcelas con estrés hidrico en comparacion con las parcelas regadas, y los granos
en el estrato superior mostraron un 16% mas de TCG en comparacion con el estrato inferior.
Ademas, la DLLG se vio significativamente afectada por el NH y el NT con efectos diferenciales
segun el genotipo (p <0,05). En Alim5.09, la DLLG fue mas larga en las parcelas regadas (~41
dias), y la mas corta en las parcelas bajo déficit hidrico (~35 dias) (independientemente de los
tratamientos de ET). Por otro lado, la DLLG de Jocketta no present6 diferencias significativas

entre tratamientos (Tabla 2.5).

En el Exp 11, se observaron diferencias significativas en la DLLG (p <0,001) entre genotipos
y entre NH, pero a diferencia del Exp | no hubo efectos del estrato (p >0,05) (Tabla 2.5). Las
parcelas regadas (independientemente del ET) mostraron un mayor PGe (14%) respecto a las
parcelas bajo déficit hidrico. En todos los tratamientos, Alim5.09 mostré un mayor PGe (21%) en
comparacion con Jocketta (Tabla 2.5). Los cambios en el PGe respondieron a variaciones tanto
de la TCG como de la DLLG. La TCG fue significativamente afectada por el nivel hidrico (p
<0,01) y el genotipo (p <0,001), disminuyendo un 11% en las parcelas bajo déficit hidrico
respecto a las parcelas regadas y, mostrando Alim5.09 una mayor TCG (21%) en comparacion
con Jocketta en todos los tratamientos (Tabla 2.5). En cuanto a la DLLG, ésta fue
significativamente afectada por el NT con efectos distintos sobre los genotipos (p <0,01). La
DLLG més larga correspondi6 a Alim5.09, durando en promedio 44 dias en el control, mientras
que la DLLG maés corta correspondi6 a Jocketta con una media de 37 dias en las parcelas bajo
déficit hidrico (Tabla 2.5).

Coincidentemente con lo observado para el PGp, Alim5.09 siempre present6 un mayor PGe en
comparacion con Jocketta en ambos experimentos. Los tratamientos de estrés hidrico, ya sea
individualmente o combinados con ET, disminuyeron la TCG, afectando negativamente al PGg
(Tabla 2.5). En general, la DLLG fue mas larga en Alim5.09 bajo condiciones de control durante
ambos experimentos (Tabla 2.5). La DLLG sélo explicé cambios significativos en el PGe en el
Exp I, como se muestra en la Figura 2.5B, pero la proporcion explicada por este atributo fue

menor que la explicada por la TCG (R?= 0,25 vs R?= 0,62, respectivamente) (Figura 2.5A 'y B).
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Figura 2.5. Relaciones entre el peso de grano y la tasa de crecimiento del grano (Ay C) y, la
duracion del llenado de grano (B y D) de vainas de la misma edad fenoldgica correspondientes a
dos estratos del canopeo (superior e inferior) a través de genotipos (Alim5.09 y Jocketta) y de
tratamientos, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y
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Tabla 2.5. Peso individual de granos, tasa de crecimiento del grano (TCG) y duracion del llenado
de grano (DLLG) en vainas con la misma edad fenol6gica en dos estratos del canopeo (superior
e inferior) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]), dos genotipos
(Alim5.09 y Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAmb] y estrés térmico [ET])

y las interacciones entre los factores en el experimento (Exp) 1y Il.

Nivel Nivel

hidrico Genotipo térmico Estrato Peso de grano TCG DLLG
(mg grano™) (mg grano™ d?) (d)
Expl Expll  Expl Expll  Expl Expll

Riego Alim5.09 TAmb superior 2319 221,22 65 52 38 45

inferior 215,2 2135 55 53 40 42

ET superior 222,2 2077 5,7 5,8 42 37

inferior 197,3 221,6 4,6 53 44 37

Jocketta TAmb  superior 167,2 171,3 5,2 4.8 35 37

inferior 164,8 168,0 51 4,2 34 42

ET superior 171,3 169,6 55 4.2 32 43

inferior 162,0 167,0 5,0 4,0 35 42

EH Alim5.09 TAmb  superior 177,0 189,4 55 51 35 37

inferior 161,9 188,2 4,0 4,6 40 41

ET superior 138,8 177,9 4,9 4,6 32 39

inferior 1246 185,6 4.2 4.9 33 39

Jocketta TAmb  superior 143,4 136,7 4.8 41 35 34

inferior 1255 147,0 3,7 3,7 36 40

ET superior 162,4 150,8 4,7 3,7 37 42

inferior 133,6 157,0 3,6 3,7 40 42

DMS (doble interaccion) 150 17,4 0,6 0,5 5 3

DMS (triple interaccion) 21,2 24,6 0,8 0,7 7 5
Nivel de significancia

Nivel hidrico (NH) Rk ARk falekal e ns ns

Genotipo (G) Fhk KRk ns  *** ns ns

Nivel térmico (NT) ns ns ns ns ns ns

Estrato (E) ** ns Fhx ns ns ns

NHxG falalel ns ns ns * ns

GxXNT ** ns ns ns ns wx

NHxGXNT ns ns ns ns * ns

ns, no significativo

wdskx - *Significativos al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente. S6lo se muestran las interacciones
significativas.

4.5 Contenido hidrico de los granos

El contenido maximo de agua de los granos constituye un estimador del peso potencial de los
mismos. En el Exp I, el CMA fue vari6 diferencialmente de acuerdo a la combinacion de los

factores: nivel hidrico, genotipo y nivel térmico (p <0,05, Tabla 2.6). En Alim5.09, el CMA
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disminuy6 un 16% en las parcelas regadas bajo ET, mientras que en las parcelas con estrés hidrico
(independientemente del ET) el CMA se redujo un 18% en comparacion con las parcelas control.
Ademas, el CMA en Jocketta fue un 21% menor en comparacion con Alim5.09 en todos los
tratamientos. En el Exp |1, se detectaron efectos significativos (p <0,001) del nivel hidrico y del
genotipo para el CMA (Tabla 2.6), mostrando Alim5.09 un CMA 30% mayor que Jocketta en
todos los tratamientos, y alcanzando las parcelas regadas un 17% mas de CMA en comparacién
con las parcelas bajo déficit hidrico, en todos los genotipos. Notablemente, en ambos
experimentos, Alim5.09 siempre alcanz6 un CMA més alto que Jocketta, lo que indica un mayor
potencial de PG para este genotipo (Tabla 2.6).

En el Exp I, el PGe y la TCG se asociaron de manera positiva y significativa con el CMA
(R?=0,49; p <0,0001 y R?=0,48; p <0,0001, respectivamente) (Figura 2.6A y B), indicando
aumento de los valores de PGe y TCG ante aumentos del CMA. El Exp Il confirmd la importancia
de estas relaciones, estando el PGe y la TCG aln mas fuertemente asociados al CMA que en el
Exp I (R?=0,81; p <0,001 y R?=0,77; p <0,001, respectivamente; Figura 2.6C y D).
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Figura 2.6. Relaciones entre el peso de grano (A'y C) y la tasa de crecimiento del grano (B y D)
con el contenido maximo de agua en vainas de la misma edad fenolégica correspondientes a dos
estratos del canopeo (superior e inferior) a través de genotipos (Alim5.09 y Jocketta) y de
tratamientos, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y
dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control (riego a temperatura
ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura ambiente) y ETxEH
en el experimento (Exp) | y Il. Los datos del Exp Il se agruparon por nivel hidrico: parcelas
regadas (control y ET) y con estrés hidrico (EH y ETxEH), segun los efectos significativos

presentados en la Tabla 2.5.
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Tabla 2.6. Contenido maximo de agua de granos en vainas de la misma edad fenol6gica de dos
estratos del canopeo (superior e inferior) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico
[EH]), dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAmb]

y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el experimento (Exp) 1y I1.

ilw\lildvr?(l:o Genotipo tNéIr\rﬁilco Estrato  Contenido maximo de agua
(mg grano™)

Exp | Exp Il

Riego Alim5.09 TAmb superior 380,7 345,6

inferior 339,7 357,1

ET superior 3195 374,1

inferior 2849 318,6

Jocketta ~ TAmb superior 2434 2474

inferior 255,5 2443

ET superior 259,3 2527

inferior 258,8 243,5

EH Alim5.09 TAmb superior 342,7 298,1

inferior 255,3 298,6

ET superior 284,3 290,0

inferior 289,2 282,8

Jocketta  TAmb superior 266,8 232,2

inferior 236,2 183,6

ET superior 245,3 209,7

inferior 226,1 183,7

DMS (triple interaccién) 39,5 41,8
Nivel de significancia

Nivel hidrico (NH) * foleie

Genotipo (G) faia il

Nivel térmico (NT) ns ns

Estrato (E) * ns

NHxGXNT * ns

ns, no significativo

*rk ok *Significativos al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente. S6lo se muestran las interacciones
significativas.

4.6 Tamafo de la vaina

En soja se ha documentado que el tamafio del fruto (vaina) establece restricciones fisicas al
crecimiento de los granos. Por lo tanto, exploramos la relacion entre el PGe y el tamafio del fruto
estimado como peso de la vaina, ambos determinados cuando los granos alcanzaron el maximo
contenido de agua. Se observo una asociacion altamente significativa y positiva entre el PGe y el
peso de la vaina en el Exp | (R?=0,79; p <0,001) y en el Exp Il (R°>=0,69; p <0,001) (Figura 2.7A

y B), lo que indica que los valores del PGe aumentan con el peso de la vaina.
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En el Exp |, el peso de la vaina fue significativamente afectado por el nivel hidrico y el estrato
en el canopeo (p <0,05), disminuyendo un 21% en las parcelas bajo déficit hidrico en comparacion
con las parcelas regadas (independientemente de los tratamientos bajo ET) a través de los
genotipos, y siendo un 23% mayor en el estrato superior respecto al estrato inferior (Tabla 2.7).
En el Exp I, se observaron efectos significativos del genotipo y del estrato sobre el peso de la
vaina (p <0,001), siendo esta variable un 22% mayor en Alim5.09 que en Jocketta. Ademas, el
peso de la vaina en el estrato superior del canopeo fue un 25% mayor que el del estrato inferior
(Tabla 2.7).

Peso de grano (g)
Peso de grano (g)

y=2,28x - 0,01 y=1,78x + 0,65

R%20,79; p<0,0001 R%=0,69; p<0,0001
0 T T T 1 0 T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Peso de vaina (g) Peso de vaina (g)
® Alim5.09 control B Alim5.09 ET A Alim5.09 EH V¥ Alim5.09 ETXEH
O Jocketta control O Jocketta ET A Jocketta EH V Jocketta ETXEH

Figura 2.7. Relaciones entre el peso seco del grano y el peso seco de la vaina, ambos medidos
cuando el contenido de agua del grano fue maximo. Las vainas eran de la misma edad fenoldgica
promediando los dos estratos del canopeo a través de genotipos (Alim5.09 y Jocketta) y de
tratamientos, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y
dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control (riego a temperatura
ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura ambiente) y ETxEH
en el experimento (Exp) 1y Il. Los datos corresponden al peso medio de seis vainas por posicion

cuando los granos alcanzaron el contenido maximo de agua dentro de cada parcela.
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Tabla 2.7. Peso seco de vainas de la misma edad fenoldgica, determinado cuando los granos
alcanzaron el contenido méximo de agua correspondiente a dos estratos del canopeo (superior e
inferior) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]), dos genotipos (Alim5.09
y Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAmb] y estrés térmico [ET]) y las

interacciones entre los factores en el experimento (Exp) 1y II.

fl:lil(;ﬁ(l:o Genotipo tNéIr\r/T?ilco Estrato Peso seco de vaina (g)

Exp | Exp Il

Riego Alim5.09 Tamb superior 1,19 1,50

inferior 0,90 1,05

ET superior 0,95 1,17

inferior 0,80 0,97

Jocketta TAmb superior 0,83 1,12

inferior 0,63 0,81

ET superior 0,75 1,06

superior 0,80 1,31

EH Alim5.09 Tamb inferior 0,61 0,92

superior 0,75 1,33

ET inferior 0,62 0,99

inferior 0,50 0,79

Jocketta TAmb superior 0,73 0,99

inferior 0,62 0,74

ET superior 0,80 0,96

inferior 0,60 0,77

DMS (doble interaccion) 0,30 0,14
Nivel de significancia

Nivel hidrico (NH) * ns

Genotipo (G) ns fala

Nivel térmico (NT) ns ns

Estrato (E) * ol

ns, no significativo

k% *Significativos al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente. S6lo se muestran las interacciones
significativas.
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5. Discusion

Los resultados obtenidos mostraron que las plantas de soja sometidas a estreses combinados
exhibieron un efecto dominante del estrés hidrico sobre los episodios breves de ET. Estudios
anteriores han mostrado efectos aditivos o sinérgicos de la interaccién entre el estrés térmico y el
hidrico sobre el crecimiento (biomasa) en lenteja (Sehgal et al., 2017) y el rendimiento y/o sus
componentes numéricos (nimero y peso de grano) en soja (Dornbos y Mullen, 1991) o trigo
(Prasad et al., 2011). Dado que el EH se impuso durante todo el llenado de grano, mientras que el
ET se impuso durante 15 d (desde R5.5), el efecto dominante del EH estaria relacionado con las
diferencias en la duracion de cada estrés, en coincidencia con las observaciones de Ergo et al.
(2018) utilizando una aproximacion experimental similar. A su vez, este efecto dominante del EH
sobre el ET explicd porque la aplicacion simultdnea de ambos estreses provocO respuestas
similares en magnitud a las del estrés hidrico por si solo en la relacion fuente destino, el
rendimiento y sus componentes numéricos, asi como en el PGg, TCG, DLLG y CMA, los que
disminuyeron en ambos experimentos. Estos resultados resaltan el hecho de que el estrés térmico
y el estrés hidrico combinados no siempre aumentan la magnitud del dafio en las plantas
comparado con un estrés individual, como mostraron Zhou et al. (2017) para tomate (Solanum

lycopersicum) en experimentos en invernadero.

El estrés hidrico solo o combinado con ET durante el llenado de grano redujo el rendimiento
en ambos experimentos debido a reducciones tanto del NG como del PG (Tabla 2.3). Dado que
la definicion del NG puede extenderse hasta R6 (Egli, 1997; Kantolic et al., 2010; Monzén et al.,
2021), disminuciones en el NG son esperables. Trabajos anteriores también observaron
disminuciones en el NG debido al estrés hidrico solo (Brevedan y Egli, 2003; De Souza et al.,
1997) o combinado con estrés térmico (Dornbos y Mullen, 1991; Ergo et al., 2018). De acuerdo
con estudios previos de Andriani et al. (1991) y Jumrani y Singh (2018), las reducciones en el NG
estarian asociadas principalmente a disminuciones en el nimero de vainas (datos no mostrados).
Los fotoasimilados producidos en las hojas son esenciales para generar y mantener la biomasa
vegetativa y el crecimiento de los granos. El IAF se ha relacionado positivamente con el
rendimiento y sus componentes numéricos (Board y Tan, 1995; Kumudini, 2002; Lopez et al.,
1997). Trabajos recientes indicaron que el IAF maximo 6ptimo en el estadio fenolégico R5 para
alcanzar el rendimiento potencial de soja (> 5000 kg ha™) es de 6,0 para cultivares modernos
indeterminados (Tagliapietra et al., 2018). En las parcelas regadas se alcanzaron valores similares
de IAF antes mencionados (con rendimientos superiores a 6000 kg ha™* en ambos genotipos); sin
embargo, en las estresadas hidricamente las disminuciones del IAF fueron de alrededor del 48%
(Exp 1) y 37% (Exp Il) en comparacion con el control (Tabla 2.4). Estas reducciones podrian
haber limitado el suministro de asimilados a los granos durante el periodo de llenado,

contribuyendo asi a explicar las reducciones del peso de los mismos, de acuerdo con los estudios
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de Egli (2006, 2017). Mas aun, las variaciones en el peso de grano fueron asociadas con la relacion
fuente destino (Figura 2.4), indicando que a menor relacion F/D, disminuye el PG. Ademas,
recientemente reducciones en el peso de granos en soja bajo EH y ETxEH han sido relacionados
con una menor produccion de asimilados debido a la disminucion de los sitios de fijacion de CO»,
no solo por reducciones en el grosor sino también del area de las hojas (Carrera et al., 2021), junto
con dafios en la maquinaria fotosintética (Ergo et al., 2018). En general, las parcelas regadas con
ET mostraron un efecto no significativo sobre el rendimiento, el NG y el PGp (Tabla 2.3). Esta
ausencia general de respuestas sobre los atributos de rendimiento podria estar relacionada, al
menos en parte, con procesos de recuperacion que preservan la fuente fotosintética tras la
exposicion a breves periodos de ET (Ergo et al., 2018; Siebers et al., 2015). En un trabajo paralelo,
presentamos evidencias de la capacidad de enfriamiento transpiracional (incrementos de la
transpiracion foliar y de la conductancia estomatica, y descensos de la temperatura del canopeo)
en las hojas de estas parcelas regadas con ET, lo que podria haber contribuido a evitar reducciones
de la fotosintesis (Ergo et al., 2021). Concomitantemente, el IAF mostré cambios no significativos
en estas parcelas, contribuyendo a mantener la produccién de fotoasimilados durante el tiempo

dentro del ciclo en el que el cultivo esté fuertemente limitado por la fuente (Borrés et al., 2004).

Se han aportado evidencias de variaciones en el peso de granos debido a la posicién que
ocupan dentro del canopeo, siendo los granos del estrato inferior mas pesados que los del estrato
superior (Egli et al., 1978; Keigley y Mullen, 1986). En los estudios mencionados anteriormente,
la clasificacion de la posicion de los granos se realiz6 en el momento de la cosecha, y las
variaciones en el peso de granos a través del tallo principal se atribuyeron a menudo a las
diferencias en el momento del cuajado de las vainas, es decir, a la DLLG. Sin embargo, cuando
se consideré el peso de granos de vainas de la misma edad fenoldgica procedentes de diferentes
posiciones del tallo principal, el ES mostr6 un mayor PGe que el EI (Exp |, tabla 2.5), presentando
estos granos una mayor TCG en comparacion con los granos del El (Tabla 2.5). Illipronti et al.
(2000) también observaron granos mas pesados en los nudos superiores, aunque los autores no
discutieron posibles causas asociadas a las relaciones con la TCG y/o la DLLG. Contrariamente
a la hipétesis 1.2 (Capitulo 1), encontramos que los cambios en el PGe fueron explicados
principalmente por la TCG (Fig 2 Ay C) en ambos experimentos, con una menor contribucion
de la DLLG. Estos resultados estuvieron en linea con lo observado previamente por Egli (1981)
y Munier-Jolain y Ney (1998), aunque en condiciones bajo riego en macetas y a campo. La debil
asociacion entre PGe y DLLG podria estar relacionada con el hecho de que las comparaciones se

establecieron entre vainas de la misma edad fenolo6gica, que maduraron al mismo tiempo.

Un breve periodo de ET en las parcelas regadas produjo cambios no significativos en la TCG
y la DLLG, siendo el PG (Tabla 2.5) similar al del control (Tabla 2.5), reflejandose esto en un
peso de grano sin cambios a nivel de toda la planta (Tabla 2.3). Egli y Wardlaw (1980) y Ferris
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et al. (1999) también observaron cambios no significativos en la TCG y el peso de grano a nivel
de toda la planta cuando la temperatura superaba los 30 °C en los estadios R4-R5. Nuestra
hip6tesis es que la disponibilidad de agua en el suelo en las parcelas regadas, junto con el
aislamiento ambiental proporcionado por las vainas a los granos en crecimiento, podria ayudar a
prevenir el sobrecalentamiento de los mismos. De este modo, se podria explicar la ausencia de
respuestas observadas en la TCG y DLLG y, por tanto, en el PGe en las parcelas regadas bajo ET.
Existen evidencias de que bajo EH las disminuciones del peso de grano en el estrato superior
fueron de mayor magnitud que en el estrato inferior, alcanzando este Gltimo mayor peso de grano
en comparacion con el estrato superior (Rotundo y Westgate, 2010). Sin embargo, en nuestro
estudio, cuando se considero el peso de grano de vainas de la misma edad fenoldgica surgieron
resultados completamente opuestos, ya que el estrés hidrico por si solo redujo el PGe en un 20%
en el ESyenun 27% en el El, resultando en un mayor peso de grano en el ES (en Exp | donde el
efecto del estrato fue significativo). De manera similar, Smiciklas et al. (1992) reportaron
disminuciones en el peso de grano bajo EH y un mayor peso de grano en el ES comparado con el
El, aunque sin considerar vainas de igual edad como en nuestro estudio. Ademas, en las parcelas
sometidas a estrés hidrico (independientemente de los tratamientos de ET), el PGg disminuy6 un
21% (Exp 1) y un 13,5% (Exp 1l) (Tabla 2.5), reflejando las disminuciones significativas del PG
a nivel de toda la planta (Tabla 2.4). En base a estos resultados, la hip6tesis 1.1 (capitulo 1) fue
parcialmente aceptada, dado que si bien el PGg se redujo significativamente por el EH y el
ETxEH, el efecto ET fue no significativo. Contrariamente a lo esperado, no se observaron efectos
aditivos de la interaccion ETxEH sobre el PGg (Tabla 2.5).

En el presente estudio, el estrés hidrico solo o combinado con el ET redujo la TCG en los
estratos analizados y en ambos experimentos (Tabla 2.5). También se han registrado reducciones
de la TCG en maiz (Zea mays) bajo déficit hidrico (Artlip et al., 1995) y en lenteja bajo el efecto
combinado de ambos estreses (Sehgal et al., 2017). La disponibilidad de asimilados podria
modificar la TCG de manera directa, a través de la expansion celular y la acumulacion de materia
seca durante la fase lineal del crecimiento del grano (Egli, 2017; Egli et al., 1989; Munier-Jolain
y Ney, 1998). La expansion celular esta esencialmente motorizada por la entrada de agua en la
célula y es el proceso méas sensible al déficit hidrico inducido por la sequia (Blum, 1996). De
hecho, se ha documentado una actividad limitada del crecimiento metabdlico del grano seguida
de una disminucion de la TCG bajo tratamientos de EH (Egli y Bruening, 2004), limitando el
volumen méaximo que puede alcanzar el grano en expansion. EI CMA ha mostrado ser un buen
indicador de la capacidad de expansién del grano o del peso final del mismo, debido a su relacion
con el volumen celular (Sala et al., 2007). En el presente trabajo, observamos una disminucion
del CMA en las parcelas sometidas a estrés hidrico (Tabla 2.6), evidenciando limitaciones de los

granos en crecimiento para expandirse e incorporar los asimilados que llegan, es decir,
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limitaciones metabodlicas de los granos. Esto, a su vez, puede haber reducido la TCG vy, por lo
tanto, el PGe. La fuerte asociacion positiva entre el PGe y la TCG con el CMA (Figura 2.6) apoya
esta hipdtesis, evidenciando el efecto del estrés hidrico sobre la capacidad de crecimiento del
destino. Por otro lado, existen evidencias que muestran que la expansion celular del grano durante
el llenado puede verse limitada por la restriccion fisica ejercida por las vainas, impactando
negativamente en el peso final del grano (Egli et al., 1987; Miceli et al., 1995). Aqui observamos
que el peso de las vainas disminuyd en las parcelas con estrés hidrico en ambos experimentos
(Tabla 2.7), lo que también podria explicar las reducciones de PGe en estas parcelas. De hecho,
se observé una correlacion positiva y significativa entre el peso final de grano y el peso de la
vaina a través de los tratamientos y los experimentos (Figura 2.7). En lenteja, Sehgal et al. (2017)
también encontraron una reduccién del peso de las vainas bajo EH, y observaron una correlacién
positiva entre el peso de las vainas y el peso de los granos, pero solo bajo ETxEH.
Llamativamente, el estrato superior mostré un mayor peso de la vaina que el estrato inferior en
ambos experimentos (Tabla 2.7), lo que indicaria una menor restriccién fisica para la expansion
de los granos en comparacion con el estrato inferior. Por lo tanto, el peso de la vaina constituye
otro factor que explicaria las diferencias en el PGe a través del tallo principal, que hasta donde
sabemos no ha sido documentado previamente en soja a campo bajo la combinacion de estrés
térmico e hidrico. Seria interesante en futuros estudios determinar si el menor peso de vainas en
condiciones de EH durante el LLG se debe a que las vainas son méas pequefias por menor volumen
interno de los léculos o por menor ancho y largo, y/o porque son mas delgadas sus paredes.
Ademas, es posible que la disminucion de la fuente (IAF) al inicio del Ilenado de grano en las
parcelas con estrés hidrico, junto con caidas en la fotosintesis de las hojas (Ergo et al., 2021),
pudieron ejercer limitaciones en la disponibilidad de asimilados hacia las células cotiledonares
durante el proceso de division celular, reduciendo posteriormente la TCG. Por lo tanto, los efectos
indirectos de los asimilados en el peso final del grano necesitan mayor atencion y profundizar en
investigaciones.

6. Conclusiones

Tanto a nivel de planta como de estratos se observaron disminuciones en el peso de grano bajo
estrés hidrico durante el periodo de llenado de grano, ya sea solo o0 combinado con breves periodos
de estrés térmico. Aqui se muestra que estas disminuciones estuvieron fuertemente
correlacionadas con la tasa de crecimiento del grano y con una asociacién minima o nula con la
duracion del llenado de grano. Dado que la posicion de la vaina en el canopeo no esta
necesariamente relacionada con la edad de la vaina, la técnica de marcado de la vaina utilizada en
este estudio permitié una evaluacion precisa del peso final del grano a través de la tasa de
crecimiento del grano y la duracion del llenado de grano. Mediante este enfoque, los resultados

indicaron que el peso de grano de las posiciones inferiores del canopeo no siempre es mayor que
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el de las posiciones superiores, a través de diferentes condiciones ambientales (con y sin estrés).
Ademas, a través del contenido méximo de agua del grano y del peso de la vaina (positivamente
asociado al peso de grano), nuestros hallazgos aportan evidencias de las limitaciones de los granos
en crecimiento para expandirse e incorporar los asimilados entrantes al grano bajo estrés hidrico
solo o combinado con estrés térmico. Asi, nuestro trabajo representa un avance en la comprension
de la determinacion de un componente esencial del rendimiento como lo es el peso final de grano

en condiciones de estrés abidtico a campo.

45



CAPITULO 3

CALIDAD DEL GRANO DE SOJA EXPUESTO A ESTRES TERMICO E HIDRICO
DURANTE EL PERIODO DE LLENADO

1. Introduccion

La soja a nivel mundial representa el 59% de la produccion de cultivos oleaginosos (USDA,
2023), mientras que en Argentina ese valor alcanza el 89% (MAGYP, 2023). Ademas, nuestro
pais es el principal exportador mundial de productos derivados de soja como harina y aceite
(USDA, 2023), resaltando de esta manera la relevancia que tiene la calidad quimica de dicho
cultivo para el pais. La composicién promedio del grano de soja en términos de concentracion,
promedia un 36% (35-38%) de proteina, 19% (17-20%) de aceite y 35% (30-40%) de fraccion
residual (Carrera et al., 2021; Medic et al., 2014). La cuantificacion de proteina y aceite como
concentraciéon y no como contenido, proporciona escasa informacion sobre los mecanismos
fisioldgicos que subyacen al metabolismo de la calidad del grano. Esto es debido a que la
concentracion de final de proteina depende del contenido de proteina, pero también del contenido
de aceite y de la fraccion residual (Rotundo y Westgate, 2009). De esta manera, tener en cuenta
el peso de grano resulta clave para entender las variaciones de estos componentes. En este sentido,
en un estudio reciente que compil6 y analizé datos de numerosos experimentos a campo, Carrera
et al. (2021) encontraron en términos de contenido un promedio de 87 mg grano™ para proteina
con rangos de 76-97 mg grano, mientras que para aceite se encontré un promedio de 40 mg
grano® con rangos de 35-47 mg grano™. Por otro lado, el aceite de soja tiene un valor nutritivo
alto porque es una fuente rica en acidos grasos insaturados. Dentro de ellos se encuentran el acido
oleico con una concentracién promedio de 22% (15-41%), &cido linoleico con 52% (35-57%) y
acido linolénico con un 8% (5-14%) (Carrera y Dardanelli, 2017). Ademas, el aceite posee
componentes menores denominados tocoferoles cuya concentracion total es alrededor de 331 pg
g?! grano (283-360 pg g grano) (Carrera et al., 2021). Estos compuestos protegen a las
membranas bioldgicas contra el deterioro oxidativo de los acidos grasos poliinsaturados (Sattler
et al., 2004). Los tocoferoles consisten en cuatros isoformas, cuyas concentraciones se detallan:
20 pg g grano (2-10 pg g* grano) de alfa tocoferol, 4 ug g* grano (2-10 pg g* grano) de beta
tocoferol, 167 pg g grano (14-362 pg g grano) de gamma tocoferol y 77 pg g* grano (9-149
ug g* grano) de delta tocoferol (Carrera y Seguin, 2016). Entre ellos, se destaca al alfa tocoferol

por tener la actividad antioxidante méas potente in vivo (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996).

En Argentina, mas de dos tercios de su territorio enfrentan periodos de precipitaciones
erraticas (variaciones en tiempo y espacio) (Sayago et al., 2017), provocando eventos de estrés
hidrico acompafiados cominmente de estrés térmico que afectan la produccion de soja (Aramburu
Merlos et al., 2015; Di Mauro et al., 2019; Ergo et al., 2018). Ademas de la variabilidad genética

de la semilla, esta ampliamente documentado que las condiciones ambientales durante el llenado

46



del grano influencian la calidad final del mismo (Bosaz et al., 2019; Carrera et al., 2009;
Dardanelli et al., 2006; Gibson y Mullen, 1996; Helms y Orf, 1998). En este sentido, el periodo
mencionado resulta fundamental debido a que se produce la acumulacion de proteina, aceite,
hidratos de carbono y deméas compuestos que determinan la composicion final del grano (Saini y
Westgate, 1999; Yang y Zhang, 2006).

Los cambios en la composicion final del grano de soja ante condiciones de ET y EH individual
durante el llenado de grano han sido ampliamente estudiados, mientras que la interaccién de
ambos estreses ha recibido escasa atencion y en ensayos a campo menos aln. La temperatura
media del aire durante el llenado de grano ha sido utilizada como predictora de la calidad quimica
del grano en distintos estudios (Carrera et al., 2009; Piper y Boote, 1999). En ensayos en
condiciones controladas, se han observado aumentos en la concentracion de proteina con
temperaturas mayores a 25-26 °C durante el llenado de grano (Gibson y Mullen, 1996; Rotundo
y Westgate, 2009), mientras que cuando la temperatura media fue mayor a 35 °C la concentracion
de proteina disminuy6 (Thomas et al., 2003; Wolf et al., 1982). Mas recientemente, en ensayos a
campo y con incrementos de 4,5 °C sobre una temperatura media de 26 °C durante todo el llenado
se encontraron aumentos de la concentracion de proteina en la mayoria de los genotipos evaluados
con reducciones de la concentracion de aceite (Ortiz et al., 2022). En estudios previos y
similarmente, Gibson y Mullen (1996) y Thomas et al. (2003) encontraron que la concentracion
de aceite disminuy6 con temperaturas medias mayores a 26 °C. Se ha mencionado que aumentos
en la concentracion de proteina con reducciones en la concentracion de aceite podria relacionarse
con un efecto matematico en los contenidos de cada uno de los componentes, dado que la
concentracion relaciona el contenido de un componente en particular respecto al peso de grano
final (representado por la suma de los contenidos de proteina, aceite y fraccion residual) (Rotundo
y Westgate, 2009; Thomas et al., 2003). Aquel componente que se reduzca en mayor medida
provocaria el incremento de la concentracién del otro componente. De alli surge la importancia
de tener en cuenta el peso del grano en estos estudios como variable integradora de los procesos
fisioldgicos que suceden durante el periodo de llenado en el que se acumulan los distintos
componentes quimicos del grano (Carrera et al., 2021). La composicion del aceite también varia
ante incrementos de la temperatura. Por ejemplo, con temperaturas medias superiores a 29 °C
(Dornbos y Mullen, 1992) y 31 °C (Thomas et al., 2003) hallaron aumentos de la concentracion
de &cido oleico con reducciones de las concentraciones de &cido linoleico y linolénico. En este
sentido, Carrera et al. (2011) observaron que la relacion oleico linolénico aumentaba (lo que
implica un incremento de la concentracion de acido oleico y una reduccion de acido linolénico)
en ambientes calidos, es decir aquellos cuya temperatura media durante el llenado de grano era
de 24 °C. Respecto a los tocoferoles, Britz y Kremer (2002) y Chennupati et al. (2011) encontraron

que las plantas expuestas a 29 °C durante todo el llenado de grano tuvieron granos con mayor
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concentracion de alfa tocoferol y menor concentracion de delta tocoferol en comparacién con los
granos provenientes de plantas expuestas a un rango de temperatura entre 19 y 23 °C. Por otro
lado, el estrés hidrico genera cambios en la composicion del grano de soja, aunque con respuestas
contrapuestas en algunos casos. Por ejemplo, Dornbos y Mullen (1992), Kumar et al. (2006) y
Rotundo y Westgate (2010) mostraron que la concentracion proteina aumento y la concentracion
de aceite disminuy0 ante condiciones de estrés hidrico, mientras que Boydak et al. (2002), Carrera
et al. (2009), Foroud et al. (1993) y Specht et al. (2001) encontraron lo contrario. Estas respuestas
aparentemente opuestas, podrian atribuirse en parte, a las diferencias en el momento del inicio del
estrés hidrico como asi también a la intensidad y duracion del estrés generado, que varia entre los
experimentos mencionados. Respecto a la calidad del aceite, se ha evidenciado que el estrés
hidrico afecta la composicion de acidos grasos que determinan su estabilidad (Bellaloui et al.,
2014). Es asi que, en condiciones de déficit hidrico, se observaron aumentos de la concentracion
de acido oléico acompafiados de disminuciones de los acidos linoleico y linolénico (Boydak et
al., 2002; Carrera et al., 2017; Dornbos y Mullen, 1992). En cuanto a los tocoferoles, Britz y
Kremer (2002) informaron que el estrés hidrico aument6 2 o 3 veces la concentracién de alfa
tocoferol, mientras que delta y gamma tocoferol disminuyeron en menor magnitud, y la
concentracion de tocoferoles totales se mantuvo relativamente constante en comparacién con el
control. El efecto de la interaccion de ETXEH durante el llenado de grano sobre la composicion
quimica del grano ha sido abordado en algunos experimentos en condiciones controladas. Por
ejemplo, Dornbos y Mullen (1992) encontraron que temperaturas medias de 35 °C y déficit hidrico
severo provocaron aumentos en la concentracion de proteina y disminucion de la concentracion
de aceite. Ademas, observaron aumentos en la concentracion de acido oleico y disminucién de
linoleico y linolénico. Britz y Kremer (2002) encontraron que la temperatura media de 28 °C
combinado con déficit hidrico durante el llenado de grano increment6 la concentracion de alfa
tocoferol y disminuy6 la concentracion de delta y gamma tocoferol. Sin embargo, la informacion
sobre el impacto de la combinacion del ET y EH sobre los componentes quimicos del grano en
condiciones de campo es limitada. Mas aun, la dindmica temporal de acumulacion de proteina,
aceite y fraccion residual bajo la combinacién de condiciones estresantes no ha sido abordada

hasta donde conocemos.

Por otro lado, Collins y Cartter (1956), Escalante y Wilcox (1993) y Sharma et al. (2013)
mostraron que la composicion quimica del grano de soja varia a través del tallo principal. En los
estudios mencionados, encontraron que los granos desarrollados en el cuarto superior de la planta
lograron mayor concentracion de proteina y menor concentracion de aceite que aquellos
desarrollados en el cuarto inferior de la misma. Estos resultados fueron confirmados por Huber et
al. (2016) quienes sugirieron que la mayor concentracion de proteina de los granos ubicados en

el estrato superior podria deberse a la mayor disponibilidad de asparagina libre, aminoacido
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determinante en la acumulacion de proteina en los granos. Respecto a la calidad del aceite,
Bellaloui y Gillen (2010) encontraron que granos de nudos superiores exhibieron mayor
concentracion de acido oleico comparado con los de nudos inferiores. Recientemente y en
coincidencia, Moro Rosso et al. (2021) encontraron una mayor relacion OIl/Li-Ln en el estrato
superior de la planta, lo que implica aumentos de la concentracion de &cido oleico y reducciones
de la concentracion de &cido linoleico y linolénico. Resulta importante destacar que los estudios
antes sefialados dividieron a la planta en los distintos estratos a cosecha, para luego analizar la
composicién quimica de los granos. En este sentido, se propone un avance de metodologia para
estudiar la variacion de la composicion quimica a través del tallo principal. La misma consiste en
identificar vainas de igual edad fenoldgica al inicio del llenado de grano y asi determinar con
precisién la dinamica de acumulacion de los distintos componentes del grano. Teniendo en cuenta
lo mencionado y al igual que para el peso de grano evaluado anteriormente (ver Capitulo 2), el
contenido de proteina, aceite y fraccion residual puede ser descripto en funcion de la tasa de
acumulacién y duracion de acumulacién de cada uno de estos componentes (Poeta et al., 2016;
Rotundo y Westgate, 2010). Ambos parametros podrian contribuir a explicar y entender los
procesos fisioldgicos involucrados en la determinacion de la composicion final del grano
influenciada por el ET y/o EH considerando, ademas, la posicion que ocupan las vainas dentro

del canopeo.

2. Objetivos

En genotipos de soja con concentracion diferencial de proteina en grano sometidos a breves
intervalos de altas temperaturas, déficit hidrico y su interaccion durante el llenado se propone:
1. Cuantificar los cambios en concentracion y contenido de proteina, aceite y fraccion residual en
funcion de la tasa y duracién del periodo de acumulacion de los componentes mencionados.
2. Determinar la composicién del aceite correspondiente a vainas de la misma edad fenoldgica en

diferentes posiciones del canopeo, evaluando el perfil de acidos grasos y tocoferoles del grano.

3. Materiales y métodos

El disefio experimental y los tratamientos fueron previamente descriptos en el Capitulo 2.

3.1 Determinaciones de calidad quimica final del grano

A cosecha, a nivel de parcela, se determin6 la concentracion de proteina y aceite (expresado
como porcentaje en base seca) mediante espectroscospia de infrarrojo cercano (NIRs) Infratec 1241
(Foss Tecator; Hoganas, Sweden). La concentracion de fraccion residual (Res) (carbohidratos y
cenizas) se estim6 como [100- (aceite (%) + proteina (%))]. El contenido de proteina, aceite y
fraccion residual (mg grano?) se calculé como el producto entre el peso seco de grano y la

concentracion de proteina, aceite y fraccion residual, respectivamente.
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3.2 Calidad quimica de granos por estratos

A fin de establecer la dindmica de acumulacion de los distintos componentes quimicos del
grano, se siguié la misma metodologia descripta para el PGe donde se utilizaron los granos
provenientes del estrato superior e inferior (Capitulo 2). Se ajustaron modelos de regresion bilineal
con plateau para estimar la tasa de acumulacion (TA) y duracién de acumulacion (DA) de la

proteina, aceite y fraccion residual utilizando las ecuaciones 3.1y 3.2, respectivamente.
Componente quimico del grano (mg grano™) = a + bx para x < ¢ (funcién lineal) (3.1)
Componente quimico del grano (mg grano™) = a + bc para x > ¢ (funciéon plateau) (3.2)

Donde “x” es el dia después de la fase fenoldgica de R5.5 (d), “a” la interseccion con “y” (mg
grano?), “b” la tasa de acumulacion del componente quimico durante el periodo de llenado efectivo
del grano (mg grano™d?), y “c” es el punto de interseccion entre la fase lineal de acumulacion del
componente quimico y el contenido maximo del componente quimico del grano definido por la
funcidn plateau. La duracion de acumulacion se calcul6 entonces como la diferencia en dias entre
“c”y lainterseccion “x” de la funcion lineal para la acumulacion del componente quimico del grano
(Rotundo y Westgate, 2010). EI modelo bilineal se ajusté a la base de datos del componente

quimico utilizando el programa Table Curve 3D (Scientific, 1991).

Para estas dinamicas, los granos fueron molidos y a partir de la harina obtenida se determinaron

cada uno de los componentes quimicos, cuyos analisis se detallan a continuacion:

Extraccion de aceite

La concentracién de aceite (expresados como % en base seca) se determind a partir de 5-10 g
de harina de soja, mediante la extraccidén con un equipo Soxhlet durante 12 horas usando como
disolvente n-hexano. Luego, se elimind el disolvente por destilacion al vacio a 45 °C durante 20-
30 min, de manera similar a lo descrito en Maestri et al. (1998). El porcentaje de contenido total de
aceite se determind como la relacion de peso entre el aceite obtenido y el peso seco de la muestra

de harina de soja.
Proteina

Para la concentracion de proteina (expresado como % en base seca), primero se obtuvo el
contenido de nitrdgeno a partir de 0,5 g del residuo seco de la harina desgrasada por el método
Kjeldahl y luego se convirtié en concentracion proteica utilizando el factor de conversion 6,25
(AOCS, 1998).

Acidos grasos insaturados (oleico, linoleico y linolénico)
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A partir de 100 pl del aceite obtenido previamente se realizé una saponificacién alcalina (1 N
KOH en metanol) durante 10 min. La materia insaponificable se extrajo con 30 ml de n-hexano.
Los ésteres metilicos de &cidos grasos, expresados como una proporcion de los &cidos grasos totales
(% en base seca) se obtuvieron utilizando 20 ml de la solucion 1 N H2SO4 en metanol y se
analizaron en un cromatografo de gases Shimadzu GC-R1A con detector de ionizacion de llama 'y
columna capilar de vidrio (30 m x 0,25 mm id) recubierta de polietilenglicoles. Se utiliz6 un
programa de temperatura de 180- 240 °C (4 °C min™). Las temperaturas del inyector y del detector
fueron de 250 °C. Los picos se identificaron comparando sus tiempos de retencidn relativos con los
de las muestras auténticas (Maestri y Guzman, 1993; Maestri et al., 1998). El nimero de yodo
tedrico se calculo segln Carreras et al. (1989). Ademas, se calcul6 la relacion oleico linolénico
como indicador de la estabilidad oxidativa del aceite.

Tocoferoles

La extraccion de tocoferoles (toc) se llevé a cabo siguiendo la metodologia descripta por
Almeida et al. (2011) con algunas modificaciones: los granos de soja fueron molidos hasta obtener
una harinay 200 mg de ese material se extrajeron con 1,5 ml de metanol y, luego de mezclar en
vortex, se afiadio 1 ml de cloroformo. Luego de 5 min de sonicacion, se afiadié 1 ml de tampdn Tris
(50 mM Tris pH 7,5/1 M NaCl). Se recuper6 la fase de cloroformo y la fase de metanol (pellet
restante) se volvio a extraer con cloroformo (2 ml). Los extractos de cloroformo se mezclaron y se
ajustaron a un volumen final de 4 ml. Dos mililitros se secaron bajo gas nitrdgeno y se volvieron a
suspender en 0,2 ml de 99,5:0,5 hexano/isopropanol. La concentracién de tocoferoles se determiné
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Para ello, se utilizé un equipo Hewlett-
Packard serie 1100 acoplado a un detector de fluorescencia (Agilent Technologies serie 1200). La
separacion de las distintas isoformas de tocoferoles (alfa, beta, gamma y delta) se realiz6 en una
columna de fase normal Metasil Si (250 mmx34,6 mm, 5 um, Varian; Metachem, Torrance, CA,
EE.UU.) utilizando un sistema de disolvente isocratico (fase mévil) de 0,5% de isopropanol en
hexano con un caudal de 1 ml min™*. Los compuestos se detectaron y cuantificaron por fluorescencia
con excitacion a 296 nm y emision a 340 nm. La identificacion y cuantificacion de las isoformas
de tocoferoles se realizdé por comparacion con los tiempos de retencién y las areas de los picos de
los estandares adquiridos a Merck (set de tocoferol; Calbiochem #613424). Finalmente, se calculd
la concentracién total de tocoferoles (expresados como pg g grano) como la suma de las

concentraciones de alfa, beta, gamma y delta tocoferol.

3.3 Analisis estadistico

En cada experimento, los datos se analizaron estadisticamente utilizando el modelo de ANAVA
segun el disefio experimental. Cada efecto principal o interaccion se analizd en base a la

correspondiente fuente de error del disefio en parcelas sub subdivididas. Las medias se compararon
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con una prueba de diferencia minima significativa al nivel de probabilidad de 0,05 (Di Rienzo et
al., 2014). Las relaciones entre cada componente quimico del grano (proteina, aceite y fraccion
residual) y sus atributos TA y DA, se analizaron mediante un andlisis de regresion lineal. El
estadistico Cp de Mallows, los residuos parciales y coeficiente de determinacion (R?) fueron

analizados para identificar los modelos de ajuste méas apropiados.

4, Resultados

4.1 Composicidn final de granos: concentracién y contenido de proteina, aceite y
fraccion residual

En el Exp |, la concentracion de Pr fue modificada significativamente (p <0,001) por el nivel
hidrico y el genotipo. En las parcelas bajo déficit hidrico (EH y ETXEH), la concentracion de Pr
se redujo un 5% respecto a las parcelas bajo riego (Control y ET). A través de los tratamientos,
Alim5.09 present6 un 5% mas de proteina respecto de Jocketta. La concentracion de aceite fue
afectada diferencialmente en ambos genotipos de acuerdo al NH (p <0,05). En Jocketta, la
concentracion de aceite aumento un 3% en las parcelas bajo déficit hidrico respecto de las parcelas
regadas, mientras que Alim5.09 si bien presenté menores valores de aceite que Jocketta, no hubo
diferencias por el nivel hidrico. En ambos genotipos, el ET regado no produjo cambios
significativos en concentracion de Pr y Ac respecto al control. La concentracion de Res no se
modificd entre genotipo ni entre tratamientos (Tabla 3.1). Los contenidos de Pr, Ac y Res del
grano variaron de forma similar al peso individual de los mismos (Tabla 2.3, capitulo 2). En
general, en los genotipos evaluados se observé que el ET no produjo modificaciones significativas
en los diferentes componentes del grano comparados con el control. Por el contrario, en las
parcelas bajo déficit hidrico se observaron reducciones significativas (p <0,05) en los contenidos
de Pr, Ac y Res en ambos genotipos. La respuesta diferencial de los genotipos ante las dos
condiciones de déficit hidrico (EH y ETxEH), se evidencié por ejemplo en la interaccion
NHxGxNT para el contenido de Pry NHxG para el contenido de Ac (Tabla 8). En Alim5.09, el
EH redujo un 22, 21 y 14% los contenidos de Pr, Ac y Res respectivamente. El tratamiento que
generé mayores cambios fue el ETxEH, con caidas del 45, 40 y 35% para los contenidos de Pr,
Ac y Res, respectivamente. En el caso de Jocketta, los porcentajes de reduccion del contenido de
Pr, Ac y Res fueron menores comparados con Alim5.09 y el mayor impacto fue debido al EH con
reducciones del 25%, 17% y 13% para Pr, Ac y Res, respectivamente. El ETXEH redujo un 12, 8
y 7% los contenidos de Pr, Ac y Res. Aqui es interesante destacar que en Jocketta la magnitud de
la disminucidn frente a los tratamientos de déficit hidrico fue diferente para los tres componentes
quimicos mostrando un mayor impacto negativo en la proteina (la que disminuy6 19% comparado
con el 12% en Acy 10% en Res), y por lo tanto resultd en una mayor concentracion de aceite en

£s0s tratamientos como se menciona anteriormente.
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En el Exp Il, a través de los tratamientos, Alim5.09 presentd un 7% mas de Pr que Jocketta, el
cual alcanzé mayor concentracion de Ac (5%) respecto a Alim5.09. Las concentraciones de Pr,
Ac y Res de ambos genotipos no fueron modificadas significativamente (p >0,05) en las parcelas
de ET regadas (Tabla 3.1). En Alim5.09, las parcelas bajo déficit hidrico tampoco modificaron
las concentraciones de Pr y Ac, aunque si disminuy6 un 8% la concentracion Res respecto al
control. Por otro lado, en Jocketta, las parcelas bajo déficit hidrico registraron caidas del 4% en
la concentracion de Pr, mientras que las concentraciones de Ac y Res aumentaron un 4% y 2%
respectivamente. En cuanto a los contenidos de Pr, Ac y Res, éstos siguieron la misma tendencia
observada en el PGp (Tabla 2.3, capitulo 2). EI ET regado no provoc6 cambios significativos de
los distintos componentes del grano. Al igual que en el Exp I, las parcelas bajo déficit hidrico
disminuyeron significativamente todos los contenidos de los componentes quimicos del grano
(Tabla 3.1). En Alim5.09, las parcelas bajo EH y ETxEH disminuyeron los contenidos de Pr, Ac
y Res de manera similar, con caidas promedio del 15% respecto al control. Por el contrario, en
Jocketta las parcelas bajo EH y ET*EH afectaron diferencialmente a cada uno de los componentes
del grano. De esta manera, se observé una mayor disminucion del contenido de Pr (16%)
comparado con las caidas del Ac y Res, los que disminuyeron un 9y 11%, respectivamente. La
mayor disminucién en el contenido de Pr explicaria los incrementos observados en la
concentracion de Ac y Res. La respuesta diferencial entre los genotipos al EH y ETXEH estaria
resaltando la interaccion significativa de NHxG observada tanto para Pr como para Ac (p <0,05;
Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Concentracion y contenido de proteina, aceite y fraccion residual en grano considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]), dos
genotipos (Alim5.09 y Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAmb] y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el

experimento (Exp) 1y Il

tl:ll’ldvr(ieclzo Genotipo tNéIr\rﬁilco Proteina Aceite Fraccion residual Proteina Aceite Fraccion residual
(% en base seca) (mg grano™?)

Expl Expll Expl Expll Expl Expll Expl Expll Expl Expll Expl Expll

Riego Alim5.09 TAmb 40,5 40,7 235 22,7 36,0 40,0 89,3 89,1 51,5 49,7 79,0 80,3

ET 40,2 40,8 234 234 38,3 41,2 85,0 88,9 49,1 51,0 80,9 857

Jocketta TAmMDb 38,7 38,9 24,2 235 37,2 37,6 63,4 664 39,7 40,2 61,0 64,2

ET 38,2 38,5 240 235 399 379 62,5 65,6 36,2 40,0 65,0 64,5

EH Alim5.09 TAmb 39,2 40,5 22,8 22,9 38,0 36,5 694 77,1 40,8 43,8 67,8 694

ET 37,4 40,7 236 224 38,9 36,9 49,0 74,7 31,0 41,2 51,0 675

Jocketta TAmMD 36,1 37,0 25,0 244 38,9 38,6 47,6 53,1 32,8 351 51,0 555

ET 371 375 245 243 38,3 38,1 55,6 58,2 36,4 37,7 56,9 59,2

DMS (doble interaccion) 11 0,8 0,5 0,8 2,5 2,8 83 11,0 6,0 7,4 86 115

DMS (triple interaccion) 15 11 0,8 1,2 35 3,9 11,7 155 85 105 122 16,3
Nivel de significancia

Nivel hidrico (NH) Fxk *x ns ns ns ns falaie *x *x * Fxk *

Genotlpo (G) **x **x **x ** nS nS *k*% ***% ** ** ** **

Nivel térmico (NT) ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

NHxG ns * * * ns * * ns * ns ns ns

NHXNT ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

GXNT ns ns ns ns ns ns * ns ns ns * ns

NHXxGxNT ns ns ns ns ns ns * ns ns ns ns ns

ns, no significativo
ok *E ¥ Significativo al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente.
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4.2 Composicidon por estrato: concentracion y contenido de proteina, aceite y
fraccion residual

En el Exp I, el contenido de Pry Res fueron explicados significativa y principalmente por la
TA (R?=0,62; p <0,0001 y R?=0,15; p =0,0262 respectivamente), sin efecto significativo (p >0,05)
de la DA (Figura 3.1 A, B, E y F). Por el contrario, el contenido de Ac se explicé similarmente
por la TA (R?=0,20; p <0,0095) y la DA (R?=0,29; p =0,0014) (Figura 3.1 C y D), siendo esta
Gltima relacién menos robusta que la relacion entre Pry TA. Las pendientes de 29 y 12 mg grano
1 d* para Pr, y Res indicaron incrementos de ~29 y 12 mg en el contenido de Pr y Res por cada
incremento en la tasa de acumulacion, mientras que para el Ac las pendientes de 16 mg grano™ d-
enla TAyde0,7 d en la DA promovieron aumentos de ~16 mg en el contenido de Ac (Figura
3.1). A través de los tratamientos y estratos, Alim5.09 alcanz6 los mayores contenidos de Pr, Ac
y Res comparado con Jocketta (17%, 11% y 19%, respectivamente). Asimismo, a través de los
tratamientos y estratos se observé que, Alim5.09 tuvo un 16% mas de TA de Pr respecto a
Jocketta. Las diferencias genotipicas también se registraron en términos de concentracién, donde
Alim5.09 presentd un 4% mas de concentracion de Pr respecto a Jocketta, que a su vez exhibid
un 4% y 2% mas de concentracion de Ac y Res que Alim5.09 respectivamente (Tabla 3.2). EI NH
fue otro factor que afectd significativamente a la composicion quimica del grano. Es asi que,
independientemente del genotipo y del estrato, el contenido de Pr, Ac y Res en las parcelas bajo
déficit hidrico se redujo en promedio un 23% respecto a las parcelas regadas. En este sentido, se
observo que la TA también se redujo en las parcelas bajo déficit hidrico, un 21% en Pry un 13%
en Res, aunque sin cambios en Ac (Tabla 3.2). La DA fue entre 3-4 dias mayor en las parcelas
regadas en Pr y Ac sin modificaciones en Res (Tabla 3.2). Estos cambios impactaron en la
concentracion de los componentes del grano, donde en las parcelas bajo déficit hidrico se redujo
un 5% la concentracion de Pr, mientras que aumentaron un 1% y 5% la concentracién de Ac y
Res en comparacién con las parcelas regadas. A modo de ejemplo, se muestra en la Figura 3.2 la
dindmica de acumulacion del peso de grano y los componentes quimicos en el control de cada
genotipo y bajo la condicién de déficit hidrico que generé las mayores diferencias en
composicién: ETXEH en Alim5.09 y EH en Jocketta. Por otro lado, las parcelas estresadas
térmicamente (independientemente del genotipo y estrato) redujeron en promedio un 9% el
contenido de Pry Ac comparado con las parcelas sin ET donde el contenido Res no vari6. La TA
y DA no se modificaron significativamente por los tratamientos de ET. Estos cambios en las
parcelas bajo ET y ETxEH, provocaron una reduccion del 2% en la concentracion de Pr,
aumentando en igual proporcién la concentracion Res respecto a las parcelas sin ET (control y
EH). En general, el déficit hidrico y el ET redujeron en mayor proporcion los contenidos de Pr,
Ac y fraccion residual en Alim5.09 comparado con Jocketta, evidenciando las interacciones
significativas de NHxG y GxNT (Tabla 3.2). Por ultimo, resulta interesante destacar el efecto

significativo del estrato en la composicion quimica, donde a través de tratamientos y genotipos,
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el contenido de Pr y Ac fue un 12% y 8% mayor en el estrato superior respecto del inferior.
Coincidentemente, la TA en el estrato superior fue un 15% y 40% mayor en Pr y Res
respectivamente, comparado con el estrato inferior. La DA de Pr, Ac y Res no vari0 entre estratos.
También se observo que el estrato superior alcanz6 un 3% mas de concentracion de Pr comparado

con el estrato inferior, que disminuyd en igual proporcion la concentracion de Res (Tabla 3.2).

En el Exp Il, el contenido de Pr, Ac y Res fueron explicados significativa y positivamente por
la TA (R?=0,71; p <0,0001, R?=0,42; p <0,0001 y R?=0,18; p =0,0147 respectivamente), sin
efectos significativos sobre la DA (Figura 3.3). Las pendientes de 27, 21 y 10 mg grano™ d*! para
Pr, Ac y Res respectivamente indicaron incrementos de ~27, 21y 10 mg en el contenido de Pr,
Ac y Res por cada incremento en la tasa de acumulacién (Figura 3.3). Las variaciones en la
composicién quimica del grano se muestran en la Tabla 3.3. Se observo que, independientemente
de los tratamientos y estrato, el contenido de Pr, Ac y Res fue un 26%, 17% y 18% mayor en
Alim5.09 respecto a Jocketta. Siguiendo el orden de los mencionados componentes, la TA en
Alim5.09 fue un 30%, 16% Yy 14% mas alta comparada con Jocketta. La DA no difiri6 entre
genotipos para Pr y Ac, mientras que para Res fue 4 dias de mayor duracién en Alim5.09 respecto
a Jocketta. Ademas, Alim5.09 exhibié un 6% mas de concentracion de Pr comparado con
Jocketta, que a su vez alcanzé un 6% y 3% mas de concentracién de Ac y Res vs. Alim5.09
respectivamente (Tabla 3.3). El nivel hidrico modificd significativamente a la composicion
quimica del grano, donde independientemente de los genotipos y estratos, las parcelas bajo déficit
hidrico redujeron en promedio un 14% el contenido de Pr, Ac y Res respecto a las parcelas
regadas. La reduccion en estos contenidos estuvo explicada por caidas en igual proporcion de la
TA en las parcelas bajo déficit hidrico, mientras que la DA no se modifico. Se observé también
que en las parcelas bajo déficit hidrico se redujeron un 2% y 1% las concentraciones de Pr y Res
comparado con las parcelas regadas. Si bien la concentracion de aceite no se modificd
significativamente ante el factor individual nivel hidrico, si lo hizo ante la interaccion NHxG, al
igual que la concentracion de Pr (p <0,01; Tabla 3.3). Aqui observamos que en las parcelas bajo
déficit hidrico Alim5.09 practicamente no modificd la concentracion de Pr ni Ac, mientras que
Jocketta disminuy6 un 4% la concentracion de Pr y aumentd un 3% la concentracion de Ac
respecto a las parcelas bajo riego. Esto podria ser atribuido a que en Jocketta el déficit hidrico
provocO una mayor reduccidn en el contenido de Pr (20%) respecto del contenido de Ac (10%) y
Res (10%) por lo que disminuy6 la concentracion de Pr aumentando la concentracion de Ac. A
modo de ejemplo, se muestra en la Figura 3.4 la dindmica de acumulacion del peso de grano y los
componentes quimicos en el control de cada genotipo y bajo la condicion de déficit hidrico que
gener6 las mayores diferencias en composicion: ETXEH en Alim5.09 y EH en Jocketta. Por otro
lado, los distintos componentes del grano y sus parametros, TA y DA no fueron modificados

significativamente en las parcelas bajo ET. Tampoco se registraron cambios en la Pr, Ac y Res
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en términos de concentracion (Tabla 3.3). El factor estrato no produjo cambios significativos del
contenido de Pr, Acy Res (p >0,05). Sin embargo, en contenido de Pr, se observo una mayor TA
en el estrato superior respecto del inferior. Ademas, la DA para todos los componentes fue en
promedio 4 dias de mayor duracion en el estrato inferior respecto del superior (Tabla 3.3). Por
altimo, debido a la interaccion significativa de NHXE para la concentracion de Pr y Res, en el
estrato superior el déficit hidrico redujo un 3% la concentracion de Pr y aumentd un 2% la
concentracion de Res respecto de las parcelas regadas. En el estrato inferior, sin embargo, no se

observaron cambios significativos para Pr y Res.
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Figura 3.1. Tasa de acumulacion y duracion de acumulacion de los distintos componentes del
grano en vainas de la misma edad fenol6gica (los datos representan el promedio de los dos estratos
del canopeo) a través de genotipos (Alim5.09 [simbolos llenos] y Jocketta [simbolos vacios]) y
de tratamientos, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico)
y dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control (riego a temperatura
ambiente) [circulos], estrés térmico (riego bajo ET) [cuadrados], estrés hidrico (EH a temperatura
ambiente) [tridngulos] y ETxEH [rombos] en el experimento I: proteina (A y B), aceite (C y D)
y fraccion residual (Ey F).
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Tabla 3.2. Concentracién (Conc), contenido (Cont), tasa de acumulacion (TA) y duracion de acumulacién (DA) de proteina, aceite y fraccion residual en granos
correspondientes a vainas de la misma edad fenoldgica en dos estratos del canopeo (superior e inferior) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]),
dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAmb] y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el experimento
l.

Proteina Aceite Fraccion residual
Nivel . Nivel
hidrico Genotipo térmico Estrato Conc Cont TA DA Conc Cont TA DA Conc Cont TA DA
% (mggrano®) (mggranotd?) (d) % (mggrano?l) (mggranold?l) (d) % (mggranol) (mggranold?) (d)
Riego Alim5.09 Tamb  superior 41,1 95,3 2,4 40,6 23,7 54,9 14 41,0 35,3 81,8 2,5 37,5
inferior 40,4 86,9 2,1 39,9 234 50,3 1,3 425 36,3 78,1 1,1 36,8
ET superior 40,8 90,6 2,3 42,8 23,3 51,8 1,3 415 359 79,8 2,2 42,2
inferior 39,3 77,8 2,0 423 23,7 46,7 1,2 36,7 37,0 72,9 1,2 29,7
Jocketta TAmb superior 39,1 65,4 2,0 34,4 241 40,2 1,2 356 36,8 61,6 2,0 35,2
inferior 38,7 63,8 1,8 358 241 39,7 1,1 38,1 37,2 61,3 1,4 38,2
ET superior 38,8 66,4 1,7 40,8 24,0 41,1 1,0 39,2 37,3 63,8 1,7 40,8
inferior 37,6 61,0 1,8 36,6 23,9 38,7 1,4 325 385 62,4 1,4 35,3
EH Alim5.09 Tamb  superior 39,8 70,4 2,0 38,5 22,6 40,0 1,2 356 37,6 66,6 2,0 36,7
inferior 38,1 61,7 1,6 39,4 23,2 37,5 1,1 35,7 38,7 62,6 1,0 38,2
ET superior 38,3 53,0 1,9 31,6 234 32,5 1,2 29,8 38,3 53,2 1,8 32,0
inferior 36,2 45,1 1,4 36,6 244 30,4 1,2 28,8 39,5 49,2 1,2 33,3
Jocketta TAmb superior 37,6 61,1 1,6 38,1 245 39,7 1,1 36,6 37,9 42,7 1,7 36,8
inferior 36,1 52,1 1,2 41,3 25,0 36,1 1,0 37,9 39,0 37,3 1,0 38,8
ET superior 37,6 61,3 1,7 39,3 245 39,6 1,2 33,4 38,0 61,5 1,7 41,7
inferior 35,9 48,3 1,3 405 24,7 32,8 1,1 339 395 52,6 1,1 36,1
DMS (doble interaccion) 1,0 6,2 0,3 47 04 3,1 0,2 57 0,7 10,0 0,2 5,8
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DMS (triple interaccion)
DMS (cuadruple interaccién)
Nivel de significancia
Nivel hidrico (NH)
Genotipo (G)

Nivel térmico (NT)
Estrato (E)

NHxG

NHxNT

NHXE

GxNT

GxE

NTxE

NHXGXNT

1,4
1,9

*k*k

*k*k

*k*k

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

8,7
12,3

*k*k
*kk
**
**

*Kk*k

ns
ns

ns
ns
ns

0,4
0,6

*kxk

**

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

6,7
9,4

ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,6
0,8

ns
Kk
ns
ns

ns
ns

ns
ns
ns

4,4
6,2

*k*
**k*k
**
**

**kx

ns
ns

ns
ns
ns

0,3
0,5

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

81 1,0
114 14
* **%k*
ns *
ns *
ns **k*
ns *
ns ns
ns ns
ns ns
ns ns
ns ns
ns ns

141
19,9

*k*k

**

ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns

0,3
0,4

**

ns
ns
KKk
ns
ns
ns
ns
**
ns
ns

8,2
11,6

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns, no significativo

*xk ok * Significativo al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente. SOlo se muestran las interacciones significativas.
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Figura 3.2. Dindmica de acumulacion del peso de grano (PG) y del contenido de proteina (Pr),
aceite (Ac) y fraccion residual (Res) en los genotipos Alim5.09 (A) y Jocketta (B) bajo los
tratamientos que resultaron de la combinacién de dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y
dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control (C, indicado en verde),
estrés hidrico (EH, indicado en naranja) y la interaccion de estrés térmico con estrés hidrico
(ETxEH, indicado en rojo) en el experimento I. Los simbolos representan el peso de grano

(circulos), proteina (cuadrados), aceite (triangulos) y fraccion residual (rombos).
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Figura 3.3. Tasa de acumulacion y duracion de acumulacion de los distintos componentes del grano
en vainas de la misma edad fenoldgica (los datos representan el promedio de los dos estratos del
canopeo) a través de genotipos (Alim5.09 [simbolos llenos] y Jocketta [simbolos vacios]) y de
tratamientos, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y dos
niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control (riego a temperatura ambiente)
[circulos], estrés térmico (riego bajo ET) [cuadrados], estrés hidrico (EH a temperatura ambiente)
[triangulos] y ETXEH [rombos] en el experimento Il proteina (A y B), aceite (C y D) y fraccion
residual (Ey F).
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Tabla 3.3. Concentracién (Conc), contenido (Cont), tasa de acumulacion (TA) y duracion de acumulacién (DA) de proteina, aceite y fraccion residual en granos
correspondientes a vainas de la misma edad fenoldgica en dos estratos del canopeo (superior e inferior) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]),
dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAmb] y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el experimento
.

Proteina Aceite Fraccién residual
Nivel . Nivel
hidrico Genotipo térmico Estrato Conc Cont TA DA Conc Cont TA DA Conc Cont TA DA
% (mggrano?l) (mggranold?) (d) % (mggrano?l) (mggranotd?!) (d) % (mggrano?l) (mggranotd?) (d)
Riego  Alim5.09 Tamb  superior 41,7 92,2 2,5 374 22,2 49,0 1,3 36,6 36,2 80,0 2,3 39,4
inferior 40,3 86,1 2,4 395 225 48,1 1,4 353 37,1 79,3 2,3 34,9
ET superior 41,3 85,8 2,7 32,7 22,7 47,1 14 35,3 36,0 74,8 2,9 21,7
inferior 40,7 90,2 2,1 416 234 51,9 1,4 38,2 359 79,4 2,1 41,8
Jocketta TAmb superior 40,4 69,2 1,9 37,4 23,3 39,9 1,3 30,1 36,3 62,1 2,3 31,6
inferior 38,3 64,4 1,7 41,7 23,6 39,7 1,2 351 382 64,2 2,0 31,0
ET superior 39,5 66,9 1,7 40,0 23,6 40,0 1,3 29,3 37,0 62,7 2,1 31,1
inferior 38,2 64,0 1,5 44,2 23,6 39,4 1,0 40,1 38,2 63,9 2,0 30,6
EH Alim5.09 Tamb  superior 41,4 78,2 2,2 35,7 22,3 42,3 1,2 34,8 36,4 68,8 2,1 34,4
inferior 41,1 77,3 1,9 40,3 22,6 42,6 1,1 38,8 36,3 68,4 1,9 36,9
ET superior 41,3 73,4 2,2 34,2 22,2 39,6 1,2 33,4 36,6 64,9 2,0 31,7
inferior 40,6 75,4 2,1 36,2 22,6 41,9 1,3 33,5 36,8 68,3 1,9 39,1
Jocketta TAmb superior 37,6 51,4 1,6 33,7 24,3 33,2 1,0 315 381 52,1 2,1 26,1
inferior 37,2 54,5 1,4 375 24,6 36,0 0,9 38,6 38,3 56,1 1,6 37,9
ET superior 38,2 57,7 15 39,8 23,8 35,9 1,1 32,2 37,7 56,9 2,1 25,1
inferior 37,8 59,2 15 38,9 24,3 38,1 0,9 40,4 37,8 59,2 1,7 36,0
DMS (doble interaccion) 0,5 7,0 0,2 42 05 4,6 0,2 55 04 6,0 0,4 6,0
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DMS (triple interaccion)
DMS (cuadruple interaccién)
Nivel de significancia
Nivel hidrico (NH)
Genotipo (G)

Nivel térmico (NT)
Estrato (E)

NHxG

NHxNT

NHXE

GxNT

GxE

NTxE

NHXGXNT

0,7
1,0

*%k
*kk

ns
*kk

*k*k

ns

ns
ns
ns
ns

9,9
13,9

*k*k

*kk

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,3
0,4

Kk
Kk
ns
*%
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

6,0
8,4

ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,7
1,0

ns
KAk
ns
ns
*%
ns
ns
ns
ns
ns
ns

6,4
91

**

*kk

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,2
0,3

**

**

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

7,8
11,0

ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,6
0,8

**k*k

ns
*%
ns
ns
*%
ns
ns

ns
*%

8,4
11,9

*k*k

*k*x

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,6
0,8

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

8,5
12,0

ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns, no significativo

*Hk k¥ Significativo al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente. SOlo se muestran las interacciones significativas.
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Figura 3.4. Dindmica de acumulacion del peso de grano (PG) y contenido de proteina (Pr), aceite
(Ac) y fraccion residual (Res) en los genotipos Alim5.09 (A) y Jocketta (B) bajo los tratamientos
que resultaron de la combinacién de dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y dos niveles
térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control (C, indicado en verde), estrés hidrico
(EH, indicado en naranja) y la interaccion de estrés térmico con estrés hidrico (ETXEH, indicado
en rojo) en el experimento Il. Los simbolos representan el peso de grano (circulos), proteina

(cuadrados), aceite (triangulos) y fraccion residual (rombos).
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4.3 Relaciones entre proteina, aceite y fraccion residual con la relacién fuente

destino, contenido maximo de agua y peso de vaina

A partir de las tablas 2.4, 2.6, 2.7, 3.2 y 3.3, se establecieron asociaciones entre las variables
mediante correlaciones de Pearson (Tabla S1 del anexo). Asi, a través de los tratamientos, se
evidencid gue el contenido y la tasa de acumulacion de cada uno de los componentes quimicos
(proteina, aceite y fraccién residual) se asocid significativa y positivamente con la relacién fuente
destino, indicando que a mayor relacién fuente destino se lograrian mayores tasas de acumulacion
y, por ende, mayor contenido de proteina, aceite y fraccion residual. A diferencia de ello, la
duracion de acumulacién de los mencionados componentes quimicos no fue asociada
significativamente con la relacion fuente destino. Adicionalmente, se observo que la tasa de
acumulacién de proteina, aceite y fraccion residual fueron asociadas significativa y positivamente
con el contenido maximo de agua, el peso de vaina y la tasa de crecimiento del grano. De este
modo, el contenido y la tasa de acumulacién de proteina, aceite y fraccion residual siguieron la
tendencia de asociacion observada en el peso de grano y sus parametros (capitulo 2).
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4.4 Concentracion de 4cidos grasos insaturados y relacion acido oleico linolénico

En la Tabla 3.4 se muestran las variaciones en la concentracion de acidos grasos insaturados
y la relacion oleico linolénico para los experimentos | y 1. En el Exp I, independientemente del
genotipo y estrato, se observd un efecto significativo del nivel hidrico, donde las parcelas bajo
déficit hidrico modificaron la composicion del aceite, incrementando un 7% la concentracion de
acido oleico respecto de las parcelas regadas. Por el contrario, la concentracion de los acidos
linoleico y linolénico disminuyd un 1% y 10% en las parcelas con EH. De esta forma, la relacién
Ol/Ln se incremento un 16% en las parcelas bajo déficit hidrico respecto de las parcelas regadas.
En general, los factores genotipo y nivel térmico no provocaron cambios significativos en los
distintos &cidos grasos insaturados. De manera interesante, se observé que el aceite de granos del
ES present6 mayor concentracion de acido oleico (9%) y menor concentracion de acido linoleico
y linolénico (4 y 6% respectivamente) comparado con el El. Estas diferencias se reflejaron en la
relacion Ol/Ln que fue un 14% mayor en el ES comparado con el El. Debido al efecto significativo
de la interaccion GXE observamos que, si bien en el EI hubo menor concentracion de acido oleico
y relacion Ol/Ln respecto del ES, en el caso del genotipo Alim.09 esa diferencia entre estratos fue
del 13% para el &cido oleico y 23% para la relacion Ol/Ln, mientras que en Jocketta la diferencia

fue menor, 3% y 5% para el acido oleico y la relacion Ol/Ln respectivamente (Tabla 3.4).

En el Exp Il, independientemente del genotipo y estrato, las parcelas bajo déficit hidrico
incrementaron un 8% la concentracion de &cido oleico y disminuyeron un 3% y 6% la
concentracion acidos linoleico y linolénico respecto de las parcelas regadas. De esta manera, la
relacién Ol/Ln se incrementd un 13% en las parcelas bajo déficit hidrico respecto a las parcelas
regadas. El factor genotipo al igual que el nivel térmico no fueron significativos para ninguno de
los acidos grasos insaturados evaluados. Sin embargo, en Jocketta, los granos del El alcanzaron
un 4% y 10% mas de acido linoleico y linolénico respecto del ES, mientras que en Alim5.09 no
hubo diferencia por estrato destacando la interaccion significativa GxE (p <0,05; Tabla 3.4). En
larelacion Ol/Ln el mayor valor se observo en el ES de Jocketta (3,7%), sin embargo, en Alim5.09
tampoco se registraron diferencias por estrato sefialando la interaccién significativa GXE (p
<0,05; Tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Perfil de &cidos grasos insaturados y relacion acido oleico/linolénico (Ol/Ln) del aceite de granos correspondientes a vainas de la misma edad
fenoldgica en dos estratos del canopeo (superior e inferior) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]), dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta),

dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAMb] y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el experimento (Exp) 1y Il.

Nivel

Nivel hidrico  Genotipo t6rmico Estrato Oleico Linoléico Linolénico Ol/Ln
% (porcentaje en base seca)
Exp | Exp Il Exp | Exp Il Exp | Exp Il Exp | Exp Il
Riego Alim5.09 Tamb  superior 26,5 24,7 51,0 51,6 6,4 7,5 4,1 3,3
inferior 22,6 23,0 51,8 52,9 7,4 8,1 3,1 2,9
ET superior 27,3 24,2 50,0 50,4 6,0 7,1 4,6 3,4
inferior 21,5 26,0 54,5 50,2 7,6 7,4 2,9 3,5
Jocketta TAmb  superior 23,5 21,8 51,3 51,8 7,3 7,4 3,2 3,0
inferior 22,2 23,1 54,5 53,2 7,5 8,0 3,0 2,9
ET superior 25,0 25,3 50,2 49,6 6,4 6,9 3,9 3,7
inferior 25,2 23,3 52,0 50,3 6,6 7,3 3,8 3,2
EH Alim5.09 Tamb superior 24,0 22,8 53,0 53,3 7,1 7,6 3,4 3,0
inferior 22,6 23,9 54,7 53,3 7,4 7,9 3,0 3,0
ET superior 27,2 23,5 50,2 52,5 6,1 7,5 4,5 3,2
inferior 24,2 26,3 52,6 50,1 6,4 7,3 3,8 3,6
Jocketta TAmb  superior 24,2 24,2 51,6 49,5 7,0 7.3 3,5 3,3
inferior 23,5 21,0 52,7 54,2 7,1 8,4 3,3 2,5
ET superior 25,9 26,1 51,9 50,6 6,3 7,0 4,2 3,7
inferior 25,2 24,0 52,8 51,7 6,5 78 3,9 3,1
DMS (doble interaccion) 1,5 2,0 1,5 1,6 0,5 0,3 0,4 0,4
DMS (triple interaccion) 2,1 2,8 2,1 2,3 0,7 0,5 0,6 0,5
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DMS (cuadruple interaccién)
Nivel de significancia
Nivel hidrico (NH)
Genotipo (G)

Nivel térmico (NT)
Estrato (E)

NHxG

NHxNT

NHXxE

GxXNT

GxE

NTxE

NHxGXNT

3,1

**

ns
ns
*%
ns
ns
ns
ns

ns
ns

4,0

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

3,0

ns
ns
ns
KAk
ns
ns
ns
ns
ns
ns

3,2

**

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns

1,0

*k*

ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,7

*k*

ns
ns
*hk
ns
ns
ns
ns

ns
ns

0,9

*k*k

ns
ns
*%
ns
ns
ns
ns

ns
ns

0,7

**

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns

ns, no significativo

*ak kk Ok Significativo al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente. S6lo se muestran las interacciones significativas.
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4.5 Concentracion de tocoferoles

En el Exp |, se registraron diferencias significativas de las interacciones NHxG (p <0,01) para
alfa toc y NHxE (p <0,05) y GxE (p <0,01) para beta toc, aunque éstas representaron < 10% de
la variabilidad de los mencionados tocoferoles (datos no mostrados). Ademas, se registraron
diferencias significativas entre genotipos (p <0,05) para todas las isoformas de tocoferoles (Tabla
3.5). Alim5.09 presentd los valores més altos de alfa toc y beta toc (243% y 60% respectivamente)
en relacion a Jocketta. Este tltimo genotipo exhibi6é un 29% y 47% mas de gamma toc y delta toc
respecto a Alim5.09. Las parcelas regadas bajo ET no se diferenciaron significativamente del
control (p > 0,05). A través de los genotipos, las parcelas bajo déficit hidrico provocaron aumentos
significativos de alfa toc y disminuciones de delta toc en ambos genotipos. Los tratamientos de
EH solo o combinados con ET, provocaron un incremento del 140% de alfa toc respecto a las
parcelas regadas, mientras que el impacto en delta toc fue considerablemente menor con
disminuciones que alcanzaron el 34%. Por Gltimo, no se observaron diferencias significativas
debido al genotipo y tratamientos en la concentracion total de tocoferoles, indicando solo la
modificacion de su composicién (Tabla 3.5). El factor estrato tampoco resulto significativo para

ninguno de los tocoferoles analizados (Tabla 3.5).

En el Exp Il, se observaron diferencias significativas entre genotipos para alfa toc, beta toc y
delta toc (Tabla 3.5). Similar al Exp I, Alim5.09 present6 valores mas altos para alfa toc y beta
toc (170% y 73% respectivamente) comparado con Jocketta y este Ultimo un 29% mas de delta
toc respecto a Alim5.09. Las parcelas bajo déficit hidrico incrementaron significativamente (p
<0,05) un 25% alfa toc, disminuyendo un 14% delta toc respecto a las parcelas regadas. A través
de los genotipos, en las parcelas regadas se observd una tendencia de mayor concentracion de
gamma toc y tocoferoles totales respecto a las parcelas bajo déficit hidrico. Al igual que en el Exp
I, las parcelas regadas bajo ET no modificaron (p >0,05) a las distintas isoformas de tocoferoles
incluyendo los tocoferoles totales (Tabla 3.5). Por Gltimo, tampoco se registraron diferencias en

las distintas isoformas de tocoferoles entre estratos (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Concentracion de alfa, beta, gamma, delta tocoferol y tocoferoles totales de granos correspondientes a vainas de la misma edad fenoldgica en dos
estratos del canopeo (superior e inferior) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]), dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta), dos niveles

térmicos (temperatura ambiente [TAmb] y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el experimento (Exp) 1y Il.

Nivel Nivel

hidrico Genotipo t6rmico Estrato Tocoferoles (Ug g* grano)
Alfa Beta Gamma Delta Total
Exp | Exp Il Exp | Exp Il Exp | Exp Il Exp | Exp Il Exp | Exp Il
Riego  Alim5.09 Tamb  superior 25,2 47,2 9,9 12,9 110,8 165,8 43,7 65,4 189,6 291,3
inferior 34,5 48,2 10,7 14,3 132,8 169,1 48,9 67,0 227,0 298,6
ET superior 30,1 55,6 12,3 16,2 137,7 163,7 55,3 63,9 235,4 299,3
inferior 29,3 36,3 9,7 11,4 138,2 1325 49,3 53,6 226,5 233,8
Jocketta TAmb superior 58 24,4 5,0 9,9 93,5 188,5 46,6 87,1 150,9 310,0
inferior 14,1 12,4 7,0 6,3 168,0 119,8 76,8 56,8 265,8 195,3
ET superior 5,6 18,4 6,2 8,0 121,3 165,0 75,0 76,3 208,1 267,7
inferior 10,9 12,9 8,0 6,4 245,9 125,0 76,9 60,1 3417 204,4
EH Alim5.09 Tamb  superior 72,6 64,2 16,5 13,6 121,3 147,7 33,6 48,0 243,9 273,5
inferior 40,8 54,8 9,5 12,4 1211 156,3 36,5 49,7 207,9 273,1
ET superior 87,9 57,6 13,2 12,3 128,1 123,4 26,6 39,9 255,8 233,2
inferior 80,7 50,7 8,9 10,6 120,8 137,7 26,5 44,7 236,9 243,6
Jocketta TAmb superior 22,0 19,9 7,6 6,8 163,3 170,0 40,2 62,6 233,1 259,4
inferior 28,0 24,3 8,9 7,6 217,5 199,3 46,3 80,0 300,7 311,2
ET superior 16,5 21,6 8,1 7,5 162,1 152,8 51,3 60,6 238,1 2425
inferior 18,0 22,4 6,6 79 138,4 179,7 55,8 75,7 218,7 285,7
DMS (doble interaccion) 13,8 8,6 2,1 2,5 41,9 35,1 14,4 13,2 57,0 57,1
DMS (triple interaccion) 19,6 12,1 3,0 3,6 59,4 49,7 20,4 18,7 80,8 81,0
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DMS (cuadruple interaccion)
Nivel de significancia
Nivel hidrico (NH)
Genotipo (G)

Nivel térmico (NT)
Estrato (E)

NHxG

NHXNT

NHxE

GXNT

GxE

NTxE

NHXGxNT

28,0

*kk

*k*k

ns
ns
*%*
ns
ns
ns
ns
ns
ns

17,3

*k*k

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

4,3

ns
Kk
ns
ns
ns
ns

ns
*%*

ns
ns

51

ns
*Khk
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

84,8

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

71,0

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

29,1

*kk

**

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

26,8

**

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

1154

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

115,7

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns, no significativo

*ak xk* Significativo al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente. S6lo se muestran las interacciones significativas.
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4.6 Relaciones entre tocoferoles, peso de grano y aceite en el grano

A partir de los resultados de las tablas 2.5, 3.2, 3.3 y 3.5, se establecieron asociaciones
entre el peso de grano y los componentes quimicos, a través del ajuste de regresiones lineales
simples (Figura 3.5). De esta manera, se observo que la concentracion total de tocoferoles fue
explicada significativa y negativamente por el peso de grano (R?=0,30; p=0,0032), indicando
que la concentracion de tocoferoles totales disminuyé ante incrementos del peso de grano
(Figura 3.5 A). Por el contrario, la concentracion de tocoferoles totales se incrementd ante
aumentos de la concentracion de aceite (R?>=0,15; p=0,0441) y disminuyé ante aumentos del
contenido de aceite (R?=0,26; p=0,0056), indicando una relacién de tipo dilucién con la
cantidad de aceite por grano (Figura 3.5 B y C). Por Gltimo, a través de andlisis de correlacién
de Pearson, se observé que las variaciones en las distintas isoformas de tocoferoles se
asociaron con el peso de grano: alfa tocoferol (r= 0,61**), beta tocoferol (r= 0,76***), gamma
tocoferol (r= -0,51**) y delta tocoferol (r= -0,41%*), sefialando que granos mas pesados
lograrian mayores concentraciones de alfa y beta tocoferol y menores concentraciones de

gamma y delta tocoferol.
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Figura 3.5. Relacién de la concentracion de tocoferoles totales con el peso de grano (A), la
concentracion de aceite (B) y el contenido de aceite (C) en granos de soja a través de genotipos
(Alim5.09 y Jocketta) y de tratamientos, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos
(riego y estrés hidrico) y dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control
(riego a temperatura ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura
ambiente) y ETxEH en el experimento | y Il. Los simbolos llenos representan a Alim5.09 y los
simbolos vacios a Jocketta. Las formas representan a los tratamientos: circulos (control),
cuadrados (ET), triangulos (EH) y rombos (ETXEH).
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5. Discusion

Los resultados de este capitulo evidenciaron que el contenido de los principales componentes
del grano, es decir, la proteina, aceite y fraccion residual disminuyeron ante condiciones de déficit
hidrico durante el llenado de grano, coincidiendo con Dornbos y Mullen (1992) y Rotundo y
Westgate (2009). Contrario a nuestra hipotesis, no observamos efectos aditivos debido a la
combinacion del ETxEH sobre los componentes quimicos del grano, siendo las reducciones en
Pr, Ac y Res de magnitudes similares bajo EH solo o combinado con ET (Tabla 3.1). Dicho
resultado estuvo en linea con lo observado en el PGp (Tabla 2.3, Capitulo 2), variable para la cual
se concluyé que EH, aplicado durante todo el llenado del grano, ejerceria un efecto dominante
sobre el ET, aplicado durante 15 dias del llenado del grano. Al mismo tiempo, el EH y el ETXEH
provocaron caidas de similares magnitudes en variables como la relacién fuente destino (Tabla
2.4, Capitulo 2), afectando negativamente la acumulacion de Pr, Ac y Res en el grano a través del
suministro de asimilados (Tabla S1 del anexo). A través de los experimentos y tratamientos, se
evidencié un marcado efecto genotipico, siendo el contenido de Pr, Ac y Res y concentracién de
Pr siempre mayor en Alim5.09 respecto a Jocketta, mientras que este Gltimo genotipo tuvo mayor
concentracion de Ac y Res respecto a Alim5.09 (Tabla 3.1). Este resultado destaca la importancia
de la eleccion del genotipo como practica de manejo, dado que adin en condiciones estresantes
cada genotipo conservo su caracteristica diferencial de composicién quimica para la cual fueron
seleccionados. Ademas, si bien las condiciones ambientales modulan el suministro de asimilados
hacia el grano para la sintesis de los distintos componentes que determinan su calidad, las
diferencias genéticas en su composicion quimica estan probablemente reguladas por el mismo
grano (Hayati et al., 1996; Wyss et al., 1991). Por lo tanto, ambas fuentes de variacion en la

composicién quimica del grano deben ser tenidas en cuenta.

En este estudio, el EH ya sea solo o combinado con el ET disminuy6 levemente mas al
contenido de Pr respecto del resto de los componentes, provocando un ligero incremento en la
concentracion de Ac y/o Res (Tabla 3.1). Por el contrario, Rotundo y Westgate (2010) encontraron
que el contenido de Ac y Res fueron mas reducidos ante el déficit hidrico, aumentando asi la
concentracion de Pr. La acumulacién de Ac en el grano depende mayormente de la asimilacion
actual de carbono via fotosintesis y en menor medida de removilizacion de reservas (Yamagata
et al., 1987). Por ello, ha sido propuesto que, si el estrés reduce la oferta de asimilados durante el
llenado, la sintesis de Ac seria disminuida proporcionalmente mas que la de Pr (Rotundo et al.,
2009, 2011). Una posible explicacion de las diferencias encontradas en nuestro trabajo respecto
a Rotundo et al. (2009, 2011) podria ser que debido a que la acumulacién de Pr comienza antes
que la deposicion de Ac (Yazdi-Samadi et al., 1977) un inicio temprano del estrés, como en
nuestros experimentos, tendria un mayor impacto negativo en la Pr que uno tardio. Esta hipdtesis

se apoya en Rose (1988) y Carrera et al. (2009), quienes concluyeron que un EH temprano en el
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periodo de llenado de grano redujo la concentracion de Pr e incrementd la concentracién de Ac.
Por otro lado, la falta de respuesta del contenido de Pr, Ac y Res ante el ET regado, podria
relacionarse a que tanto la produccion de asimilados por parte de las hojas (Ergo et al., 2021), asi
como la capacidad intrinseca del grano para sintetizar y almacenar los componentes del grano
(Tabla 2.6 y 2.7, Capitulo 2) no fueron afectadas en las parcelas bajo ET regado.

Para avanzar en la comprension de los cambios que se observaron en los componentes del
grano debido a los tratamientos, determinamos la dindmica de acumulacién del contenido de Pr,
Ac y Res a través de la tasa y duracion de acumulacion. En general y teniendo en cuenta ambos
experimentos, los contenidos de Pr, Ac y Res se asociaron principalmente con la TA (a excepcion
del aceite en el Exp I) y las relaciones mas robustas se alcanzaron entre el contenido de Pry la
TA de este componente (Figura 3.1y 3.2). En general, las reducciones del contenido de Pr, Acy
Res en las parcelas estresadas hidricamente se asociaron a caidas en la TA de los mismos (Tabla
3.2y 10). En coincidencia con lo observado por Rotundo y Westgate (2010), la TA y DA variaron
en forma independiente. Mas aun, en el Exp I, en las parcelas bajo déficit hidrico la reduccién en
el contenido de Pr se asoci6 a la reduccion en la TA, mientras que la disminucidn en el contenido
de Ac se asoci6 principalmente a un acortamiento en la DA (Tabla 3.2). Contrariamente a lo
hipotetizado, la acumulacion de Pr no se mantuvo ante condiciones de estrés, y su disminucion
estuvo asociada a una caida del 17% promedio de su TA a traves de los experimentos. La TA de
Pry la TCG se asociaron positivamente (Tabla S1 del anexo). En este sentido, la TA de Pr, Acy
Res en las parcelas bajo déficit hidrico siguieron similar tendencia a lo observado para la TCG,
es decir que disminuyeron. La TCG depende de los asimilados, principalmente sacarosa y
aminoacidos suministrados por la planta madre; mientras que la proteina de almacenamiento y el
aceite son sintetizados en el grano (Egli, 1998, 2017), sugiriendo una regulacion de la TCG a
nivel de planta y grano. La asociacion positiva entre la TA de Pr, Ac y Res con el CMA y peso
de la vaina (Tabla S1 del anexo) indic6 que al igual que lo discutido en el capitulo 2, en parte la
reduccidon de estas dos ultimas variables bajo condiciones déficit hidrico restringieron la
expansion celular durante la fase lineal del desarrollo del grano, generando asi limitaciones en la
capacidad intrinseca del grano para sintetizar y acumular los distintos componentes quimicos. Por
otro lado, a nivel de planta-cultivo, el déficit hidrico disminuy6 significativamente la fuente de
asimilados estimada a través del 1AF al inicio del llenado (Tabla 2.4; Capitulo 2) y también la
fotosintesis durante el mismo periodo (Ergo et al., 2021), condicionando de esta forma la

produccion y el posterior suministro de asimilados hacia el grano en activo crecimiento.

Otro resultado interesante de este capitulo fue que independientemente de los experimentos,
genotipos y aun en condiciones de estrés, se observo que los granos del estrato superior alcanzaron
mayor concentracion de Pr que los granos del estrato inferior (Tabla 3.2 y 3.3) coincidiendo con
lo observado por Bennett et al. (2003), Collins y Cartter (1956) y Escalante y Wilcox (1993). Se
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han indicado distintas razones por las cuales el ES alcanzaria mayor concentracion de Pr. Algunos
autores lo atribuyen a una mayor acumulacion de la proteina de reserva en los nudos apicales
respecto del de los basales (Bennett et al., 2003). Otros a una mayor actividad de la enzima nitrato
reductasa (clave en la asimilacion de nitrato) en los nudos superiores respecto a los inferiores
(Bellaloui y Gillen, 2010). Tanto en los estudios mencionados como en los de Ghassemi-Golezani
y Lotfi (2013) y Sharma et al. (2013) donde no se realiz6 la evaluacion de la dinamica de
acumulacidn, determinandose la calidad de granos a cosecha, pudo haber influido también el
momento de cuajado de las vainas, determinando diferencias en el tamafio de grano que
explicarian la variacion de la concentracion de Pr y Ac entre los distintos nudos. En nuestro
trabajo se consider0 el factor etario de las vainas, y se observaron diferencias en la composicion
del grano a través de los estratos de la planta. Estas diferencias observadas podrian responder a
condiciones microclimaticas propias de cada estrato, es decir, luz y temperatura que se generan
dentro del canopeo (Baldocchi et al., 1983; Hiebsch et al., 1976). En este sentido, se ha encontrado
una mayor intercepcion de la radiacién solar y mayor temperatura en la parte superior del canopeo
respecto del inferior (Liuy Song, 2012; Schwerz et al., 2019) lo cual promoveria una mayor tasa
de asimilacion de carbono y sintesis de los principales componentes del grano. Nuestros
resultados del Exp I, donde encontramos mayor contenido de Pr, Ac y Res en los granos del
estrato superior vs. el estrato inferior podrian relacionarse con ello. Para poder corroborar esta
hipétesis seria necesario avanzar en la medicion de la intercepcién de la luz solar y la temperatura

en distintas posiciones del canopeo.

Un aspecto clave en la calidad del grano, es la composicion del aceite, dado que por ejemplo
la proporcion de acidos grasos insaturados determinan la estabilidad oxidativa del aceite con fines
industriales, mientras que los tocoferoles con propiedades antioxidantes le otorgan valor
nutracéutico para los humanos. A través de los experimentos y genotipos encontramos que el EH
individual o combinado con ET, incrementd la concentracién del acido oleico, disminuyendo la
de los &cidos linoleico y linolénico respecto al control. De esta manera, la relacion Ol/Ln se
incrementd en las parcelas bajo déficit hidrico (Tabla 3.4). Esta respuesta coincidié con lo
documentado por Bellaloui y Mengistu (2008) en condiciones de secano a campo y Gao et al.
(2009) en ensayos de larga duracion a campo con menor disponibilidad de precipitaciones. Se ha
mencionado que el EH podria ejercer su efecto a través de un aumento interno de la temperatura
de la planta incluyendo sus 6rganos (vainas y granos), afectando asi a las enzimas oleato y
linoleato desaturasa, que desaturan sucesivamente el Ol a Li y Ln, las que se conoce que
disminuyen su actividad ante incrementos de temperatura (Cheesbrough, 1989; Tang et al., 2005).
En este sentido, en las parcelas bajo déficit hidrico observamos aumentos de la temperatura del
canopeo respecto a las parcelas regadas (Ergo et al., 2021) que apoyarian esta hipotesis,

acomparfiado también de caidas de hasta el 50% en la fijacion de carbono, suministro clave para
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la sintesis de los acidos grasos insaturados. Por otro lado, numerosos trabajos han encontrado que
ante incrementos de la temperatura ambiental durante el llenado del grano, aumenta el &cido
oleico, con disminuciones de acido linoleico y linolénico (Carrera et al., 2011; Carrera y
Dardanelli, 2017; Dornbos y Mullen, 1992; Oliva et al., 2006). Sin embargo, en nuestro estudio
no se observaron cambios significativos en las proporciones de los distintos &cidos grasos en las
parcelas bajo ET (Tabla 3.4), tal vez porque al estar bajo riego esto podria haber permitido la
recuperacion del cultivo una vez finalizados los tratamientos de incremento térmico. Esta
respuesta va en linea con lo observado en la concentracion del aceite que tampoco fue modificado
en las parcelas mencionadas. Ademas, la falta de respuesta significativa tanto de las relaciones
hidricas dentro del grano (CMA) (Tabla 2.6, capitulo 2), como de la fijacion de carbono (tasa de
fotosintesis) y temperatura del canopeo en las parcelas regadas bajo ET (Ergo et al., 2021),
podrian contribuir a explicar la ausencia de repuestas significativas en la sintesis de los distintos

AG insaturados en estas parcelas.

Cuando se analizé la calidad del aceite en las distintas posiciones del canopeo se observo que,
independientemente de los tratamientos de estrés, el ES presenté mayor concentracion de acido
oleico (exceptuando al Exp Il) y menor concentracion de acido linoleico y linolénico comparado
conel El (Tabla 3.4). Estos resultados coincidieron con lo observado por Bellaloui y Gillen (2010)
en ensayos en invernadero y Moro Rosso et al. (2021) en experimentos a campo, pero sin
limitantes hidricas. Anteriormente, Britz y Cavins (1993) encontraron que los granos de las
posiciones superiores del canopeo tuvieron mayor concentracion de oleico y menor de linoleico
respecto a los granos de las posiciones inferiores de la planta. Estos autores atribuyeron las
diferencias observadas al rol de la calidad de la luz en la sintesis de &cidos grasos, donde la
actividad de la enzima citosélica omega-6-desaturasa, que cataliza la conversién del acido oleico
en 4cido linoleico, aumentd en los granos desarrollados bajo luz azul reducida, condicién que se
da en los estratos inferiores del canopeo. Ademas, la cantidad de luz (radiacion interceptada
acumulada) también cambia entre estratos del canopeo y podria ejercer un rol sobre la
composicién de acidos grasos. Por ejemplo, en girasol se observaron efectos aditivos de la
temperatura nocturna y de la radiacion interceptada sobre el contenido de &cido oleico (Echarte
et al., 2012). Por otro lado, como se mencion0 previamente, ambientes més calidos favorecen la
sintesis de &cido oleico, mientras que ambientes més frios alcanzan mayores concentraciones de
los &cidos linoleico y linolénico (Carrera et al., 2011). Dentro del canopeo, se ha mostrado una
mayor temperatura (entre 1y 3 °C) en los estratos superiores de la planta respecto de los inferiores
tanto en soja (Baldocchi et al., 1983), como en maiz (Liu y Song, 2012). En este sentido, tanto la
variacion de la temperatura a través del canopeo, como asi también la calidad y cantidad de la luz
podrian ser factores que contribuyen a explicar las diferencias observadas en la sintesis de los

distintos AG insaturados.
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Respecto a la composicidn de tocoferoles en el aceite de soja, en general observamos que los
distintas isoformas y los tocoferoles totales no variaron segun la posicién que ocuparon los granos
dentro del canopeo. No obstante, si se registraron modificaciones debido a los tratamientos de
estrés y al factor genotipico (Tabla 3.5). A través de los tratamientos y experimentos, el genotipo
Alim5.09 present6 mayores concentraciones de alfa y beta tocoferol respecto a Jocketta, mientras
que este Gltimo tuvo mayores concentraciones de gamma y delta tocoferol. Diversos estudios han
observado diferencias genotipicas entre las distintas isoformas de tocoferoles (Almonor et al.,
1998; Seguin et al., 2009; Yoshida et al., 1998). Mas aun, Seguin et al. (2009) en ensayos a campo
y luego Carrera et al. (2021) en un analisis que consider6 la combinacion de distintas condiciones
de manejo, ambientes y genotipos observaron que los tocoferoles totales (concentracion y/o
contenido) se asociaron negativamente con el peso de grano y positivamente con la concentracion
de Ac. Estas asociaciones también fueron observadas en nuestro trabajo (Figura 3.5 A y B),
mientras que la concentracion de tocoferoles totales (ug g grano) aumentd ante reducciones del
contenido de aceite (Figura 3.5 C), mostrando una respuesta de tipo dilucién que coincide con lo
documentado por Gonzalez Belo et al. (2017), Izquierdo et al. (2011) y Nolasco et al. (2004). Sin
embargo, es importante sefialar que la direccién de esta relacion podria depender de las unidades
en las que estén expresados los tocoferoles totales, como lo muestran los trabajos de Carrera y
Seguin (2016) y Carrera et al. (2021), quienes analizando los tocoferoles totales pero expresados
en términos de contenido (mg grano®), encontraron que, a medida que aumentaba el peso de
grano (mg grano), los tocoferoles totales disminuian a una mayor tasa que la concentracion de
aceite (%), sin una relacion significativa entre tocoferoles totales y el contenido de aceite. Los
autores sugirieron que la falta de asociacion entre los tocoferoles totales y el contenido de aceite
podria relacionarse a efectos compensatorios de respuestas opuestas del contenido total de
tocoferoles a la concentracién de aceite (positiva) y al peso de grano (negativa), respectivamente.
De manera interesante, la concentracion de alfa y beta tocoferol se asociaron positivamente al
peso de grano como lo muestran las correlaciones de Pearson. Dichas asociaciones permitirian
explicar que el genotipo Alim5.09, de mayor peso de grano, alcance mayores concentraciones de
alfa y beta tocoferol respecto a Jocketta. A partir de estos resultados, el peso de grano podria ser
de gran utilidad como biomarcador sencillo de alta concentracion de alfa tocoferol, Gtil para ser
considerado en un plan de mejoramiento. Por otro lado, es conocido que las condiciones
ambientales como la temperatura y la disponibilidad hidrica durante el Ilenado del grano también
influencian la acumulacion de tocoferoles pudiendo modificar su composicion (Britz et al., 2008;
Britz y Kremer, 2002; Carrera et al., 2011). Independientemente de los experimentos y genotipos,
encontramos que en las parcelas regadas bajo ET no se modificaron significativamente las
distintas isoformas de tocoferoles, incluyendo los tocoferoles totales. Contrariamente, el EH solo
0 combinado con ET aument6 la concentracion de alfa tocoferol y disminuyd la concentracién de

delta tocoferol, sin cambios significativos en los tocoferoles totales (Tabla 3.5). Este dltimo
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resultado coincide con estudios previos de Britz y Kremer (2002), quienes observaron en
experimentos bajo condiciones controladas que el EH (10-25% humedad del suelo) aplicado
durante el llenado del grano provocd aumentos en la concentracion de alfa tocoferol y reducciones
de gamma y delta tocoferol, manteniendo relativamente constante la concentracion de tocoferoles
totales. En ensayos multiambientales en Brasil, Carrdo-Panizzi y Erhan (2007) encontraron que
si agrupaban localidades con precipitaciones similares durante el llenado del grano, pero sin
considerar la temperatura media no lograban establecer una relacion entre disponibilidad hidrica
y la concentracion de las distintas isoformas y el total de tocoferoles. Sin embargo, cuando
consideraban localidades con temperatura media similares, pero diferentes precipitaciones
(variacion de ~4 veces) durante el llenado, observaban un gran aumento de la concentracion de
alfa tocoferol junto con reducciones gamma, delta y tocoferoles totales a medida que aumentaba
la temperatura y disminuian las precipitaciones. En una revision bibliografica, Carrera y Seguin
(2016) propusieron que el EH podria alterar el metabolismo de sintesis de los tocoferoles,
mediante un aumento de la temperatura interna de las plantas, que modificaria la actividad de
enzimas claves como la gamma tocoferol metiltransferasa (que metila tanto gamma tocoferol en
alfa tocoferol como delta tocoferol en beta tocoferol) o los genes que la codifican (Sattler et al.,
2004). En estudios sobre actividad enzimatica, se determin6 que la temperatura 6ptima para la
actividad de la enzima gamma tocoferol metil transferasa fue de alrededor de 34 °C para pimiento
(Capsicum annuum) y Arabidopsis thaliana (Koch et al., 2003) y ligeramente mayor,
aproximadamente 40°C, para el alga verde (Chlamydomonas reinhardtii) (Galvez-Valdivieso et
al., 2011). Teniendo en cuenta esto y la hip6tesis de Carrera y Seguin (2016), en nuestro trabajo
observamos que el EH aument6 entre 3-4 °C la temperatura del canopeo respecto al control (30
°C), por lo que la actividad enzimatica podria haberse visto alterada. Sin embargo, se necesitan
mas estudios para corroborar este efecto indirecto de la temperatura a través del EH, ya sea
midiendo la actividad enzimatica o a través del analisis de expresion génica de genes clave que

codifican para la sintesis de cada uno de los tocoferoles, aspecto que se abordara en el capitulo 5.

6. Conclusiones

El estrés hidrico individual o combinado con estrés térmico durante el llenado modificé la
composicion quimica de los granos de soja, a diferencia del estrés térmico individual que, en
general, no la modifico. El déficit hidrico redujo el contenido de proteina, aceite y fraccion
residual debido principalmente a una disminucion en la tasa de acumulacion, mas que a la
reduccion de la duracidn de acumulacion de estos compuestos. Ademas, la mayor reduccion en el
contenido de proteina respecto al contenido de aceite provocé aumentos en la concentracion de
este Gltimo, destacando la importancia de la interrelacion entre los distintos componentes
quimicos del grano. La composicion del aceite se modificd, aumentando la concentracion del

acido oleico y disminuyendo la de los acidos linoleico y linolénico. Asimismo, aumento la
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concentracion de alfa tocoferol y disminuyé la de delta tocoferol, sin cambios significativos en
los tocoferoles totales. Por otro lado, a pesar de que la composicidn quimica varid entre genotipos,
éstos respondieron en la misma direccion ante las distintas condiciones de estrés, manteniendo
las caracteristicas para los cuales fueron mejorados (i.e., alta concentracion de proteina en
Alim5.09 y alta concentracion de aceite en Jocketta), destacando asi la importancia de la seleccion
de variedades en el manejo agricola. De manera interesante, encontramos variabilidad de la
calidad quimica del grano a través del canopeo, exhibiendo el estrato superior una mayor
concentracion de proteina'y menor concentracion de fraccion residual, cido linoleico y linolénico
comparado con el estrato inferior. Finalmente, en este capitulo proporcionamos informacion
relevante acerca del impacto de los estreses hidrico y/o térmico sobre la calidad quimica del grano
de soja, tanto a nivel de planta entera como a través de estratos dentro del canopeo. Sin embargo,
para poder avanzar sobre la comprension de mecanismos fisiolégicos que modulan la
acumulacién de los componentes quimicos del grano de soja es necesario indagar, el
funcionamiento del cultivo como fuente de asimilados a través de un enfoque bioguimico-

fisioldgico, aspectos que seran abordados en el capitulo 4.
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CAPITULO 4

ASOCIACIONES ENTRE LA COMPOSICION QUIMICA DEL GRANO Y
VARIABLES ECOFISIOLOGICAS RELACIONADAS A LA FUENTE DE
CARBONO Y NITROGENO EN SOJA BAJO ESTRES TERMICO, ESTRES
HIDRICO Y SU INTERACCION

1. Introduccion

El rendimiento potencial de los cultivos, desde el punto de vista fisioldgico, es el producto de
la transformacion de la radiacion solar en biomasa, mediante la fijacién de didxido de carbono a
través de la fotosintesis. Este proceso es afectado en gran medida por la calidad de luz (color o
longitud de onda de la luz) estimada mediante la relacion rojo rojo-lejano; como asi también por
la cantidad de luz recibida por las plantas (Li et al., 2014; Yang et al., 2018). Durante la fijacién
del carbono se tienen en cuenta las eficiencias de captacién (i.e. eficiencia de intercepcién de la
luz, eficiencia del uso de la radiacion) y la posterior distribucion de biomasa a los 6rganos
reproductivos (indice de cosecha) (Gifford et al., 1984; Monteith, 1972; Sinclair y Wit, 1975). En
condiciones de crecimiento no limitantes, se establece una relacion lineal entre la acumulacion de
biomasa y la cantidad de radiacién fotosintéticamente activa interceptada por el cultivo,
permitiendo ajustar un modelo simple para la estimacion de la produccion potencial (Gosse et al.,
1986; Monteith y Moss, 1977; Tardieu, 2013). La cantidad de radiacion fotosintéticamente activa
interceptada y acumulada por un cultivo depende de la duracién del ciclo y de la dindmica de
intercepcion, fuertemente ligada a la evolucién del indice de éarea foliar (Maddonni y Otegui,
1996).

En condiciones de campo, los cultivos estan frecuentemente expuestos a condiciones de estrés
abidtico (déficit hidrico, altas temperaturas, déficit nutricional, entre otros) que, dependiendo del
momento dentro del ciclo ontogénico en el que ocurran, la intensidad y duracién del mismo
pueden afectar su productividad (Loomis y Connor, 1992). Particularmente, el estrés térmico por
altas temperaturas y el déficit hidrico provocan cambios a nivel fisioldgico, bioquimico y
morfoldgico en las plantas (Barnabas et al., 2008; Mittler, 2006; Prasad et al., 2008; Turner et al.,
2001; Wahid et al., 2007). Diversos estudios mostraron que el estrés hidrico y/o térmico durante
el llenado de grano redujeron la fotosintesis en cereales como trigo, arroz (Oryza Sativa) (Yang
y Zhang, 2006) y cebada (Hordeum vulgare) (Samarah, 2005) y en soja (Egli y Bruening, 2004;
Ergo et al., 2021). Estas disminuciones en la tasa fotosintética han sido relacionadas a
modificaciones estructurales y ultraestructurales a nivel de cloroplastos en las hojas (Carrera et
al., 2021) y a dos tipos de respuestas: estomaticas como la inhibicion o disminucién de
conductancia estomatica y transpiracion foliar generando aumento de la temperatura del canopeo
(Ergoetal., 2021; Sehgal et al., 2017); como asi también a respuestas no estomaticas evidenciadas

por aumento del estrés oxidativo (Ergo et al., 2018; Inamullah e Isoda, 2005). Ademas, se ha
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indicado que el estrés hidrico afecta la absorcion de minerales (Gunes et al., 2006) y puede reducir
lafijacion de nitrogeno en soja (Serraj et al., 1999; Serraj, 2003). En conjunto, los efectos adversos
mencionados pueden reducir la produccion de asimilados (carbono y nitrdgeno) y la
removilizacion hacia los granos en formacién (Leport et al., 2006) impactando negativamente en
la produccidn (Carrera et al., 2021; De Souza et al., 1997; Ergo et al., 2018; Frederick et al., 1991)
y calidad quimica de los granos (Britz y Kremer, 2002; Carrera et al., 2009, 2011; Dornbos y
Mullen, 1992).

El llenado de grano es la etapa en la cual se produce la acumulacion de biomasa en el grano,
procesos de movilizacion de reservas y la sintesis de proteina, aceite (compuesto principalmente
por acidos grasos y en menor medida por tocoferoles) y carbohidratos (Bewley et al., 2013;
Gallardo et al., 2008; Wilson, 2004). En el capitulo 3 de esta tesis se cuantifico y detall6 el impacto
del estrés térmico e hidrico y su interaccion durante la etapa de llenado en los mencionados
componentes de calidad quimica del grano. Sin embargo, mediante la implementacidn de técnicas
multivariadas, como el analisis de componentes principales y regresiones lineales simples y/o
maltiples se podrian identificar pardmetros dentro de las variables ecofisiologicas que
contribuyan a explicar los cambios de calidad quimica en los genotipos evaluados frente a las
condiciones estresantes. Este tipo de abordaje ha sido utilizado previamente en distintos estudios,
incluyendo los de nuestro equipo de trabajo (Ergo et al., 2018; Carrera et al., 2021; Carrera et al.,
2015). Por otro lado, Rotundo et al. (2009) evaluaron genotipos de soja contrastantes en
concentracion de proteina y encontraron una relacidn positiva entre el area foliar y el contenido
de proteina, observando un alto contenido de proteina en los granos a valores mas altos del indice
de area foliar. Por otro lado, Izquierdo et al. (2009) modificaron la radiacién solar interceptada
durante el llenado de granos mediante sombreado y raleo de plantas en cultivos de maiz, girasol
y soja. Dichos autores hallaron que independientemente de la especie, el porcentaje de acido
oleico aumenté al incrementarse la radiacién solar interceptada por planta. Mas recientemente, en
un estudio con diferentes niveles de defoliacion durante el llenado de grano en soja, Carrera et al.
(2022) encontraron que la radiacion fotosintéticamente activa interceptada durante el llenado de
grano se correlacion6 fuerte y positivamente con el rendimiento, nimero y peso de granos y el
contenido de proteina y aceite y la relacion oleico linolénico. Teniendo en cuenta los antecedentes
indicados, proponemos avanzar sobre mecanismos fisioldgicos que puedan estar involucrados en
la definicion de la calidad quimica del grano de soja bajo los estreses abidticos evaluados en

nuestro estudio.

2. Obijetivo
En genotipos de soja con concentracion diferencial de proteina en grano sometidos a breves

intervalos de altas temperaturas, déficit hidrico y su interaccion durante el llenado se propone:
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establecer asociaciones entre la composicion quimica del grano y variables ecofisiolégicas

relacionadas a la fuente de carbono y nitrégeno.

3. Materiales y métodos

3.1 Determinacién de variables ecofisiologicas

Radiacion fotosintéticamente activa interceptada acumulada durante el llenado de grano

La radiacion global diaria incidente se registr a partir de la estacién meteorolégica de la
Estacion Experimental Agropecuaria del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
Manfredi (31°49'S, 63°46'0O Coérdoba, Argentina). Los valores registrados de dicha variable se
multiplicaron por el coeficiente 0,48 (el cual comprende las longitudes de onda del espectro
visible aprovechable por las plantas) para obtener la radiacion fotosintéticamente activa (Pinker
y Laszlo, 1992). La intercepcidn solar se midié en cada parcela con un sensor cuantico lineal de
1 m de longitud (Cavadevices, Buenos Aires, Argentina). Se tomaron cinco mediciones por
parcela ubicando la barra de manera oblicua entre dos surcos centrales. La proporcion de radiacion
fotosintéticamente activa interceptada por el cultivo (RFAI, MJ m?) se determiné como: 1 -
Rd/Re, donde Rd es la radiacion medida por debajo del canopeo verde y Re es la radiacion medida
por encima del canopeo (Gallo y Daughtry, 1986). La radiacién por debajo y por encima del
canopeo se midieron con una frecuencia semanal, entre las 12:00 y las 14:00 hs en dias
completamente despejados y vientos menores a los 5 km h™. La proporcién diaria de radiacién
fotosintéticamente activa interceptada entre dos mediciones se calculd por interpolacion lineal.
Finalmente, la radiacion fotosintéticamente activa interceptada acumulada durante el llenado de
grano (RFAIgrsr7) se calculé sumando los valores de radiacién solar interceptada diaria desde el
inicio de llenado de grano (R5) hasta la madurez fisioldgica (R7) segun la escala propuesta por
Fehr y Caviness (1977).

indice de cosecha

El indice de cosecha (IC) se estimé como el cociente entre el rendimiento en grano (g m?) y
la biomasa aérea total (g m™) incluyendo tallos, vainas y granos al final del ciclo del cultivo.
Ambas variables se obtuvieron segun lo detallado en la seccién materiales y métodos del capitulo
2.

Valor SPAD

El valor SPAD se determind mediante el aparato Minolta SPAD-502 (SPAD-502; Minolta
Camera Co., Osaka, Japan) que evalla cuantitativamente la intensidad del verde de la hoja entre
las longitudes de onda 650 y 940 nm, de esta forma es un estimador indirecto de la concentracién
de clorofila. Las mediciones se tomaron en tres momentos durante el llenado de grano a partir del

estadio R5.5, en el Exp | se correspondieron con los dias 12, 18, 32 mientras que para el Exp Il

84



fueron los dias 5, 19 y 32. Las lecturas del valor SPAD se realizaron en el foliolo central de la
tercera hoja trifoliada desde el &pice, en seis plantas seleccionadas al azar de los surcos centrales

dentro de cada parcela.

Relacion rojo rojo-lejano

En el Exp Il, se realizaron mediciones relacionadas a la calidad de la luz, para ellos se
cuantifico la relacién rojo rojo-lejano (R/RL) utilizando un sensor Skye SKR 110 Red/Far Red
(Skye Instruments Ltd, Llandrindod Wells, Reino Unido). Se tomaron cuatro mediciones por
parcela en dos posiciones: entre e intra-surcos, en cuatro momentos durante el llenado de grano:
7,19, 28 y 33 dias desde el estadio de R5.5. El sensor se posiciond horizontalmente a 10 cm por
encima del canopeo y en el estrato superior de las plantas de manera similar a lo descripto en
Bianculli et al. (2016). Dicha medicidn, al igual que la intercepcion de radiacion solar, se realizd

entre las 12:00 y 14:00 hs en dias soleados y vientos menores a los 5 km h.
Fotosintesis

La tasa fotosintética (umol CO, m? s1) se midié utilizando un analizador portatil Licor
6400XT (Li-Cor Inc., Lincoln, USA). Las determinaciones se realizaron en tres plantas
seleccionadas al azar por parcela, en tres momentos en el Exp | y cuatro momentos en el Exp 1l
durante el llenado de granos a partir del estadio de R5.5. Para el primer experimento las
mediciones se realizaron durante los dias 12, 18, 32 mientras que, para el Exp Il las mediciones
se realizaron durante los dias 5, 8, 19 y 32. Dichas mediciones se tomaron en el foliolo central de
la tercera hoja trifoliada desde el apice, entre las 12:00 y 14:00 hs en dias soleados y vientos

menores a los 5 km h™.

Concentracion de carbono vy nitrégeno en hojas v tallos

En el Exp |, la concentracién de carbono (C) y nitrégeno (N) en hojas y tallos se determinaron
utilizando un analizador elemental Perkin Elmer 2400 Serie Il (PerkinElmer, Inc., EEUU). Luego,
se calculé el contenido de C en hoja (Choja), N en hoja (Nhoja), C en tallo (Ctallo) y N en tallo
(Ntallo), expresados como base seca (mg de C o N mg hoja o tallo seco™). Para ello, a los 32 dias
desde R5.5 se colectaron tres hojas al azar del tercer nudo desde el apice, correspondiente a tres
plantas ubicadas en los surcos centrales de cada parcela. También, en el estadio de R8 se
recolectaron tres tallos seleccionados al azar ubicados en los surcos centrales de cada parcela. Las
muestras de hojas y tallos se secaron a 60 °C durante 72 horas siguiendo el protocolo propuesto
por Zhang et al. (2020). A partir de los valores de C y N obtenidos, se calcul6 la relacién entre

los mismos como el cociente entre Chojay Nhoja (C/Nhoja) Y Ctalloy Ntallo (C/Ntallo).

Temperatura del canopeo
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La temperatura del canopeo (°C) se midi6 utilizando un termometro infrarrojo (Testo 845,
Barcelona, Espafia) manteniéndolo en un angulo menor a 45° respecto a la horizontal sobre el
canopeo abarcando distintas areas de la parcela para integrar la mayor cantidad de hojas. Se
realizaron cinco mediciones por parcela en tres y cuatro momentos durante el llenado de grano a
partir del estadio de R5.5 en el Exp |y Exp Il, respectivamente. Para el primer experimento fueron
los dias 12, 18, 32 mientras que para el Exp Il fueron los dias 5, 8, 19 y 32. Las mediciones se

tomaron entre las 12:00 y 14:00 hs en dia soleados y vientos menores a los 5 km h-1.

Es importante destacar que en las variables en las que se realizaron mediciones en mas de un
momento durante el llenado de grano (SPAD, temperatura del canopeo, relacidn rojo rojo-lejano
y fotosintesis), solo se consideraron para el andlisis estadistico el dia 18 para el Exp | y el dia 19
para el Exp Il desde el estadio de R5.5. Ambos dias corresponden a 3 0 4 dias luego de finalizado
el ET (i.e., post ET) y corresponden a la misma fase fenol6gica (la que involucra al llenado de
grano temprano) EI momento mencionado fue en el que se registraron las mayores diferencias
entre los tratamientos de estrés en las variables observadas en trabajos previos realizados por
nuestro equipo de trabajo en la misma estacion experimental, usando la misma aproximacion

metodoldgica y validada ante la comunidad cientifica (Carrera et al., 2021; Ergo et al., 2018).

3.2 Andlisis estadistico

En ambos experimentos los datos se analizaron estadisticamente utilizando el modelo
trifactorial en parcelas sub-sub divididas con dos repeticiones para determinar las diferencias
entre los tratamientos. Las medias se compararon con una prueba de minima diferencia
significativa (DMS) utilizando un nivel de probabilidad de 0,05 (Di Rienzo et al., 2014).

Se realizd un analisis de componentes principales (ACP) para cada experimento con el objetivo
de establecer asociaciones entre la composicion quimica del grano de soja y variables eco-
fisiologicas relacionadas a la fuente de carbono y nitrégeno teniendo en cuenta los tratamientos
control, ET, EH y ETxEH. EI ACP es un método de analisis multivariado que permite reducir la
dimension de un conjunto de datos, aumentando su interpretacion y minimizando al mismo tiempo
la pérdida de informacién (Jollife y Cadima, 2016). A partir del ACP se obtuvo una representacion
grafica denominada biplot (Gabriel, 1971), teniendo en cuenta los dos primeros componentes
principales (CP1 y CP2). Para avanzar en el andlisis, a partir de ambos biplots, se seleccionaron
variables ecofisioldgicas (variables predictoras o independientes) que permitieran explicar los
cambios de distintos componentes quimicos del grano (variables respuestas) mediante modelos de
regresion lineal simple y/o mdltiple. El estadistico Cp de Mallows, los residuos parciales y
coeficiente de determinacion (R?) fueron analizados para identificar los modelos de ajuste mas
apropiados. Para todos los andlisis se utilizo el software Infostat version 2014 (Di Rienzo et al.,
2014).
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4, Resultados

4.1 Variables ecofisiologicas relacionadas a la fuente de carbono y nitrégeno en
soja

En el Exp I, la RFAIRrsr7 fue afectada significativamente por el nivel hidrico y el genotipo
(Tabla 4.1). En las parcelas bajo déficit hidrico (EH y ETxEH), la RFAIlrs.r7 disminuyd un 43%
respecto a las parcelas bajo riego (control y ET). Se observo también que, independientemente de
los tratamientos, la RFAIrsr7 fue un 16% mayor en el genotipo Alim5.09 comparado con
Jocketta. Respecto a la fotosintesis, se observaron diferencias significativas debido las
interacciones NHxNT y NHxG. En la primera interaccion, las parcelas bajo déficit hidrico
disminuyeron la fotosintesis un 32%, mientras que en el tratamiento combinado (i.e., ETXEH)
dicha disminucién alcanz6 el 47%, ambas comparadas con las parcelas regadas. En la interaccion
NHxG, las parcelas bajo déficit hidrico disminuyeron la fotosintesis respecto a las parcelas
regadas, dicha reduccion fue del 33% en el genotipo Alim5.09, mientras que en Jocketta fue del
48%. La temperatura del canopeo fue afectada significativamente por el nivel hidrico,
observandose aumentos de 4 °C en las hojas de plantas correspondientes a las parcelas bajo déficit
hidrico (independientemente del nivel térmico) en comparacion con las de las parcelas regadas
(34 °C vs 30 °C, respectivamente). En el caso del valor SPAD, se observaron diferencias
significativas por genotipo, nivel hidrico y la interaccion NHxNT. El genotipo Alim5.09 presentd
mayor valor SPAD (~4%) respecto a Jocketta a través de los tratamientos. Independientemente
del genatipo, el valor SPAD disminuyd en promedio un 3% en los tratamientos de ET, EH y
ETxEH respecto al control. La relacion carbono nitrégeno en la hoja fue afectada
significativamente por la interaccion NHxGxNT. En el genotipo Alim5.09 se observaron
aumentos en dicha relacion del orden de 13, 51y 71% para los tratamientos de ET, EH y ETxEH
respectivamente. En el caso de Jocketta, se observaron aumentos del 17, 68 y 39% para ET, EH
y ETXEH respectivamente. En ambos genotipos, el aumento en la relacion C/N en hoja indicaria
procesos de removilizacion de N desde dicho érgano hacia los granos en crecimiento. A diferencia
de lo observado en la relacion C/N en hoja, esta relacion en tallo present6 disminuciones del 38%
en las parcelas bajo déficit hidrico respecto a las parcelas regadas, indicando posiblemente un
impedimento en laremovilizacion de N desde los tallos. El indice de cosecha también fue afectado
por el nivel hidrico, disminuyendo un 28% en las parcelas bajo déficit hidrico respecto de las

parcelas regadas, indicando una menor particién de biomasa hacia los granos.

En el Exp Il, tanto la cantidad (estimada a través de la RFAIlrs.r7) como la calidad de la luz
(estimada a través de la relacion rojo rojo-lejano) fueron afectadas significativamente solo por el
nivel hidrico (Tabla 4.1). La RFAIrsr7 disminuyd un 38% en las parcelas bajo déficit hidrico
respecto a las parcelas regadas. Mientras que la relacion rojo rojo-lejano aumentd un 54% en las

parcelas bajo déficit hidrico respecto a las parcelas regadas, implicando que mas luz roja esta
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penetrando a través del canopeo, pudiendo ser aprovechada en estratos inferiores. La tasa
fotosintética también fue afectada s6lo por el nivel hidrico, exhibiendo las plantas de parcelas
bajo déficit hidrico una reduccién de la fotosintesis del orden del 26% respecto a las plantas de
parcelas regadas. La temperatura del canopeo fue afectada significativamente por el nivel hidrico
y la interaccion NHxGxNT. En Alim5.09, la temperatura del canopeo aumenté 2, 4y 3 °C en los
tratamientos de ET, EH y ETXEH respectivamente, comparado con el control (27,9 °C). En
Jocketta, la temperatura del canopeo también se increment6 en 1y 2 °C para el EH y ETxEH,
mientras que para el ET disminuy6 en 1 °C, con relacion al control (28,9 °C). En general, la
temperatura del canopeo aument6 ~3 °C en las parcelas bajo déficit hidrico (31,3 °C) respecto de
las parcelas regadas (28,6 °C). En el SPAD se registraron diferencias significativas debido al
genotipo, presentando Alim5.09 un 5% mas de valor SPAD comparado con Jocketta. El indice
de cosecha se redujo significativamente un 13% so6lo en las parcelas bajo déficit hidrico
comparado con las parcelas bajo riego, indicando una menor particion y/o menor rendimiento

tanto por caidas del NG como del PG.
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Tabla 4.1. Variables ecofisioldgicas relacionadas a la fuente de carbono y nitrégeno en soja: radiacion fotosintéticamente activa interceptada acumulada durante
el llenado de grano (RFAIrs-r7), relacion rojo rojo-lejano (R/L), fotosintesis, temperatura del canopeo (TC), valor SPAD, relacion carbono nitrégeno en hoja
(C/Nnhoja) y tallo (C/Ntallo) e indice de cosecha (IC) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]), dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta), dos

niveles térmicos (temperatura ambiente [TAMb] y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el experimento (Exp) 1y II.

r’:',"’e.' Genotipo VIVl RFAIgs.r7 R/RL Fotosintesis TC Valor SPAD  C/Nhoja C/Ntallo IC
idrico térmico
(MJ m?) (umol CO, m2s?) (=C) (mg C mg N?)
Expl Expll Expl Explll  Expl Expll Expl Expll Expl Expll Expl Expll Expl Expll Expl Expll
Riego Alim5.09 TAmb 437,7 4182 - 0,53 26,0 272 30,7 279 481 462 97 -— 1271 - 0,58 0,47
ET 4472 3971 - 0,53 32,8 289 29,7 298 46,2 468 110 - 102,7 - 0,58 0,46
Jocketta TAmMb 368,1 3834 — 0,60 338 268 29,6 289 457 452 104 - 97,0 - 0,60 0,551
ET 3836 3871 -— 0,56 34,7 316 29,2 278 450 456 122 — 1187 - 0,56 0,47
EH Alim5.09 TAmb 256,6 248,7 — 0,86 246 220 336 316 457 472 147 - 67,6 — 0,44 043
ET 2353 2520 - 0,85 215 239 341 31,3 464 444 16,7 - 635 - 045 0,38
Jocketta TAmMb 220,8 2220 - 0,87 215 215 330 30,1 446 422 174 - 676 - 0,38 0,40
ET 2152 263,3 - 0,86 144 16,8 350 32,3 448 432 144 - 783 - 0,42 0,45
DMS doble interaccién 36,7 1202 - 0,25 6,0 42 21 1,1 10 30 16 - 470 - 0,12 0,07
DMS triple interaccion 51,9 1700 - 0,36 8,5 60 29 15 14 42 22 - 66,5 — 0,17 0,10
Nivel de significancia
vael hl'drlco (N H) **k* ** _ ** **k*k **k*k **k*k *kx * ns *kx _ * _ *%* *
Genotipo (G) ** ns -— ns ns ns ns ns ** * ns — ns - ns ns
Nivel térmico (NT) ns ns -— ns ns ns ns ns ns ns ns — ns - ns ns
NHxG ns ns - ns * ns ns ns ns ns ns — ns - ns ns
NHXNT ns ns -— ns * ns ns ns * ns ns — ns - ns ns
GxXNT ns ns - ns ns ns ns ns ns ns * = ns - ns ns
NHxGXNT ns ns - ns ns ns ns *x ns ns * = ns - ns ns

ns, no significativo
wRx A% ¥ Significativo al p 0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente.
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4.2 Asociaciones entre variables ecofisiolégicas y de calidad quimica del grano de
soja

En el Exp I, las dos primeras componentes principales del ACP explicaron el 80,2% de la
variabilidad total de los datos. EI CP1y el CP2 representaron el 56,5y 23,7% de la variacion total
(Figura 4.1). A lo largo del CP1 (componente que explicd la mayor variabilidad) se diferenciaron
los tratamientos segln el nivel hidrico, es decir, las parcelas regadas (Control y ET) se ubicaron
en el plano opuesto a las parcelas estresadas hidricamente (EH y ETxEH). EI CP2 separ6 los
genotipos Alim5.09 y Jocketta. Los vectores de contenido de proteina, aceite y fraccion residual
junto con la concentracion de proteina y el peso de grano se orientaron hacia las parcelas regadas.
Estas variables se asociaron positivamente con la relacién fuente destino y el valor SPAD, ambas
orientadas, hacia el genotipo Alim5.09. Los vectores del acido linoleico y linolénico también se
orientaron hacia las parcelas bajo riego y se asociaron negativamente con la relacion carbono
nitrégeno en hoja y positivamente con la RFAIrs.r7, el indice de area foliar, el indice de cosecha,
la relacion carbono nitrégeno en tallo y la fotosintesis. De forma interesante, el vector del delta
tocoferol se direcciond hacia las parcelas regadas proximo al genotipo Jocketta. Ademas, delta
tocoferol se asocié negativamente al vector de alfa tocoferol, que se orient6 hacia el tratamiento
de EH del genotipo Alim5.09. El vector de beta tocoferol se asocié positivamente al alfa tocoferol.
El &cido oleico y la relacion oleico linolénico se orientaron hacia las parcelas bajo déficit hidrico,
particularmente cercanas al genotipo Alim5.09. Las Ultimas tres variables quimicas mencionadas
se asociaron positivamente con la temperatura del canopeo y la relacién carbono nitrégeno en
hoja, ambas orientadas hacia las parcelas bajo EH. Por ultimo, se observé asociaciones positivas
entre los vectores de concentracion de aceite, fraccidon residual y concentracion de gamma

tocoferol y tocoferoles totales, todos ellos orientados hacia las parcelas bajo EH.

En el Exp Il, las dos primeras componentes principales del ACP explicaron el 77,8% de la
variabilidad total de los datos. EI CP1 y el CP2 representaron el 47,7% y 30,1% de la variacion
total (Figura 4.2). La tendencia observada en el Exp | se mantuvo en el Exp I, dado que el CP1
separ6 los tratamientos segun el nivel hidrico, es decir, las parcelas regadas (Control y ET) se
ubicaron en el plano opuesto a las parcelas estresadas hidricamente (EH y ETxXEH); mientras que,
el CP2 separ¢ al genotipo Alim5.09 de Jocketta. Coincidentemente con el Exp |, los vectores de
contenido de proteina, aceite y fraccién residual junto con la concentracion de proteina y el peso
de grano se orientaron hacia las parcelas regadas. Estas variables se asociaron positivamente con
la relacion fuente destino y el valor SPAD, ambas orientadas hacia las parcelas regadas y
préximas al genotipo Alim5.09. En el Exp Il, los vectores de alfa y beta tocoferol también se
asociaron positivamente entre si, y se mantuvo la asociacion negativa entre alfa y beta tocoferol
con gamma y delta tocoferol, estos dos ultimos orientados hacia las parcelas bajo EH y més

cercanos al genotipo Jocketta. Similarmente al Exp I, los acidos linoleico y linolénico se asociaron

90



positivamente con la RFAIgs.r7, €l indice de area foliar, el indice de cosecha y la fotosintesis.
Todos estos vectores se orientaron hacia las parcelas bajo riego, hacia donde también se orientd
la concentracion de la fraccion residual. La menor longitud del vector del total tocoferol respecto
al resto de los vectores, indicd su escaso aporte a la determinacion de las CPs. Finalmente, el
acido oleico y la relacion oleico linolénico se asociaron positivamente con la temperatura del
canopeo (al igual que en el Exp 1) y con la relacion rojo rojo-lejano; todos ellos orientados hacia

las parcelas bajo EH y préximos al genotipo Alim5.09.

Beta toc
Alfa toc O

3 i :
AI|m5.09.ETXEH - SPADHD Alim5.09:Control
Alim5.09:EH .
PG Proteina (%)
Proteina (cont)

OllLn
Oleico

a"o: C/Nhoja > Aceite (cont) Alim5.09:ET
:;' = Fraccion residual (cont) ¢
a0 =
I~ * — RFAIR5-R7
o Jocketta:ETxEH |_ino|};ico\O > (':AF
. Fraccion residual (%)( o ~o C/Ntallo
Jocketta:EH Total toc Fotosintesis -0/eNIcO
- *
-3 Aceite (%) Jocketta:Control
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& Delta toc
Jocketta:ET
-6- r T T T 1
-6 -3 0 3 6
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Figura 4.1. Biplot que muestra las relaciones entre variables ecofisioldgicas (circulos verdes) y
variables de composicion quimica del grano de soja (circulos amarillos) a través de genotipos
(Alim5.09 y Jocketta) y de tratamientos, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos
(riego vy estrés hidrico) y dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control
(riego a temperatura ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura
ambiente) y ETXEH en el experimento |. Variables: Contenido de proteina (Proteina cont);
contenido de aceite (Aceite cont); contenido de fraccion residual (Fraccion residual cont);
concentracion de proteina (Proteina %); concentracion de aceite (Aceite %); concentracion de
fraccion residual (Fraccion residual %); acido oleico (Ol); acido linoleico (Li); acido linolénico
(Ln); relacién acido oleico linolénico (OI/Ln); alfa tocoferol (Alfa toc); beta tocoferol (Beta toc);
gamma tocoferol (Gamma toc); delta tocoferol (Delta toc); tocoferoles totales (Total toc); peso
de grano (PG); valor SPAD (SPAD); relacion fuente destino (F/D); radiacion fotosintéticamente

activa interceptada acumulada durante el llenado de grano (RFAIrsr7); indice de &rea foliar (I1AF);
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indice de cosecha (IC); relacion carbono nitrégeno de tallo (C/Ntallo); relacidn carbono nitrégeno

en hoja (C/Nhoja); temperatura del canopeo (TC). La relacion F/D y el IAF fueron tomadas del

capitulo 2.
6,
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H . *
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Figura 4.2. Biplot que muestra las relaciones entre variables ecofisioldgicas (circulos verdes) y
variables de composicion quimica del grano de soja (circulos amarillos) a través de genotipos
(Alim5.09 y Jocketta) y de tratamientos, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos
(riego vy estrés hidrico) y dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés térmico): control
(riego a temperatura ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura
ambiente) y ETxEH en el experimento Il. Variables: Contenido de proteina (Proteina cont);
contenido de aceite (Aceite cont); contenido de fraccion residual (Fraccion residual cont);
concentracion de proteina (Proteina %); concentracion de aceite (Aceite %); concentracion de
fraccion residual (Fraccion residual %); acido oleico (Ol); acido linoleico (Li); &cido linolénico
(Ln); relacién acido oleico linolénico (OI/Ln); alfa tocoferol (Alfa toc); beta tocoferol (Beta toc);
gamma tocoferol (Gamma toc); delta tocoferol (Delta toc); tocoferoles totales (Total toc); peso
de grano (PG); valor SPAD (SPAD); relacion fuente destino (F/D); radiacion fotosintéticamente
activa interceptada acumulada durante el llenado de grano (RFAIrsr7); indice de area foliar (I1AF);
indice de cosecha (IC); relacion rojo rojo-lejano (R/RL) y temperatura del canopeo (TC). La

relacion F/D y el IAF fueron tomadas del capitulo 2.
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Luego de realizar el andlisis exploratorio de los datos mediante el analisis de componentes
principales, se seleccionaron aquellas variables ecofisiolégicas que mostraron fuertes
asociaciones con cada uno de los componentes quimicos del grano en ambos experimentos. Para
ello, en una segunda etapa se ajustaron regresiones lineales simples o multiples con el objetivo de
modelar los distintos componentes quimicos del grano de soja (contenido y concentracion de
proteina, contenido y concentracion de aceite, concentracion de &cido oleico, linoleico y
linolénico; relacién oleico linolénico; concentracion de alfa, beta, gamma y delta tocoferoles y
tocoferoles totales) en funcion de variables ecofisiologicas (Tabla 4.2). Las regresiones multiples
para el contenido de proteina y aceite, asi como para la concentracion de proteina y aceite
incluyeron como variables explicatorias o regresoras a la RFAIrs.r7 Y la relacion fuente destino.
Antes de realizar el andlisis de regresiones mdltiples, se chequeo la correlacion entre estas dos
variables (i.e., F/D y la RFAIlgs.r7) Y, se observd que no hubo correlacion significativa entre
ambas. Ademas, en cada una de las regresiones multiples se tuvo en cuenta el factor de inflacion
de la varianza, que en todos los casos fue entre 1 y 1,7. Este factor analiza la magnitud de
multicolinealidad entre las variables y para que sea considerada alta deberia ser mayor a 10

(Kutner et al., 2005), lo cual no se dio en ningln caso.

A través de los tratamientos y genotipos, las regresiones para el contenido de proteina y de
aceite indicaron en ambos casos que la RFAIrs.r7 Y la relacion fuente destino presentaron una
relacion lineal, positiva, y significativa con estos componentes quimicos, explicando dichos
modelos el 65% de la variabilidad total. Ambas regresiones sefialaron que aumentos en la RFAIgs.
r7Y de la relacion fuente destino (lo que implica mayor cantidad de asimilados para el grano)
promueven incrementos tanto del contenido de proteina como de aceite en el grano. La
concentracion de proteina también mostré una relacion lineal, positiva, y significativa con la
RFAIgs.r7 Y la relacion fuente destino, aunque la RFAIRrs-r7 tuvo una contribucion mayor respecto
de la relacion fuente destino en el modelo ajustado (Cp Mallows, Tabla 4.2). Respecto a la
concentracion de aceite, la RFAIlgs.r7 y la relacién fuente destino también fueron variables
significativas en el modelo ajustado (R?= 45%), aunque en este caso se relacionaron

negativamente con la concentracion de aceite.

En el caso de los acidos grasos insaturados, i.e., oleico, linoleico y linolénico y las distintas
isoformas de tocoferoles se ajustaron regresiones lineales simples (Figura 4.3 y 4.4). Las
variaciones en el acido oleico fueron explicadas significativa y positivamente por la temperatura
del canopeo (p <0,0001, Figura 4.3A). Este modelo explicd el 58% de la variabilidad del acido
oleico, y la pendiente de 0,37 % °C indic6 un aumento de ~0,37 en la concentracion de 4cido
oleico por cada grado centigrado de incremento en la temperatura del canopeo. El acido linoleico
se asocio significativa y negativamente con la temperatura del canopeo (R%= 0,22; p=0,0079,

Figura 4.3B). Similarmente, el &cido linolénico mostré una asociacion significativa y negativa

93



con la temperatura del canopeo (R?= 0,72; p <0,0001, Figura 4.3C). La pendiente de -0,20 % °C
Lindicé una disminucion de ~0,20 en la concentracion de acido linolénico por cada grado
centigrado de incremento en la temperatura del canopeo. La relacion oleico linolénico, indicador
de la calidad del aceite, se explico significativa y positivamente por la temperatura del canopeo
(R?=0,69; p <0,0001, Figura 4.3D), indicando aumentos en dicha relacién ante aumentos en la
temperatura del canopeo. Otro predictor significativo para los acidos grasos insaturados y la
relacion oleico linolénico fue la RFAIrs.r7; Sin embargo, el Cp Mallow’s indico que el efecto de

la temperatura del canopeo fue mayor respecto de la RFAIrs-r7 (datos no mostrados).

Respecto a las isoformas de tocoferoles, la variable regresora de mayor ajuste fue la
temperatura del canopeo, aunque solo fue significativa para la concentracion de gamma y delta
tocoferol (p=0,0449, Figura 4.4C y p <0,0001, Figura 4.4D). La concentracion de gammay delta
tocoferol mostraron una asociacion significativa y negativa con la temperatura del canopeo,
indicando una reduccion de 3,5y 5,25 pg g grano, respectivamente por cada grado centigrado
de aumento en la temperatura del canopeo (Figura 4.4C y D). Si bien se observé que la
concentracion de alfa tocoferol se relacion6 de manera positiva y beta tocoferol de manera
negativa con la temperatura del canopeo, dichas relaciones no resultaron significativas (p=0,0837
y p= 0,9614, respectivamente; Figura 4.4A y B). Finalmente, la concentracion de tocoferoles
totales, aunque se asoci6 de manera negativa con la temperatura del canopeo, dicha relacion

tampoco resulto significativa (p= 0,05, Figura 4.4E).

Tabla 4.2. Coeficientes de regresioén lineal para contenido y concentracion de proteina y aceite vs.
radiacion fotosintéticamente activa interceptada acumulada durante el llenado de grano (RFAIgs.
r7) Y relacion fuente destino (F/D) considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]),
dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta), dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAmb] y estrés

térmico [ET]) y las interacciones entre los factores en el experimento 1 y Il.

Coeficiente
Variable de Error Cp R2
Variable dependiente explicatoria regresion estandar p-valor Mallow's Aj
Contenido de proteina (mg grano™) Constante 18,917 6,747 10,0091 0,65
RFAIRs.r7 0,071 0,017 0,0002 19,38
F/D 1,608 0,354 0,0001 21,63
Contenido de aceite (mg grano?)  Constante 17,980 3,151 <0,0001 0,65
RFAIRrs.r7 0,035 0,008 0,0001 21,44
F/D 0,715 0,165 0,0002 19,72
Concentracion de proteina (%) Constante 33,264 0,760 <0,0001 0,65
RFAIRs.r7 0,010 0,002 0,0001 24,15
F/D 0,130 0,040 0,0028 11,79
Concentracion de aceite (%) Constante 25,827 0,424 <0,0001 0,45
RFAIRs.r7 -0,003 0,001 0,0046 10,60
F/D -0,063 0,022 0,0216 6,97
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Figura 4.3. Relacion de la temperatura del canopeo (°C) con la concentracion de &cido oleico (A),

acido linoleico (B), acido linolénico (C) (%) y relacidon oleico linolénico (D) en granos de soja a

través de genotipos (Alim5.09 y Jocketta) y de tratamientos, que resultaron de la combinacién de

dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y dos niveles térmicos (temperatura ambiente y estrés

térmico): control (riego a temperatura ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico
(EH a temperatura ambiente) y ETXEH en el experimento 1 y I1.
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resultaron de la combinacién de dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y dos niveles térmicos
(temperatura ambiente y estrés térmico): control (riego a temperatura ambiente), estrés térmico

(riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura ambiente) y ETXEH en el experimento 1y II.
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5. Discusion

Diferentes estudios han avanzado sobre el entendimiento de la generacién del rendimiento y
la calidad quimica del grano ante diferentes escenarios productivos, explorando y estableciendo
relaciones entre variables ambientales (como la temperatura del aire y régimen hidrico) y/o
fisioldgicas, que caracterizan a la fuente de asimilados y destinos, con la composicion guimica
del grano. En general, los trabajos que modificaron la fuente o destinos lo hicieron a través de
tratamientos de sombreo, raleo, defoliacion, desvainado de plantas a campo (Carrera et al., 2022;
Izquierdo et al., 2009; Rotundo et al., 2009, 2011). Es menos conocido si las relaciones
establecidas se mantienen o cambian bajo condiciones de ET, EH y ETXEH, aunque existen
algunas evidencias en estudios de déficit hidrico (Carrera et al., 2009, 2011; Carrera y Dardanelli,
2017; Rotundo y Westgate, 2009), aumentos de temperatura (Carrera et al., 2009, 2011) y la
interaccion ETxEH (Carrera et al., 2015). En esta tesis, a través de técnicas de analisis que
combinaron analisis de componentes principales, asi como regresiones lineales simples y
multiples, encontramos que las variables explicativas méas robustas para el contenido de proteina
y aceite, asi como la concentracion de proteina y aceite fueron la RFAIrsr7 y la relacion F/D
(Tabla 4.1). Reducciones en la RFAIrsr7 Y la relacién F/D promovieron disminuciones lineales
en el contenido de proteina, aceite y concentracion de proteina, mientras que la concentracion de
aceite se increment6 levemente (Tabla 4.2). Estos resultados coincidieron parcialmente con lo
observado por Carrera et al. (2022), quienes, encontraron que reducciones en la RFAIlgrs.r7
redujeron el contenido de proteina y aceite. Los autores observaron gue el contenido de aceite fue
afectado méas negativamente conduciendo a un incremento en la concentracion de proteina y
reduccidn en la concentracion de aceite. Las diferencias observadas podrian estar relacionadas al
tipo de tratamientos abordados entre ambos estudios dado que en Carrera et al. (2022), aplicaron
tratamientos de defoliacion durante el llenado de grano, mientras que en nuestros experimentos
tratamientos de ET, EH y ETXEH, lo que genera respuestas muy diferentes en las plantas y luego
en la calidad de los granos cosechado. No obstante, en nuestros experimentos el componente mas
afectado fue el contenido de proteina, lo cual habria resultado en un incremento de la

concentracion del aceite como se discuti6 en el capitulo 3.

Mediante el andlisis de componentes principales, cuyos resultados se visualizan a través de
graficos biplots, observamos que el contenido de proteina, aceite y fraccion residual, junto a la
concentracion de proteina estuvieron relacionados al genotipo Alim5.09 (Figura4.1y 4.2), el cual
alcanz6 un mayor peso de grano respecto a Jocketta, a través de ambos experimentos y
tratamientos (excepto en el Exp I, donde Alim5.09 en la condicion ETxEH alcanz6 menor PG
que Jocketa Tabla 2.3, capitulo 2). Ademas, los mencionados atributos quimicos, se relacionaron
positivamente con la relacion F/D y el valor SPAD, estimador indirecto de clorofila y por ende

del contenido de N foliar, de forma tal que a mayor valor SPAD mayor es el contenido de N foliar
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(Figura 4.1 y 4.2). Observamos que el genotipo Alim5.09 alcanzé mayor valor SPAD y mayor
relacion F/D, presentando mayor contenido de N foliar y mayor cantidad de asimilados
disponibles por grano en comparacion con Jocketta a través de ambos experimentos y tratamientos
(Tabla 4.1y 2.4, capitulo 2). Estas caracteristicas del genotipo Alim5.09 junto a la mayor tasa de
removilizacion de N desde el tallo documentada en Ergo et al. (2021), podrian aumentar la
disponibilidad de carbono y nitrdgeno, esenciales para la sintesis de los distintos componentes
quimicos del grano permitiendo explicar el mayor contenido y concentracion de Pr en grano.
Ademas, podria justificar la ausencia de un adelantamiento de la senescencia y de un acortamiento
de la duracion del llenado de grano en las parcelas bajo riego observadas en este genotipo de alta
Pr analizado en el mismo sistema experimental. Es interesante destacar que, aparte de los recursos
provenientes de la planta madre, el grano también regula la sintesis de los distintos componentes
guimicos en su interior (Weber et al., 2005). En este sentido, la mayor tasa de acumulacién de
proteina, aceite y fraccion residual exhibida por Alim5.09 respecto de Jocketta (Tabla 3.2 y 3.3,
capitulo 3) indicaria una mayor actividad metabolica del grano, destacando asi la importancia de
considerar no solo la fuente de asimilados sino también, la capacidad intrinseca del grano para la

sintesis de los diferentes componentes quimicos.

Como se menciond previamente, la cantidad de asimilados (principalmente carbono y
nitrogeno) para la sintesis de los componentes quimicos del grano resulta fundamental durante la
etapa del llenado de grano. Las fuentes nitrogenadas para la sintesis de proteina en soja provienen
de la absorcion de nitrato del suelo, la fijacion de nitrégeno atmosférico y la removilizacion del
N acumulado en los tejidos vegetativos (Shibles et al., 1994). Esta Gltima es la mas predominante,
dado que, entre el 50 y 100% del nitrogeno final del grano proviene de la redistribucién a partir
de las hojas (Zeiher et al., 1982). Por otro lado, la capacidad de utilizacion del nitr6geno por las
plantas esta intimamente ligada a la disponibilidad de luz en relacién a la actividad fotosintética
(Johnson et al., 2010). Durante el proceso de fotoasimilacion, se generan agentes reductores que
reducen el nitrato a nitrito y, posteriormente, a amoniaco que serd asimilado en forma de
aminodacido. Este proceso es fundamental en las plantas y se ha indicado que, si se reduce la
cantidad de luz que llega al canopeo, el proceso de fotoasimilacion también se reduciria (Evans,
1989). En nuestro estudio observamos que condiciones de estrés hidrico individual o acompafiado
de estrés térmico durante el llenado de grano en soja afectaron la fuente fotosintética, lo cual se
evidencio a través de reducciones tanto de la captura de RFAIrs.rz como de la funcionalidad de
dicha fuente, debido a reducciones de la fotosintesis (Tabla 4.1). La reduccion en la RFAIlgrs.r7€n
las parcelas bajo déficit hidrico podria deberse a la disminucion del indice de area foliar (Tabla
2.4, capitulo 2) y al acortamiento del periodo de llenado de grano inducido por la senescencia
foliar anticipada (Ergo et al., 2021), lo cual también afectaria el periodo de fotosintesis activa y,

finalmente, la produccion de asimilados. El valor SPAD también se redujo ante condiciones de
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déficit hidrico en el Exp | y aungue no fue significativo en el Exp |1, Ergo et al. (2021) detectaron
la caida de este valor en una medicion posterior en el llenado de grano. La disminucion de esta
variable indicaria menor contenido de N foliar y por lo tanto podria afectar la sintesis de proteina.
Por otra parte, en las parcelas bajo déficit hidrico aumentd la relacién C/Nnyja (indicando
disminuciones de carbono y en mayor proporcion de nitrégeno en las hojas) (Tabla 4.1),
sugiriendo removilizacion de N desde las hojas. Sin embargo, la reduccion de la relacién C/Ntaio
(lo cual implica leves aumentos de carbono y mayores incrementos de nitrégeno en el tallo) y el
IC (indicando menor particion de asimilados hacia 6rganos reproductivos) (Tabla 4.1) sugirieron
limitaciones en el proceso de removilizacion de reservas desde ese tejido y, por lo tanto, la
disminucién de la particion de asimilados hacia los granos en activo crecimiento. Esto podria
afectar de manera irreversible la disponibilidad de los precursores necesarios para la sintesis de
los distintos componentes quimicos del grano, explicando, al menos en parte las reducciones
observadas en el contenido de proteina (Tabla 3.1, capitulo 3). Teniendo en cuenta que la cantidad
de asimilados (estimado como RFAIlrsr7 € IAF), asi como la removilizacion de reservas
nitrogenadas son fundamentales para la sintesis de proteina en el grano, esto podria estar
explicando la asociacion positiva entre el contenido y concentracién de proteina con la relacion
F/D que observamos en este estudio (Tabla 4.2).

Por otro lado, para la sintesis de aceite e hidratos de carbono la mayor parte del carbono, hasta
el 77%, proviene de la fotosintesis actual, mientras que el 23% restante proviene de la
removilizacion de reservas (Yamagata et al., 1987). La sacarosa es la principal forma de transporte
de carbono para los granos en crecimiento. Adicionalmente, la sacarosa puede almacenarse en
forma de almidén en diferentes tejidos de la planta madre antes de su movilizacion (Huber et al.,
1984). La fotosintesis actual, asi como la removilizacidn de reservas y la capacidad intrinseca del
grano para acumular biomasa pueden ser modificadas por condiciones de estrés hidrico (De Souza
et al., 1997; Egli y Bruening, 2004), estrés térmico (Djanaguiraman et al., 2011; Prasad et al.,
2008; Thomas et al., 2003) y/o interaccidon de ambos estreses (Ergo et al., 2018, 2021; Prasad et
al., 2011, Carrera et al., 2022) pudiendo afectar tanto el peso de grano (Tabla 2.3, capitulo 2)
como la composicién quimica del grano de soja (Tabla 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 y 3.5, capitulo 3). El
indice de area foliar es un indicador del tamafo de la fuente fotosintética a nivel de cultivo,
mientras que la fotosintesis mide la tasa de fijacion de CO- instantanea en la hoja. EI IAF esta
intimamente relacionado con la RFAIlrs.r7 (Maddonni y Otegui, 1996) y bajo condiciones de
déficit hidrico estas variables, junto con la fotosintesis se redujeron (Tabla 4.1), por lo que la
produccion de compuestos carbonados estaria limitada. Como se menciond en el parrafo anterior,
observamos que la removilizaciéon y la particion de asimilados hacia los granos estuvo
condicionada y se evidencio a través reducciones en el IC en las parcelas bajo déficit hidrico. De

forma tal que, la menor produccién y movilizacién de compuestos carbonados bajo condiciones
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de estrés hidrico impactaria negativamente en la sintesis de aceite y fraccion residual (Tabla 3.1,
capitulo 3). Considerando ambos procesos fisiologicos, se desprende que la cantidad de
asimilados acumulados durante el Ilenado de grano (i.e. RFAIgrs.r7), asi como la distribucion de
los mismos por grano (i.e. relacion F/D) permitirian explicar la asociacion positiva de estas
variables con el contenido de aceite (Tabla 4.2). Otro aspecto interesante de destacar es que, en
el capitulo 3, bajo condiciones de déficit hidrico el contenido de proteina fue levemente méas
afectado que el contenido de aceite, resultando en un ligero aumento en la concentracion de este
altimo componente (Tabla 3.1, capitulo 3). Esto en conjunto con la ampliamente documentada
relacion negativa entre la concentracion de proteina y aceite (Hymowitz et al., 1972; Panthee et
al., 2005; Wilcox y Cavins, 1995), contribuirian a comprender la asociacion negativa entre la
RFAIgs.r7Y relacion F/D con la concentracion de aceite (Tabla 4.2).

Respecto a la composicién del aceite, en el capitulo 3 se observaron cambios en los acidos
grasos oleico, linoleico y linolénico ante los distintos tratamientos (Tabla 3.4), derivando en la
modificacion de calidad final del aceite. Del analisis de componentes principales (Figuras 4.1y
4.2) se desprende que la RFAIrsr7 y fotosintesis se asociaron positivamente con los &cidos
linoleico y linolénico y de manera negativa con el &cido oleico, indicando la fuerte dependencia
de los &cidos grasos insaturados de la fuente generadora y asimiladora de carbono. En este sentido,
en estudios de manipulacion de la fuente de asimilados, que incluyeron tratamientos de
defoliacion en soja durante el llenado de grano (Carrera et al., 2022; lIzquierdo et al., 2009)
encontraron incrementos de la concentracién del acido oleico y reducciones de los acidos linoleico
y linolénico ante incrementos en la radiacion solar interceptada. Willms et al. (1999) sefialé que
ante incrementos de la radiacion aumentaria el suministro de carbono hacia los granos y la sintesis
total de aceite, por lo que ha sido sugerido que ese carbono extra seria preferencialmente
direccionado hacia la sintesis del &cido oleico por sobre la de los &cidos linoleico y linolénico
(Carrera et al., 2022; Izquierdo et al., 2009). Por otro lado, es conocido también, que los &cidos
grasos insaturados también responden a la temperatura (Carrera et al., 2011; Izquierdo et al., 2002;
Rondanini et al., 2003), y en nuestros experimentos la temperatura interna de la planta,
(cuantificada mediante la temperatura del canopeo) fue modificada en respuesta a los tratamientos
de déficit hidrico (Tabla 4.1). El &cido oleico se desatura sucesivamente formando los acidos
linoleico y linolénico mediante las enzimas oleato y linoleato desaturasa. Ha sido documentado
que la actividad de estas enzimas puede afectarse y disminuir ante incrementos de la temperatura
en el rango comprendido entre los 30 y 35 °C (Cheesbrough, 1989; Tang et al., 2005). Como se
discutio previamente en el capitulo 3, el aumento sostenido de la temperatura del canopeo durante
el llenado de grano en las parcelas bajo déficit hidrico (30-35 °C; Tabla 4.1), habria limitado la
capacidad de la planta de refrigerar, pudiendo afectar la actividad de las enzimas implicadas en la

desaturacion del acido oleico, provocando una mayor acumulacion del &cido oleico en detrimento
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de los acidos linoleico y linolénico, aumentando asi la relacién Ol/Ln (Tabla 3.4, capitulo 3). Esto
contribuiria a explicar por qué la temperatura del canopeo se asocié de manera positiva con el
acido oleico y negativamente con los &cidos linoleico y linolénico (Figura 4.1 y 4.2). Estas
asociaciones fueron confirmadas a través de regresiones lineales simples (Figura 4.3). Ademas de
la temperatura, se ha sefialado que la calidad de la luz (i.e., relacion R/RL) también influencia la
sintesis de los &cidos grasos insaturados (Britz y Cavins, 1993). Mas aun, en ensayos en
condiciones controladas donde se evalu6 el rol de la calidad de luz sobre la sintesis de los acidos
grasos insaturados en soja, Holden et al. (1994) encontraron que reducciones en la relacion R/RL
condujeron a disminuciones de la concentracion de &cido oleico en los granos y se relacionaron
con incrementos en la actividad de la enzima citosélica omega-6-desaturasa, que cataliza la
conversién del acido oleico en acido linoleico. Considerando este antecedente, es posible
proponer que el aumento en la relacion R/RL en las parcelas bajo condiciones de déficit hidrico
en nuestro experimento (Tabla 4.1), promoveria incrementos en la concentracion de acido oleico,
derivando asi en la asociacion positiva entre la concentracion de 4cido oleico y la relacion R/RL
observada en el gréfico biplot (Figura 4.2). Finalmente, el aumento en la relacion R/RL en las
parcelas bajo déficit hidrico podria deberse a los movimientos paraheliotrépicos de las hojas de
soja como documento previamente Hirata et al. (1983) y mas recientemente Carrera et al. (2021)
en ensayos realizados con la misma aproximacion experimental que esta tesis. Dicho movimiento
permite mantener los foliolos de las hojas paralelos a los rayos solares y evitar el
sobrecalentamiento de las mismas (Bielenberg et al., 2003), contribuyendo a mitigar los efectos
adversos del déficit hidrico (disminuyendo la superficie evapotranspirante) y facilitando ademas

el ingreso de luz solar a través del canopeo.

Con relacién a las distintas isoformas de tocoferoles, se observé que la concentracién de alfa
y beta tocoferol se asociaron positivamente entre si y, negativamente con la concentracion de
gamma y delta tocoferol (Figura 4.1y 4.2). La asociacion negativa entre la concentracién de alfa
y delta tocoferol ha sido ampliamente documentada (Carrera et al., 2011; Frankel, 1989; Sattler
et al., 2004; Seguin et al., 2009). Carrera et al. (2011) sugirieron que dicha relacion podria reflejar
la competencia por el 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona, precursor comun para la sintesis de alfa
y delta tocoferol. Por otro lado, una de las principales funciones de los tocoferoles esta asociada
a su actividad antioxidante relacionada al mantenimiento de la integridad de las membranas
celulares protegiendo los lipidos de éstas del estrés oxidativo (Foyer y Shigeoka, 2011; Munné-
Bosch y Alegre, 2002). En un estudio paralelo, utilizando la misma aproximacion de esta tesis,
Ergo et al. (2021) encontraron que condiciones de déficit hidrico promovieron el cierre
estomatico, aumentos de la temperatura foliar y del estrés oxidativo. Estos eventos a nivel de
planta podrian haber promovido el cambio en la composicion de los tocoferoles en el aceite como

respuesta al estrés. Coincidentemente a lo discutido en el capitulo 3, un EH durante el llenado de
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grano, podria alterar el metabolismo de sintesis de los tocoferoles, mediante un aumento de la
temperatura interna de las plantas (evidenciado en el aumento significativo de la temperatura del
canopeo, Tabla 4.1), que podria modificar la actividad enzimatica de la gamma tocoferol metil
transferasa (enzima que interviene en la conversion de gamma a alfa tocoferol) y/o los genes que
codifican dicha enzima (Carrera y Seguin, 2016), permitiendo una mayor sintesis de alfa tocoferol
a partir de su precursor gamma tocoferol, y explicando asi al menos en parte la asociacion negativa
con delta tocoferol y positiva con alfa tocoferol de la temperatura del canopeo (Figura 4.1y 4.2).
Reforzando esta hipdtesis, las regresiones lineales simples, indicaron que los precursores de alfa
y beta tocoferol, es decir gamma y delta tocoferol fueron explicados significativamente por la
temperatura del canopeo. En este caso, aumentos de la temperatura del canopeo promovieron
disminuciones lineales delta y gamma tocoferol (Figura 4.4C y D), confirmando lo observado en
los biplots. No obstante, la regresion lineal entre la temperatura del canopeo y alfa tocoferol no
fue significativa (Figura 4.4A). Esto podria deberse a que en el Exp | se generd una mayor
respuesta y rango de alfa tocoferol bajo los tratamientos respecto al Exp 11 (87,9-5,6 g g grano
vs 64,2-12,4 g g* grano; Tabla 3.5, capitulo 3) y dado que en la regresion se incluyeron ambos
experimentos, el efecto de la temperatura del canopeo se habria atenuado (R?= 0,34; p=0,0171
para el Exp |y R?= 0,05; p=0,2194 para el Exp II). A pesar de ello, se observé la tendencia de
aumento en la concentracién de alfa tocoferol ante el incremento de temperatura del canopeo
(Figura 4.4A). Teniendo en cuenta estos resultados y el mecanismo por el cual la temperatura
interna de la planta podria modificar la composicion de tocoferoles, ain queda por dilucidar cémo
son regulados estos componentes a nivel genético. Por lo que en el capitulo siguiente avanzaremos
en el estudio de la regulacion de la sintesis de los tocoferoles en distintos momentos del Ilenado

de grano ante condiciones control y de ET, EH y ETXEH.

Es interesante destacar que el precursor inmediatamente anterior de alfa tocoferol es gamma
tocoferol, y en la conversion de gamma a alfa tocoferol interviene la enzima gamma tocoferol
metil transferasa (VVan Eenennaam et al., 2003). Mediante estrategias de ingenieria genética, como
la sobreexpresion de los genes que codifican para la enzima gamma tocoferol metil transferasa se
ha logrado incrementar la concentracion de alfa tocoferol disminuyendo la concentracion de delta
tocoferol en el grano (Chen et al., 2012; Shintani y DellaPenna, 1998; Vinutha et al., 2015). Por
lo tanto, considerar la regulacion de la actividad de esta enzima bajo condiciones de estrés abiotico
también resultaria clave para comprender los cambios en la composicion de tocoferoles en el

grano en nuestro estudio.

6. Conclusiones

La respuesta de los componentes de calidad quimica del grano de soja bajo condiciones
control, ET, EH y ETxEH fueron relacionadas con variables ecofisiol6gicas que caracterizaron a

la fuente generadora de asimilados. La RFAIrsr7Y la relacion F/D emergieron como las variables
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explicativas méas robustas del contenido de proteina y aceite como asi también de la concentracion
de proteina y aceite del grano. Incrementos en la RFAIlrsr7 Y la relacion F/D promovieron
aumentos en el contenido de proteina, aceite y la concentracion de proteina, disminuyendo la
concentracion de aceite. De esta manera, la intercepcion de la radiacion solar acumulada durante
el llenado de grano, asi como la distribucion de los asimilados por grano permitieron explicar el
impacto de los tratamientos de estrés y genotipos sobre los principales componentes industriales
del grano de soja. Generalmente la composicion del aceite de soja ha sido asociada a variables
ambientales como la temperatura media del aire, régimen de precipitaciones como asi también a
la radiacion acumulada por la planta durante el llenado de grano. Aqui hemos avanzado
estableciendo como variable explicativa a la temperatura del canopeo, la cual ademéas de ser
indicador del estado hidrico de la planta, permitié explicar las variaciones de los acidos grasos
insaturados y los distintos tocoferoles. Incrementos de la temperatura del canopeo se relacionaron
con aumentos de la concentracion de acido oleico y disminucion del acido linoleico y linolénico,
aumentando asi la relacion Ol/Ln. Asi mismo, aumentos de la temperatura del canopeo
promovieron incrementos de la concentracion de alfa tocoferol y consecuentemente redujeron la
concentracion de delta y gamma tocoferol. A partir de estos resultados, se avanzaréa en el capitulo
5 sobre mecanismos que regulan la sintesis de las distintas isoformas de tocoferol teniendo en

cuenta las variables explicativas aqui presentadas.
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CAPITULO 5

EXPRESION DE GENES ASOCIADOS A LA’BIO'SiNTESIS DE TOCOFEROLES
EN GRANOS DE SOJA EXPUESTA A ESTRES TERMICO Y DEFICIT HIDRICO
DURANTE EL LLENADO

1. Introduccion

El aceite de soja contiene compuestos menores denominados tocoferoles, cuya importancia
radica en la estabilidad oxidativa que le confieren al aceite en las semillas, sumado al valor
nutritivo que proporcionan a los granos debido a su actividad antioxidante como vitamina E en
humanos y animales (Sattler et al., 2004; Sherwin, 1976). Se ha indicado que, en humanos, el
consumo diario de dietas ricas en tocoferoles contribuye a la prevencion del envejecimiento,
enfermedades cardiovasculares y el cancer (Grusak et al., 1999; Shintani y DellaPenna, 1998;
Stephens et al., 1996). Existen cuatro isoformas de tocoferoles: alfa tocoferol, beta tocoferol,
gamma tocoferol y delta tocoferol, que se diferencian entre si por el nimero y la ubicacion de los
grupos metilo (Figura 5.1). Estas isoformas se encuentran en distintas proporciones en los granos
de soja, siendo las formas predominantes gamma (60-65%) y delta (20-26%) tocoferol, seguidos
de alfa (4-10%) y beta (1-3%) tocoferol (Bramley et al., 2009; Carrdo-Panizzi y Erhan, 2007; Van
Eenennaam et al., 2003). En general, los tocoferoles representan el 1,5% en relacion al aceite
total, siendo relativamente mas elevado que el de otros cultivos oleaginosos como el cartamo
(Carthamus tinctorius) y el girasol (Helianthus annuus) que poseen en promedio 0,5% y 0,8%,
respectivamente (Carpenter, 1979; Speek et al., 1985). Mientras que en soja la isoforma mas
abundante es el gamma tocoferol, en cartamo y girasol predomina el alfa tocoferol (alrededor del
80% del total tocoferol) (Hass et al., 2006; Hoppe y Krennrich, 2000; Velasco et al., 2005). Entre
las distintas fracciones, el delta tocoferol se destaca por poseer la mayor actividad antioxidante in
vitro (Jung y Min, 1990; Kamal-Eldin y Appelgvist, 1996), mientras que alfa tocoferol lo hace
por poseer la mayor actividad antioxidante in vivo (Fukuzawa et al., 1982, 1985; Kamal-Eldin y
Appelgvist, 1996) como vitamina E, debido a su retencion preferencial por la proteina de
transferencia del tocoferol en animales (Kono et al., 2013). Por ello, el alfa tocoferol ha recibido
especial atencién en distintos estudios con el objetivo de mejorar el valor nutritivo de los
alimentos (Dolde et al., 1999; Grusak et al., 1999; Konda et al., 2020; Shintani y DellaPenna,
1998; Van Eenennaam et al., 2003).

La biosintesis de los tocoferoles se produce en la envoltura de plastidos como cloroplastos y
cromoplastos, mediante una combinacion de dos precursores derivados de diferentes vias (Hunter
y Cahoon, 2007) (Figura 5.2). Estos precursores son el &cido homogentisico (HGA), que proviene
del p-hidroxi fenil piruvato (HPP), y el fitil difosfato (HPDP). El &cido homogentisico y el fitil
difosfato son condensados por la homogentisato fitil transferasa (HPT), generando 2-metil-6-fitil-
1,4-benzoquinona (MPBQ). EI MPBQ se metila para convertirse en 2,3-dimetil-6-fitil-1,4-
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benzoquinona (DMPBQ). Luego, la tocoferol ciclasa (TC) convierte el MPBQ y el DMPBQ en
delta tocoferol y gamma tocoferol, respectivamente. El ultimo paso de la ruta de biosintesis de
los tocoferoles es la metilacion del delta tocoferol y del gamma tocoferol por la gamma tocoferol
metiltransferasa (y-TMT), que produce beta tocoferol y alfa tocoferol, respectivamente (Sattler et
al., 2004; Shintani y DellaPenna, 1998). De esta manera, las enzimas MPBQ-MT y y-TMT
resultan claves en la determinacién de la composicion final de tocoferoles en los granos en

general.

En la soja, la concentracion final de tocoferoles y su composicion varia de acuerdo a factores
genotipicos, ambientales y la interaccion entre estos factores (Carrera et al., 2011; Carrera y
Seguin, 2016; Dolde et al., 1999; Seguin et al., 2010). En los ultimos afios se han llevado a cabo
distintas manipulaciones genéticas para mejorar el valor de la vitamina E en granos, incluida la
sobreexpresién de genes que codifican para enzimas limitantes en biosintesis de tocoferoles
(Shintani y DellaPenna, 1998; Van Eenennaam et al., 2003). En Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana), las enzimas MPBQ-MT y y-TMT estan codificadas por los genes VTE3 y VTE4,
respectivamente (Bergmidiller et al., 2003; VVan Eenennaam et al., 2003). La coexpresion de VTE3
y VTEA4 en plantas transformadas de soja, aumentd la proporcion alfa tocoferol hasta en un 90%
y disminuyd las proporciones de delta y gamma tocoferol en los granos (Van Eenennaam et al.,
2003). Se ha identificado que, en soja, la MPBQ-MT estd codificada por los genes:
Glyma.02G143700, Glyma.10G030600, Glyma.02G002000, Glyma.20G211500, vy
Glyma.10G178600 (Knizia et al., 2022) y la y-TMT por Glyma.12G014200 (TMT1),
Glyma.12G014300 (TMT2) y Glyma.09G222800 (TMT3), siendo las tres isoformas del gen TMT
(Dwiyanti et al., 2011; Vinutha et al., 2015). De manera interesante, se ha observado una
correlacion positiva entre la acumulacion de alfa tocoferol y la expresion del gen TMT (Dwiyanti
etal., 2011; Dwiyanti et al., 2007). Ademas, se ha encontrado una mayor expresion de la isoforma
TMT3 en granos de soja con alta concentracién de alfa tocoferol, en condiciones potenciales de
crecimiento (Dwiyanti et al., 2011; Vinutha et al., 2017). Sin embargo, segun nuestro
conocimiento, no existen aun trabajos que aborden la expresion de los genes mencionados en

granos de soja de plantas expuestas a condiciones combinadas de estrés térmico e hidrico.

Por otro lado, ha sido ampliamente investigado el efecto de los factores ambientales en la
determinacion de los tocoferoles (Almonor et al., 1998; Carrdo-Panizzi y Erhan, 2007; Carrera et
al., 2011; Seguin et al., 2010). Por ejemplo, aumentos de temperatura media de 21 °C a 29 °C
durante el llenado de grano incrementaron la concentracion de alfa tocoferol y disminuyeron la
concentracion de delta tocoferol (Britz y Kremer 2002; Chennupati et al., 2011). En condiciones
de déficit hidrico, Britz y Kremer (2002) observaron aumentos de la concentracion de alfa
tocoferol con disminuciones de delta y gamma tocoferol, sin cambios significativos en la

concentracion total de tocoferoles. Los resultados del capitulo 3 referidos a los tocoferoles
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mayoritariamente han coincidido con los resultados observados en los mencionados trabajos,
dado que aumentos de la concentracion de alfa tocoferol estuvieron acompafiados de
disminuciones de la concentracion de delta tocoferol, sin modificaciones significativas en la
concentracion total de tocoferoles en las parcelas bajo déficit hidrico. Estos cambios observados
fueron explicados, al menos en parte por modificaciones de la temperatura del canopeo, a través
de regresiones lineales en el capitulo 4. Tanto la temperatura del canopeo como el contenido
relativo de agua en hojas han sido utilizadas en numerosos estudios para caracterizar el estado
hidrico de las plantas a nivel de cultivos (Carrera et al., 2015; Jackson et al., 1981; Prasad et al.,
2011; Schonfeld et al., 1988). Se ha documentado también que, disminuciones progresivas del
contenido relativo de agua (Djanaguiraman et al., 2011; Lawlor, 1995; Prasad et al., 2011; Ritchie
et al., 1990) e incrementos de la temperatura del canopeo (Carrera et al., 2015; Jackson et al.,
1981; Prasad et al., 2011; Schonfeld et al., 1988) a causa de estrés térmico y/o hidrico reducen la
tasa de fotosintesis. Este proceso es fundamental en el metabolismo de las plantas debido a su
aporte de reservas carbonadas para la sintesis de aceite en el grano y por ende de los tocoferoles
gue lo conforman. Por lo tanto, consideramos que la inclusién de estas variables fisiol6gicas en
nuestro trabajo podria aportar al entendimiento de la biosintesis de tocoferoles en granos de

plantas expuestas a los mencionados estreses abidticos.

Los antecedentes sobre la composicion de los tocoferoles provienen principalmente de granos
cosechados a madurez (Britz et al., 2008; Britz y Kremer, 2002; Carrdo-Panizzi y Erhan, 2007,
Carrera et al., 2011; Carrera et al., 2014b), mientras que la informacion sobre la biosintesis de
tocoferoles en granos inmaduros es muy limitada. En experimentos en condiciones controladas,
Almonor et al. (1998) encontraron que la acumulacion de tocoferoles totales era paralela a la
acumulacién de aceite durante el crecimiento del grano de soja. Adicionalmente, en un ensayo a
campo en condiciones potenciales, Kumar et al. (2009) observaron que la proporcion relativa de
las distintas isoformas de tocoferoles cambiaba con el crecimiento del grano. Este estudio destaco
gue delta tocoferol fue la isoforma predominante en el estadio fenoldgico R5, mientras que en los
siguientes estadios fenoldgicos y hasta la madurez fisiol6gica gamma tocoferol fue la isoforma
gue contribuy6 en mayor proporcion a los tocoferoles totales. Si este patron de acumulacién de
tocoferoles se mantiene o cambia bajo condiciones de estrés abidtico resulta aun desconocido.
Mas aun, el estudio a nivel genético de los mecanismos de biosintesis y acumulacién de los
tocoferoles y como son regulados bajo condiciones de estrés térmico e hidrico y su interaccion es
menos conocido. Por lo tanto, proponemos investigar el impacto de los estreses en la expresion
génica de enzimas claves limitantes vinculadas a la biosintesis de tocoferoles, considerando

también variables fisioldgicas relacionadas al funcionamiento de las plantas.
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L Anillo aromatico ’ Cadena fitil
Componente | R1 R2 R3
a-tocoferol -CH3 -CH3 |-CH3
B-tocoferol -CH3 -H -CH3
y-tocoferol -H -CH3 |-CH3
d-tocoferol -H -H -CH3

Figura 5.1. Estructura molecular de las 4 isoformas de tocoferoles presentes en soja, adaptado de
(Wang, 2008).

P-hidroxi fenil piruvato (HPP)

J HPPD Glyma.02G143700

. . Glyma.10G030600
Acido homogentisico (HGA) Glyma.02G002000

Glyma.20G211500
Fitil-disfosfato (HPDP) —  HPT Glyma.10G175600
MPBQ-MT ] ) ) )
2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona 2,3-dimetil-6 fitil-1,4-benzoquinona
(MPBQ) (DMPBQ)
TC J TC
d-tocoferol y-tocoferol
Glyma.09G222800 ~
y-TMT J Glyma.12G014200 1-TMT
Glyma.12G014300 v
B-tocoferol a-tocoferol

Figura 5.2. Via simplificada de biosintesis de tocoferoles adaptado de Mufioz y Munne-Bosch
(2019). En rojo se destacan las enzimas involucradas: Hidroxifenilpiruvato dioxigenasa
(HPPDD); Homogentisato fitil transferasa (HPT); Metilfitilbenzoquinona metiltransferasa
(MPBQ-MT); Tocoferol ciclasa (TC); Gamma tocoferol metiltransferasa (y-TMT). Dentro de las
cajas estan indicados los genes candidatos identificados en soja para las enzimas MPBQ-MT
(Knizia et al., 2022) y y-TMT (Dwiyanti et al., 2011; Vinutha et al., 2015).
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2. Obijetivo

En el genotipo de soja Alim5.09 sometido a breves intervalos de altas temperaturas, déficit
hidrico y su interaccién durante el llenado se propone, determinar si los cambios en las
proporciones de los diferentes tocoferoles estan correlacionados con la expresion de los cinco
genes claves implicados en la biosintesis de los mismos, considerando ademds aspectos

fisioldgicos del funcionamiento de las plantas.

3. Materiales y métodos

Se realiz6 un experimento durante la campafia 2018/19 en el invernadero del Instituto de
Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales (Centro de Investigaciones Agropecuarias) INTA
(31°28'S, 64°08"0 Coérdoba Argentina) bajo las siguientes condiciones: temperatura promedio
diaria de 24 °C (con fluctuaciones de 19 °C de minima durante la noche y 28 °C durante el dia),
humedad promedio de 60% e intensidad luminica ~1200-1400 pmol m2 s, La fecha de siembra
fue el 14 de diciembre. El genotipo utilizado fue Alim5.09, debido a que los resultados previos
del capitulo 3 indicaron una mayor concentracion de alfa y beta tocoferol y menor de delta
tocoferol en este genotipo respecto a Jocketta. Ademas, en Alim5.09 la isoforma alfa tocoferol
fue la que registrd los mayores cambios ante los tratamientos de estrés, incrementandose ante el

déficit hidrico, sin modificaciones significativas de los tocoferoles totales.

Las plantas se cultivaron en macetas de PVC cilindricas de aproximadamente 4 litros de
capacidad. Se utilizd una mezcla de ~3,5 kg de sustrato himedo de tierra y arena en una relacion
2:1. Para el manejo del riego en el ensayo se determinaron las constantes hidricas y composicion
del sustrato (Tabla 15). El contenido hidrico del sustrato (CHS) a capacidad de campo se
determind mediante la ecuacion [5.1], mientras que el CHS en el punto de marchitez permanente
(PMP) se determind en laboratorio segtn el método ISO/FDIS 11274 (1998).

PHcc- PS .
CHS (%)=— x100 ecuacion [5.1]
PS

donde:
PHcc: peso humedo promedio del sustrato a capacidad de campo (g)
PS: peso seco promedio del sustrato (g)

Para ello, se regaron cinco macetas hasta alcanzar la saturacion del sustrato y una vez que se
completo el drenaje de las mismas se registré el PHcc. Este peso, considerado como la capacidad
de campo, es la cantidad maxima de agua capaz de ser retenida por el sustrato y representa el

100% del contenido hidrico del mismo (Cassel y Nielsen, 1986). Luego, se retir6 el sustrato de
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esas macetas y se llevo a una estufa de secado a 105 °C durante 72 horas para finalmente registrar

el PS (segun metologia propuesta por Brouwer et al. (1986)).

Tabla 5.1. Constantes hidricas y composicion del sustrato utilizado en el experimento del

invernadero durante la campafia 2018/19.

Constantes hidricas Porcentaje (%0)
Capacidad de campo (CC) 40

Punto de marchitez permanente (PMP) 12

Textura del suelo

Arena (%) 76,61

Limo (%) 12,00

Acrcilla (%) 11,39
Clasificacion textural Franco arenoso

La siembra se realiz6 manualmente colocando en cada maceta tres semillas, previamente
curadas con fungicida (CRUISER® ADVANCED), a ~2cm de profundidad. En el estadio
cotiledonar (VC, segun escala de Fehr y Caviness, 1977), se rale6 para dejar una planta por maceta
y aproximadamente 18-20 plantas m2. Las plantas se mantuvieron libres de malezas y

enfermedades durante el ciclo del cultivo.

3.1 Tratamientos y disefio experimental

Luego de la siembra, todas las macetas fueron regadas y llevadas al 80% del CHS. Entre la
siembra y el comienzo de los tratamientos de estrés hidrico, las macetas se regaban diariamente
en las primeras horas de la mafiana reponiendo el agua perdida durante el dia. Para ello, primero
se registraba el peso de cada una de las macetas y de acuerdo al peso objetivo de CC de cada una

de ellas se determinaba la cantidad de agua que debia reponerse cada dia (Figura 5.2A y B).

Los tratamientos se impusieron al inicio del llenado de grano, estadio R5 (Fehr y Caviness,
1977). Para ello, la mitad de las macetas elegidas al azar se trasladaron a un cubiculo contiguo
dentro del mismo invernadero con el fin de establecer un régimen de temperatura diferencial entre
ambos cubiculos. Las macetas se agruparon bajo un disefio completamente aleatorizado en arreglo
de parcelas dividida con seis repeticiones (cada maceta se considerdé una unidad experimental).
De esta manera, la parcela principal quedé constituida por el nivel térmico, mientras que la
subparcela fue el nivel hidrico. Los niveles térmicos fueron: 1) plantas control expuestas a una
temperatura media promedio diaria de 24 °C, maxima promedio de 30 °C y minima promedio de
18 °C durante todo el ciclo y 2) plantas bajo estrés térmico, donde la temperatura objetivo fue
superar los 32 °C durante 6 h alrededor del mediodia (de 10:00 a 16:00) desde el estadio R5 hasta
el de R7. Para lograr el aumento de temperatura se colocaron dos caloventores en el cubiculo. A
fin de registrar la temperatura y la humedad relativa dentro de cada cubiculo se utilizaron sensores
digitales (DS1923L-F5, resolucién: 0,5 °C, registradores de datos |-buttons, Digi-Key Co. Ltd.,
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EE.UU.) que se dispusieron por encima de las plantas. Las mediciones se registraron cada media
hora durante la imposicion de los tratamientos. En cada cubiculo se caracterizo el régimen térmico
utilizando la misma metodologia descripta en el capitulo 2. Los resultados de dicha
caracterizacion se muestran en la Tabla 17. Los niveles hidricos consistieron en: 1) plantas
control, donde las macetas se regaron diariamente con el objetivo de mantener el 80% del CHS
durante todo el ciclo del cultivo y 2) plantas bajo estrés hidrico, donde el riego fue suspendido de
manera gradual hasta alcanzar el 40% del CHS al inicio de los tratamientos, en el estadio R5, y
se mantuvieron en dicha condicion hasta el fin del ciclo del cultivo, estadio R7. De la combinacion
de los niveles térmico e hidrico se generaron cuatro tratamientos: plantas bajo riego sin estrés
térmico (control), plantas bajo riego expuestas a episodios de estrés térmico (ET), plantas bajo
estrés hidrico (EH) pero sin estrés térmico, plantas expuestas a la combinacién de estrés térmico
e hidrico (ETXEH). Los tratamientos se extendieron durante el llenado de grano, las mediciones
y muestreos en las plantas se realizaron en cinco estadios fenoldgicos utilizando la escala
propuesta por Fehr y Caviness (1977) para los estadios R5, R5.5, R6 (un grano verde llena la
cavidad de la vaina, ubicada en uno de los cuatro nudos superiores del tallo principal) y R8. Para
el estadio fenoldgico R6.5 (todas las cavidades de las vainas estdn completamente llenas con
granos, en los cuatros nudos superiores del tallo principal), se utilizo la definicidén propuesta por
Whiting et al. (1988). Cada estadio fenoldgico incluyo seis macetas por tratamiento, exceptuando

al estadio R8 el que incluyd cuatro macetas por tratamiento.

Figura 5.3. Grupo de macetas de la situacion control conteniendo plantas de soja del genotipo
Alim5.09 en el estadio fenoldgico V1 (A), y maceta conteniendo planta de soja en el estadio
fenologico V3 en la cual se muestra el procedimiento de pesada diario para el posterior céalculo
de reposicion de agua con el objetivo de mantener el 80% del contenido hidrico del sustrato.
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Marcado de vainas y muestreo de granos

Antes de la imposicion de los tratamientos, en cada una de las plantas se identificaron y
marcaron vainas en el tallo principal de la misma edad fenoldgica, correspondientes al estadio
R5. Para ello, seguimos la metodologia descripta en el capitulo 2, pero sin diferenciar estratos. Se
recolectaron las vainas marcadas de seis plantas por tratamiento durante los estadios R5, R5.5,
R6 y R6.5 y de cuatro plantas por tratamiento en el estadio R8. Una fraccion de los granos de
dichas vainas fue utilizada para determinar la concentracion de los distintos tocoferoles en grano
y la otra fraccion para la cuantificacion de los niveles de transcritos de los genes MPBQ4,
MPBQ2, TMT1, TMT2 y TMT3 (ver Tabla 6) implicados en la biosintesis de tocoferoles. De
cada muestra de vainas se separd una parte para determinar el peso seco de los granos siguiendo
la metodologia descripta en el capitulo 2. Del resto de las vainas, se separaron los granos y se
dividieron en dos submuestras que se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. Ambas
submuestras se almacenaron a -80 °C en ultrafreezer (Righi UF500-86LV, Argentina). La primera
submuestra se utilizd para la extraccion de ARN y la cuantificacion de los niveles de transcritos
de los genes mencionados mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
reversa (RT-qPCR). La segunda submuestra de granos se utiliz6 para determinar la concentracion

de las distintas isoformas de tocoferoles mediante cromatografia HPLC.
Extraccion de tocoferoles

Para la extraccion de las distintas isoformas de tocoferoles (alfa, beta, gamma y delta) y total

tocoferol en grano (ug g grano) se siguid la misma metodologia descripta en el capitulo 3.

3.2 Andlisis de expresion génica mediante RT-gPCR

El ARN se extrajo de los granos cosechados en los estadios R5, R5.5, R6 y R6.5. Para ello, a
partir de ~100 mg de grano molido, se realizé el aislamiento de ARN utilizando TRIzol, siguiendo
las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina). EI ADN genémico se
eliminé mediante el tratamiento con DNasa | (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) y se incubd
en un bloque térmico (Eppendorf Thermomixer, Alemania) durante 30 minutos a 37 °C. La
reaccion se detuvo con solucién EDTA 0.5 M durante 10 min a 65 °C en el bloque térmico
(Eppendorf Thermomixer, Alemania). La concentracion y calidad de ARN se midi6 usando un
espectrofotometro (Thermo Scientific NanoDrop 3300, Estados Unidos). La calidad del ARN
aislado se determind midiendo la absorbancia a 260-280 nm y la integridad se comprobd mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2%. EI ADN complementario (ADNCc) se sintetiz6 usando
la enzima M-MLYV transcriptasa reversa (Promega, Estados Unidos), siguiendo las indicaciones
del proveedor (Biodynamics, Buenos Aires, Argentina). Para la reaccion de qPCR se utilizé un
volumen final de 15 pL: 2 uL de ADNc, 8 uL de SYBR Green Supermix (Bio Rad, Estados
Unidos), 0,8 uL del cebador forward , 0,8 uL del cebador reverso y 3,4 uL de H,O. La reaccion
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de gPCR se llevo a cabo utilizando un termociclador iQ5 (Bio Rad, Estados Unidos). El ciclado
consistié en un paso inicial de desnaturalizacion de 3 min a 95 °C, luego 40 ciclos de 15 seg de
desnaturalizacion a 95 °C, 30 seg de hibridacién a 60 °C y 30 seg de extension a 68 °C. Finalmente
se realizé una curva de melting para cada gen analizado. De los cinco genes candidatos que
codifican para la enzima MPBQ-MT, se seleccionaron dos que mostraron mayor expresion génica
en grano basados en los datos de RNAseq disponibles en https://www.soybase.org/soyseq/. Las
secuencias de los genes de interés MPBQ2, MPBQ4, TMT1, TMT2 y TMT3 se buscaron en la
base de datos GenBank del NCBI (National Center for Biotechnological Information). Los

cebadores, listados en la tabla 5.2, se disefiaron usando los programas Primer 3 (Rozen y
Skaletsky, 2000) y Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/). EI gen de
referencia usado fue actina. Los cambios de expresion génica (Fold change) se determinaron
normalizando los niveles de transcripcion de los genes de interés con respecto al gen de control
interno (actina), seguido de la normalizacion con respecto a la expresion del gen correspondiente
en el tratamiento control utilizando el método de 222“T propuesto por Livak y Schmittgen (2001).
Los cambios de expresion se transformaron en log, para normalizar los datos y se muestran como
logz-fold change. El andlisis estadistico para determinar si los datos de dos grupos diferentes de
tratamientos eran estadisticamente significativos se realizd utilizando la prueba t de Student no

apareada de dos colas en Infostat (Di Rienzo et al., 2014).

Tabla 5.2. Cebadores disefiados a partir de los programas Primer 3 y Primer-Blast y utilizados
para RT-gPCR.

Identificacion del gen | Nombre del gen | Secuencia del cebador (5°-3”)
Glyma.10G030600 MPBQ4 Fw GCTGGCTGCTCTTGCAAGCTAT

Rv CCTCTTAAGACTGCTGATGGACAG
Glyma.02G143700 | MPBQ2 Fw CCAAAGTTTCATCAAATGTACGCGC

Rv CCCCTCCCGCCCAAATTATC
Glyma.12G014200 |TMT1 Fw CTGGAGGCAGAGTATAGCG

Rv AAACTCCCAGGTCCCACCCAAT
Glyma.12G014300 |TMT?2 Fw GAAGCAAGTTTCCAACAGGTCG

Rv CGCCAATCATAGGAGATATTGCATATG
Glyma.09G222800 |TMT3 Fw CAGTGGACTTAAAACCATAAAGGGAGC

Rv CCACATACTCTATATCATTCACACGAG
Actina Fw AACGACCTTAATCTTCATGCTGC

Rv GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG

3.3 Mediciones fisioldgicas

Durante el llenado de grano se realizaron mediciones de contenido relativo de agua,
temperatura de canopeo y fotosintesis en las seis plantas por tratamiento en los estadios R5, R5.5,

R6 y R6.5. El contenido relativo de agua (CRA) se determiné siguiendo la metodologia propuesta
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por Hossain et al. (2014) con algunas modificaciones. Para ello, se corté el foliolo central de la
tercera hoja trifoliada totalmente expandida del tallo principal en cada una de las plantas. El peso
fresco (PF) del foliolo se obtuvo inmediatamente después del corte. A continuacion, el foliolo se
sumergio en agua destilada para lo cual se us6 una bolsa tipo Elisa y se llevo a cdmara fria durante
24 horas. Luego, se extrajo el foliolo, se elimind el agua de la superficie mediante papel
absorbente y se pes6 para obtener el peso turgente (PT). Finalmente, cada uno de los foliolos se
secaron en una estufa de aire forzado a 60 °C durante 48 horas hasta alcanzar peso seco constante
(PS). El CRA se estimd mediante la ecuacion [5.2] propuesta por Turner (1986):

S

CRA (%)=—— x100 ecuacion [5.2]
PT-PS

Para la determinacion de la temperatura del canopeo y fotosintesis se siguio la metodologia

descripta en el capitulo 4.

4. Resultados

4.1 Caracterizacion del régimen térmico durante la imposicion de los tratamientos
de estrés

La temperatura maxima promedio del aire durante el llenado de grano (42 dias; considerando
las 6 hs diarias de estrés térmico) en los cubiculos bajo ET y ETXEH super6 a la del control y el
EH en 11 °C, mientras que la temperatura media promedio del aire en ET y ETXEH superd a la
del control y EH en 7 °C y la temperatura minima promedio del aire fue 5 °C mayor en ET y
ETxEH respecto a la del control y EH (Tabla 5.3). El IET estimado en las plantas fue 5,5 °C h!
mayor bajo ET y ETXEH en relacion a las plantas control y EH. La humedad relativa en los
tratamientos de ET (ET y ETXEH) fue levemente mayor (18%) comparado con los tratamientos
control y EH. ElI DPV aument6 1,4 kPa en los tratamientos de ET en comparacion con los
tratamientos sin ET. Este incremento podria estar relacionado con el aumento de la temperatura
media promedio en los tratamientos bajo ET comparado con los tratamientos sin ET, de manera
similar a lo mencionado previamente en los experimentos en condiciones de campo (ver Capitulo
2, Tabla 2.1).
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Tabla 5.3. Promedio diario de la temperatura méaxima (max), media y minima (min) del aire (T),
humedad relativa del aire, indice de estrés térmico (IET), déficit de presion de vapor (DPV)
durante los tratamientos de estrés térmico (ET) de 6 horas. Las mediciones en el experimento se
registraron cada media hora por encima de las plantas en cada cubiculo del invernadero. El nivel
térmico control incluye los tratamientos: control y EH, mientras que el ET, incluye el ET
propiamente dicho y el ETxEH.

Tratamiento TMax T Media TMin Humedad o spoc Zhoras oo hoys
Relativa >32°C
. , °C
() ® o Oy el
Control y EH 309 275 222 551 15,7 140 11 15
ETyETXEH ¢ 417 349 273 651 23803 3610 66 29

“1ET: relacion entre la suma de temperaturas (X T > 32 °C) y la fraccion de tiempo (Z horas > 32
°C) por encima de 32 °C.

$ DPV: calculado durante los episodios de estrés térmico segtn la metodologia de Allen et al.
(1998).

® ETxEH: interaccion entre el estrés térmico e hidrico.

4.2 Evaluacion de variables fisioldgicas

Contenido relativo de agua

La Figura 5.4 muestra el contenido relativo de agua en hojas de plantas expuestas a los
diferentes tratamientos a través del llenado de grano. En el estadio R5, hubo diferencias
significativas en el CRA bajo la interaccion NTxNH, se observaron disminuciones del 5, 20 y
43% en las plantas expuestas a los tratamientos de ET, ETXEH y EH, respectivamente con
relacién al control (84%). De la misma manera, en el estadio R5.5 hubo diferencias significativas
en la interaccion NTxNH, en este caso el ET no se diferencié del control, mientras que el CRA
disminuy6 un 32% y 22% en plantas bajo EH y ETxEH, ambos respecto al control (84%). En el
estadio R6, el CRA fue significativamente afectado solo por el NH, disminuyendo un 20% en las
plantas bajo EH y ETxEH con relacidn a las plantas bajo riego (control y ET) cuyo valor fue de
78%. Finalmente, en el estadio R6.5 y al igual que en el estadio anterior, el CRA fue afectado
significativamente por el NH, disminuyendo un 13% en las plantas bajo déficit hidrico respecto

de las plantas bajo riego (72% vs 83%, respectivamente).
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Figura 5.4. Contenido relativo de agua en hojas de soja de Alim5.09 expuesta a tratamientos que
resultaron de la combinacion de dos niveles térmicos (temperatura control y estrés térmico) y dos
niveles hidricos (riego y estrés hidrico): control (riego a temperatura ambiente), estrés térmico
(riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura ambiente) y ETXEH en distintos estadios
fenolodgicos durante el llenado de grano: R5, R5.5, R6 (segun Fehr y Caviness, (1977)) y R6.5
(seglin Whiting et al. (1988)). Letras distintas muestran diferencias significativas entre las medias
de los tratamientos en cada momento segln la prueba de comparacion de diferencia minima

significativa (p <0,05).
Temperatura del canopeo

La temperatura del canopeo (TC) a través del llenado de grano se muestra en la Figura 5.5. En
el estadio R5, la TC fue afectada significativamente por la interaccion NTxNH, y se registraron
aumentos promedio de 3,3 °C en las plantas bajo ET y EH con relacién al control (29,3 °C),
mientras que, en las plantas bajo ETXEH, la temperatura aument6 10,1 °C respecto al control
(29,3 °C). En el estadio R5.5, la TC también fue afectada significativamente por la interaccion
NTxNH, provocando incrementos de 2,5, 3,7 y 8,5 °C en las plantas bajo EH, ET y ETXEH,
respectivamente respecto del control cuyo valor fue de 24,9 °C. Similarmente, en el estadio R6,
la TC fue modificada significativamente por NTxNH, registrando aumentos de 3,5, 4,4y 5,7 °C
en las plantas bajo ET, EH y ETXEH, respectivamente con relacién al tratamiento control, el cual
present6 un valor promedio de 22,3 °C. Por altimo, en el estadio R6.5, la TC solo fue modificada
significativamente por el factor nivel térmico, provocando un aumento promedio de 3,6 °C en las
plantas bajo ET y ETXEH respecto de las plantas sin estrés térmico (control y EH) las que

exhibieron un valor de ~27,0 °C.
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Figura 5.5. Temperatura del canopeo en hojas de soja de Alim5.09 expuesta a tratamientos que
resultaron de la combinacion de dos niveles térmicos (temperatura control y estrés térmico) y dos
niveles hidricos (riego y estrés hidrico): control (riego a temperatura ambiente), estrés térmico
(riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura ambiente) y ETxXEH en distintos estadios
fenoldgicos durante el llenado de grano: R5, R5.5, R6 (segun Fehr y Caviness, (1977)) y R6.5
(segin Whiting et al. (1988)). Letras distintas muestran diferencias significativas entre las medias
de los tratamientos en cada momento segln la prueba de comparacion de diferencia minima
significativa (p <0,05).

Fotosintesis

En la Figura 5.6 se muestra el progreso de la fotosintesis a través del llenado de grano.
Observamos que en el estadio R5, la fotosintesis fue significativamente afectada solo por el NH
(p <0,05), cayendo en promedio un 61% en las plantas bajo EH y ETxEH respecto a las plantas
regadas, control y ET (29,4 pmol CO, m? st). En el estadio R5.5, la fotosintesis también fue
afectada por el NH (p <0,05), reduciéndose un 80% en las plantas bajo EH y ETXEH con relacion
a las plantas regadas (control y ET) cuyo valor promedio fue 18,1 umol CO, m?2 s, En el estadio
R6, continud la misma tendencia y la fotosintesis se redujo ante condiciones de estrés hidrico,
alcanzando reducciones del 84% en las plantas bajo EH y ETxEH respecto de las plantas bajo
riego cuyo valor fue 16,4 umol CO, m? s?. Finalmente, en el estadio R6.5, la fotosintesis
disminuyo significativamente en las plantas bajo EH y ETxEH, reduciéndose un 58% con relacion
a las plantas regadas (13,6 umol CO, m? s?) las que, y como era de esperar, también presentaron
menor tasa fotosintética respecto al inicio de los tratamientos. En general, si bien la fotosintesis
fue disminuyendo conforme al avance del llenado de grano, la principal diferencia entre los
tratamientos fue debida al nivel hidrico, dado que ni el nivel térmico ni la interaccion NTxNH

resultaron significativas en los distintos estadios fenologicos evaluados (datos no mostrados).
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Figura 5.6. Tasa de fotosintesis en hojas en hojas de soja de Alim5.09 expuesta a tratamientos que
resultaron de la combinacion de dos niveles térmicos (temperatura control y estrés térmico) y dos
niveles hidricos (riego y estrés hidrico): control (riego a temperatura ambiente), estrés térmico
(riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura ambiente) y ETXEH en distintos estadios
fenoldgicos durante el llenado de grano: R5, R5.5, R6 (segun Fehr y Caviness, (1977)) y R6.5
(seglin Whiting et al. (1988)). Letras distintas muestran diferencias significativas entre las medias
de los tratamientos en cada momento seguin la prueba de comparacion de diferencia minima

significativa (p <0,05).

4.3 Concentracion de tocoferoles en distintos estadios fenol6gicos del llenado de
granos

En la Tabla 5.4 se muestra el perfil de las distintas isoformas de tocoferoles a través del llenado
de granos. En el estadio R5.5, las concentraciones de alfa toc y beta toc no fueron modificadas
significativamente por los tratamientos de estrés, sin embargo, se observaron diferencias
significativas en gamma toc y delta toc debido a la interaccion NTxNH. De esta manera, en las
plantas bajo ET la concentracion de gamma toc se redujo un 27%, mientras que aumentd un 8 'y
27% en los tratamientos de EH y ETxEH, respectivamente comparado con el control. Respecto a
la concentracion de delta toc, se observaron disminuciones del 10, 20 y 15% en los tratamientos
de ET, EH y ETxEH respecto al control. Los cambios observados en gamma y delta toc no

modificaron significativamente la concentracion de tocoferoles totales.

En el estadio R6, se observaron diferencias significativas en alfa toc y delta toc debido a la
interaccion NTxNH, mientras que beta toc vari6 significativamente bajo los tratamientos NT y
NH, y gamma toc vari6 significativamente solo por efecto del NT (Tabla 5.4). La concentracion
de alfa toc se increment6 bajo los tres tratamientos de estrés comparados con el control. Estos
incrementos alcanzaron el 78, 172 y 181% en las plantas bajo ET, EH y ETxEH respectivamente.
Por el contrario, la concentracion de delta toc disminuyé un 30, 19 y 34% en las plantas bajo ET,
EHy ETxEH comparado con el control. Beta toc, independientemente del NH, registré aumentos

del 33% en las plantas bajo ET (ET y ETXEH) respecto a aquellas sin ET (control y EH). Ademas,
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através del NT, se observaron aumentos del 59% en las plantas bajo déficit hidrico (EH y ETxEH)
respecto de las plantas regadas (control y ET). La concentracion de gamma toc,
independientemente del NH, disminuyé 16 % en las plantas bajo ET comparado con las plantas
sin ET. De manera similar, la concentracion de tocoferoles totales solo fue afectada por el NT,

disminuyendo un 17% en las plantas bajo ET en relacién a las plantas sin ET.

En el estadio R6.5, las concentraciones de alfa toc, gamma toc y delta toc fueron afectados
significativamente por la interaccion NTxNH, mientras que beta toc solo fue afectado por el NH
(Tabla 5.4). En esta ultima isoforma de tocoferol se observo que, a través del NT, las plantas bajo
EH disminuyeron un 24% la concentracion de beta toc comparado con las plantas bajo riego. La
concentracion de alfa toc, se incrementd 83, 53 y 66% en las plantas bajo ET, EH y ETXEH
comparado con las plantas control. De manera opuesta, se observaron disminuciones
significativas para gamma toc y delta toc en todos los tratamientos de estrés. Particularmente,
gamma toc disminuy6 un 21, 24 y 25% su concentracion en las plantas bajo ET, EH y ETxEH.
En el caso de delta toc, las reducciones alcanzaron el 32, 37 y 57% en las plantas bajo ET, EH 'y
ETxEH. Por ultimo, las variaciones en los isomeros de tocoferoles provocaron cambios en el total
toc que fue significativamente afectado por la interaccion NTxNH, indicando reducciones del 21,
27y 36% en los tratamientos de ET, EH y ETxEH.

En R8, se observaron diferencias significativas en funcion del NT y NH en alfa toc y delta toc,
mientras gue beta toc vari6 significativamente solo debido al NH. La concentracion de gamma
toc no fue afectada significativamente por los tratamientos de estrés (Tabla 5.4), coincidentemente
con lo observado previamente en el capitulo 3 (Tabla 3.5). En las plantas bajo estrés térmico, la
concentracion de alfa toc aumentd un 24%, mientras que delta toc disminuyé un 15%, ambos
comparados con las plantas sin estrés térmico. La concentracion de beta toc aument6 un 50% en
las plantas bajo EH comparado con las plantas sin EH. Finalmente, observamos incrementos del
64% para alfa toc con reducciones del 8% para delta toc en las plantas bajo EH respecto de las
plantas sin EH. Este ultimo resultado coincidié con lo observado en el capitulo 3, donde se
observaron aumentos de alfa toc y reducciones de delta toc en plantas bajo déficit hidrico. En
general, a pesar de los cambios observados a nivel de isoformas individuales de tocoferoles en
los distintos estadios fenoldgicos analizados, esto luego no impactd en el total toc a cosecha en
ninguna condicion de estrés, aun cuando en el estadio R6.5 si cambiaba. No obstante, es
interesante destacar que, condiciones de déficit hidrico y/o estrés térmico aumentaron la
proporcion de alfa toc y disminuyeron delta toc alterando la composicion de los tocoferoles
totales.
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Tabla 5.4. Concentracidon de alfa, beta, gamma, delta tocoferol y tocoferoles totales en granos de
distintos estadios fenoldgicos durante el llenado de grano considerando dos niveles térmicos
(temperatura control [TControl] y estrés térmico [ET]), dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico

[EH]) vy las interacciones entre los factores.

Tocoferoles pug g grano

fEstad,lo_ vael. N,'Ve.l Alfa Beta Gamma Delta Total
enologico térmico hidrico
R5.5 Tcontrol Riego 0,82 0,49 25,62 8,82 35,47
EH 0,89 0,52 27,75 7,07 32,07
ET Riego 0,70 041 18,74 7,90 27,75
EH 0,93 0,55 3251 7,54 41,52
DMS (doble interaccion) 0,30 0,17 476 0,75 12,35
Nivel de significancia
Nivel térmico (NT) ns ns ns ns ns
Nivel hidrico (NH) ns ns ** ** ns
NTxNH ns ns *x * ns
R6 Tcontrol Riego 1,25 0,97 30,86 26,68 59,76
EH 351 186 31,97 21,67 59,00
ET Riego 2,23 158 28,58 18,77 51,16
EH 3,40 2,19 23,99 17,69 47,27
DMS (doble interaccion) 0,72 0,57 6,66 2,15 9,07
Nivel de significancia
Nivel térmico (NT) * * * Fhx *
Nivel hidrico (NH) folaiel ** ns ** ns
NTxNH * ns ns * ns
R6.5 Tcontrol Riego 511 391 49,04 49,80 107,86
EH 780 2,54 37,31 31,22 78,87
ET Riego 9,35 3,61 3891 33,71 85,58
EH 8,47 3,15 36,55 21,33 69,49
DMS (doble interaccion) 1,95 0,79 2,72 2,08 5,34
Nivel de significancia
Nivel térmico (NT) ** ns ** Fhx FHx
Nivel hidrico (NH) ns * il foleie falaled
NTXNH * ns *%* ** **
R8 Tcontrol Riego 1555 4,77 118,91 65,30 204,50
EH 31,82 831 121,96 57,70 219,80
ET Riego 2455 6,13 110,20 56,90 214,60
EH 34,08 8,01 125,05 54,20 221,30
DMS (doble interaccion) 6,66 1,25 13,67 6,80 23,50
Nivel de significancia
Nivel térmico (NT) * ns ns * ns
Nivel hidrico (NH) Fhk KRk ns * ns
NTxNH ns ns ns ns ns

ns, no significativo
*E% *x *Significativos al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente.
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4.4 Andlisis de genes relacionados a la biosintesis de tocoferoles

Durante el llenado de grano, se realizé un analisis de expresion de diferentes genes de soja
relacionados con la sintesis de tocoferoles, siendo MPBQ2 y MPBQ4 codificantes para la enzima
MPBQ metiltransferasa y TMT1, TMT2 y TMT3 para la enzima gamma tocoferol metil
transferasa (Figura 5.2 y Tabla 5.2). La descripcion de los resultados de esta seccion referidos a
los cambios de expresion génica (fold change) debidos a los tratamientos de estrés (ET, EH y
ETxEH), se realiz6 comparando con la condicién control. En general, observamos que los genes
MPBQ2 y MPBQ4 incrementaron su expresion tempranamente durante Ilenado de grano (estadio
R5.5) (Figura 5.7B) y luego disminuyeron sus niveles de transcritos (estadios R6 y R6.5) (Figura
5.7C y D). Durante el estadio R5.5, aunque se observaron aumentos en el nivel de expresion del
gen MPBQ4 en todos los tratamientos, estos incrementos solo fueron significativos en el ET y
EH. En los estadios R6 y R6.5, las disminuciones en los niveles de expresion de MPBQ4 no
fueron significativas (Figura 5.8A). En relacion a la expresion de MPBQ2 en el estadio R5.5,
observamos la misma tendencia que en MPBQ4, es decir que aumento significativamente en ET
y EH. Por el contrario, en el estadio R6, la expresion de MPBB4 a pesar de disminuir en todos
los tratamientos no resulté significativa. Hacia el final, en el estadio R6.5, la expresion de MPBQ4

disminuyd en todos los tratamientos de estrés siendo solo significativa en EH (Figura 5.8B).

Respecto de los genes involucrados en la transcripcion de la enzima gamma tocoferol metil
transferasa, encontramos que la expresion de los genes TMT1, TMT2 y TMT3 estuvo
incrementada a partir del estadio R5.5 (Figura 5.7B), pero luego se observé una modificacion en
la dindmica entre las diferentes isoformas en las condiciones evaluadas (Figura 5.7C y D).
Durante el estadio R5, la mayoria de los genes evaluados practicamente no mostraron diferencias
significativas en su expresion respecto del control (Figura 5.8A, B, D y E), siendo la Unica
excepcion la isoforma TMT3 que disminuyé significativamente en granos provenientes de plantas
expuestas en el tratamiento de ETXEH (Figura 5.8E). En el estadio R5.5, la expresion de TMT1
se incremento bajo los tres tratamientos de estrés, siendo significativo en ET y EH. En el estadio
R6, la expresién de TMT1 disminuy6 en todos los tratamientos, aungue solo fue significativa en
EH. En el estadio R6.5, se observaron drasticos y significativos incrementos de la expresion de
TMT1 bajo todos los tratamientos de estrés (Figura 5.8C). Respecto a los cambios en niveles de
transcripcion de TMT2, en el estadio R5.5 se observé que, si bien aumentaron bajo todos los
tratamientos de estrés, solo fue significativo para el EH. En el estadio R6, la expresion de TMT2
aumento significativamente en todos los tratamientos de estrés. En el estadio R6.5, no se
observaron cambios significativos en la expresion de TMT2 (Figura 5.8D). Para el gen TMT3, en
el estadio R5.5, se observaron incrementos en su nivel de expresion bajo todos los tratamientos
de estrés, siendo sélo significativa el EH. En el estadio R6, la expresion de TMT3 disminuyd

significativamente en ET y no mostré diferencias significativas en el resto de los tratamientos.
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Finalmente, en el estadio R6.5, la expresion de TM3 a pesar de disminuir en los tratamientos de

estrés, no mostro diferencias significativas respecto al control (Figura 5.8E).

A B

MPBQ4 MPBQ4

MPBQ2 MPBQ2
TMT1

TMT1

TMT2 TMT2

TMT3 TMT3
ET EH ETxEH ET EH ETxEH
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C D
MPBQ4 MPBQ4
MPBQ?2 MPBQ?2
TMT1 TMT1
TMT2 TMT2
TMT3 TMT3
ET EH ETxEH ET EH ETxEH
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[ T | [T |
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Figura 5.7. Grafico heatmap de los cambios en los niveles de expresién génica de los genes
MPBQ4, MPBQ?2 codificantes para la enzima 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona metil transferasa
y los genes TMT1, TMT2 y TMT3 codificantes para la enzima gamma tocoferol metiltransferasa,
en granos de soja de Alim5.09. Los tratamientos resultaron de la combinacion de dos niveles
térmicos (temperatura control y estrés térmico) y dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico):
control (riego a temperatura ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a
temperatura ambiente) y ETXEH en distintos estadios fenoldgicos durante el llenado de granos:
R5 (A), R5.5 (B), R6 (C) (segin Fehr y Caviness, (1977)) y R6.5 (D) (segin Whiting et al.

(1988)). Los genes que no cambian mas que el valor umbral establecido en cero, referido al
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control, aparecen en negro; mientras que los genes que aumentan y disminuyen respecto a dicho

control varian en la intensidad de color rojo y verde, respectivamente.
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Figura 5.8. Cambios en los niveles de expresion génica de los genes MPBQ4 (A) y MPBQ2 (B)

codificantes para la enzima 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona metil transferasa y los genes TMT1

(C), TMT2 (D) y TMT3 (E) codificantes para la enzima gamma tocoferol metiltransferasa, en

granos de soja de Alim5.09. Los tratamientos resultaron de la combinacion de dos niveles
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térmicos (temperatura control y estrés térmico) y dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico):
control (riego a temperatura ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a
temperatura ambiente) y ETXEH en distintos estadios fenol6gicos durante el llenado de grano:
R5, R5.5, R6 (segun Fehr y Caviness, (1977)) y R6.5 (segin Whiting et al. (1988)). La cantidad
de ARNm de los genes mencionados se cuantificO mediante reaccion en cadena de la polimerasa
con transcripcion reversa (RT-gPCR). Los datos de expresion son medias + error estandar de un
pool de granos de 6 plantas y los cambios log,-fold change se muestran en comparacién con el
tratamiento control (linea de base, cero). Las diferencias estadisticamente significativas se indican
mediante asteriscos (prueba t de Student de dos colas no apareadas; ***, **, *, significativos al p
<0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente).
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5. Discusion

Previamente, en el capitulo 3 de esta tesis se evalud el impacto del estrés térmico, estrés hidrico
y su interaccion durante la etapa de llenado sobre las distintas isoformas de tocoferoles, en granos
cosechados a madurez, de manera similar a la mayoria de los estudios documentados en la
bibliografia (Britz et al., 2008; Britz y Kremer, 2002; Carrdo-Panizzi y Erhan, 2007; Carrera et
al., 2014). En este capitulo avanzamos determinando la dindmica de acumulacién de la
concentracion de alfa, beta, delta, gamma tocoferol, asi como de los tocoferoles totales a través
de los tratamientos mencionados, y su posible relacién con la expresion de cinco genes claves

implicados en la biosintesis de tocoferoles.

Los resultados mostraron que, si bien todas las isoformas de tocoferol se fueron sintetizando
a través del llenado de grano, independientemente del tratamiento, delta tocoferol se incrementd
mayormente entre los estadios R5.5 y R6; mientras que, alfa, beta y gamma tocoferol se
incrementaron marcadamente entre los estadios R6.5 y R8 (Tabla 5.4). En condiciones potenciales
a campo, Kumar et al. (2009) encontraron que el periodo de mayor acumulacion de alfa, beta y
gamma tocoferol ocurri6 entre los estadios R7 y la madurez completa. Estos autores propusieron
gue este rapido incremento de los tocoferoles, que forman parte del complejo antioxidante, hacia
el final del llenado de grano, podria ser una respuesta ante la acumulacion de especies activas del
oxigeno (EAO) que se producen debido al proceso de disecacion del grano (Pammenter y Berjak,
1999). Es ampliamente conocido que las EAO son producidas también durante procesos
metabolicos como la fotosintesis y la respiracion, y su formacidén puede ser acelerada bajo
condiciones de sequia, alta intensidad luminica y altas temperaturas (Falk y Munne, 2010). El
desbalance entre la produccion de los EAOQ vy el sistema de defensa antioxidante conduce a estrés
oxidativo alterando la funcion celular normal. Si bien en este experimento no medimos variables
directamente relacionadas al estrés oxidativo, en los tratamientos bajo déficit hidrico observamos
caidas significativas del contenido relativo de agua en hojas y de la tasa de fotosintesis a través
del llenado de grano (Figura 5.4 y 5.6), lo que podria estar implicando una condicién de estrés
oxidativo. Ademas, los tratamientos de EH y ETXEH incrementaron significativamente la
temperatura del canopeo respecto al control (Figura 5.7). Estas respuestas coincidieron con lo
observado en nuestros ensayos de campo, donde condiciones de déficit hidrico promovieron el
cierre estomatico, reducciones en la tasa de fotosintesis y aumentos de la temperatura del canopeo
y del estrés oxidativo (Ergo et al., 2021). Debido a que los tocoferoles son parte del sistema
antioxidante no enzimético, podrian haber modificado su composicion en respuesta a las

condiciones de estrés mencionadas.

Distintos estudios centrados en el llenado de grano en soja han sefialado un aumento en la
produccion final (a cosecha) de alfa tocoferol en respuesta a deficiencias hidricas (Britz y Kremer,

2002; Carrdo-Panizzi y Erhan, 2007; Carrera et al., 2011), altas temperaturas (Almonor et al.,
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1998; Britz y Kremer, 2002; Chennupati et al., 2012) e interaccion entre ambos factores (Britz y
Kremer, 2002). De manera interesante, en este capitulo ademas de confirmar resultados previos,
observamos que alfa tocoferol aument6 en los tratamientos de ET, EH y ETxEH respecto al
control, a través de todo el llenado de grano a partir del estadio R6 (Tabla 5.4). El incremento en
los niveles alfa tocoferol observados en nuestro experimento podria relacionarse a su funcion en
la eliminaciéon de EAO que se generarian en mayor proporcion bajo las distintas condiciones de
estrés, interrumpiendo asi la peroxidacion lipidica, y estabilizando las membranas celulares. Esto
se apoya en la alta efectividad de alfa tocoferol en la captura y eliminacién de radicales libres
(Fukuzawa et al., 1985; Semida et al., 2016). Por otro lado, el aumento en la concentracion de
alfa tocoferol en general fue acompafiado de reducciones de la concentracion de delta tocoferol y
en algunos casos de gamma tocoferol, similar a lo observado en los experimentos a campo (Tabla
3.5, capitulo 3). Como ha sido sugerido en trabajos previos (Carrera et al., 2011; Sattler et al.,
2003), dicha respuesta podria estar reflejando la competencia de delta y alfa tocoferol por MPBQ),
el cual es un precursor comun a partir del cual son sintetizadas ambas isoformas de tocoferol
(Figura 5.2). Si bien las concentraciones de las distintas isoformas de tocoferol variaron a traves
del llenado de grano debido a los tratamientos de estrés, no se registraron cambios significativos
en la concentracion de los tocoferoles totales a cosecha (Tabla 5.4). Esto podria deberse a que los
granos de plantas sometidas a tratamientos de estrés en el estadio R8 tampoco modificaron
significativamente la concentracién de gamma tocoferol, el cual representd el 57% de la

concentracion de tocoferoles totales, siendo la principal isoforma presente en el aceite de soja.

Numerosos estudios han establecido las bases genéticas y moleculares sobre la biosintesis de
tocoferoles en soja (Dwiyanti et al., 2011; Li et al., 2010; Liu et al., 2017; Park et al., 2019; Shaw
y Rajcan, 2017). Ademaés, el impacto de factores ambientales sobre estos compuestos
antioxidantes ha sido abordado ampliamente (Carrdo-Panizzi y Erhan, 2007; Carrera et al., 2011
Carrera et al., 2014; Carrera y Seguin, 2016; Chennupati et al., 2011). Sin embargo, un enfoque
integrador que considere ambos aspectos, resulta menos frecuente en la bibliografia, aun cuando
una respuesta molecular comin de las plantas al estrés es la modificacion de la expresién de
genes. Por ello, intentamos determinar si los cambios en las distintas isoformas de los tocoferoles
bajo condiciones de ET, EH y ETxXEH durante el llenado de grano en soja estan correlacionados
con la expresion de los cinco genes claves implicados en la biosintesis de estos. Los resultados
mostraron que, en la etapa inicial del llenado de grano, estadio R5.5, los genes MPBQ2 y MPBQ4
que codifican para la enzima MPBQ-MT, incrementaron su expresion bajo todas las condiciones
de estrés y luego, a partir del estadio R6, disminuyeron sus niveles de transcritos (Figura 5.5A y
B). La enzima MPBQ-MT ocupa una posicion central ya que direcciona el flujo metabélico de
los tocoferoles hacia gamma y alfa tocoferol (Figura 5.2). De esta manera, el aumento en los

niveles de expresion de los genes MPBQ2 y MPBQ4, podria estar involucrado en el aumento de
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la concentracion de gamma tocoferol y la reduccion de delta tocoferol que observamos en el
estadio R5.5 bajo condiciones de déficit hidrico (Tabla 5.4). En un estudio previo y utilizando
transgénesis de Arabidopsis thaliana en soja, Van Eenennaam et al. (2003) encontraron que la
sobreexpresion del gen VTE3 que regula a la enzima MPBQ-MT redujo la concentracion de delta
y beta tocoferol con un aumento proporcional de gamma y alfa tocoferol en granos. Sin embargo,
este gen ha sido escasamente estudiado en respuesta a estrés abiético (Ma et al., 2020). En hojas
de lechuga (Lactuca Sativa) transgénica, la sobreexpresion de MPBQ-MT, denominada LsMT en
el mismo estudio, provoco incrementos de alfa y gamma tocoferol, aumentando la capacidad
antioxidante a nivel de planta ante condiciones de estrés por alta luminosidad (Tang et al., 2016).
En los dos estudios mencionados, la enzima MPBQ-MT esta regulada sélo por un gen, mientras
gue en soja esté regulada por cinco genes (Figura 5.2) de los cuales nosotros sélo evaluamos dos
(Figura 5.8). Por lo tanto, es posible que otros genes estén involucrados en los cambios que

observamos de las distintas isoformas de tocoferoles a través del llenado de grano.

Continuando nuestro analisis, evaluamos los genes TMT1, TMT2 y TMTS3, los cuales
codifican para la enzima y-TMT que interviene en el paso final de la conversién de gamma
tocoferol en alfa tocoferol y delta tocoferol en beta tocoferol (Figura 5.2). Alfa tocoferol es
considerado un potente antioxidante y suplemento nutricional por lo que ha recibido especial
atencion en distintos trabajos. Por ejemplo, en condiciones potenciales de crecimiento en soja,
identificaron a la isoforma TMT3 como gen candidato responsable de la alta concentracion de
alfa tocoferol en hojas y granos, mediante el analisis genético de cultivares contrastantes en la
concentracion de alfa tocoferol (Dwiyanti et al., 2011, 2007). Si esta tendencia se mantiene bajo
condiciones de estrés 0 es comln a otros cultivares de soja todavia no es claro. Nuestros resultados
indicaron que la expresion de los genes TMT1, TMT2 y TMT3 aument6 a través de los
tratamientos de estrés a partir del estadio R5.5 (Figura 5.7B), aunque se observd una dinamica
diferencial entre las distintas isoformas de TMT dependiendo del estadio fenoldgico analizado
(Figura 5.8C, D y E). Por ejemplo, en el estadio R6, la expresion de TMT2 se incrementd
significativamente en todos los tratamientos de estrés (Figura 5.8D y 5.7C), mientras que en el
estadio R6.5 se destacd el marcado incremento en la expresion de TMT1 en todas las condiciones
de estrés (Figura 5.8C y 5.7D). Estos resultados coincidieron parcialmente con los de Park et al.
(2019), quienes investigaron los niveles de expresion de los genes TMT1, TMT2 y TMT3 en dos
cultivares de soja que diferian en concentracion de alfa tocoferol y expuestos a dos regimenes
térmicos distintos, uno de 20 °C y otro de 30 °C desde floracién hasta R6. Los autores encontraron
que solo el gen TMT2 incrementd sus niveles de expresion en los granos de ambos cultivares
cuando la temperatura fue de 30 °C, derivando en aumentos de alfa tocoferol. En nuestro estudio,
la sobreexpresion de las distintas isoformas de los genes TMT a través de los tratamientos de ET,

EH y ETxEH durante el llenado de grano coincidié con aumentos en la concentracion de alfa
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tocoferol en el grano ante las condiciones de estrés (Tabla 5.4), sugiriendo un mecanismo de
regulacién positiva. Por lo tanto, es posible proponer que el aumento de la concentracion de alfa
tocoferol bajo los tratamientos de estrés, estuvo relacionado con el incremento en los niveles de
transcritos de las distintas isoformas de TMT. Cabe destacar que ademas de la regulacién
transcripcional que observamos en este estudio, ademas existen controles a nivel post-
transcripcional y/o traduccional (Quadrana et al., 2013; Rimbach et al., 2010) que también podrian
estar involucrados en la biosintesis de las distintas isoformas de tocoferoles y resultaria interesante
explorar a través de experimentos adicionales, utilizando por ejemplo: técnicas de secuenciacion

del ARN, analisis de microARN, evaluacion de la sintesis de proteinas, entre otros.

Los resultados observados en este experimento en condiciones controladas, representan un
avance dado que, hasta el momento, no se conocia el perfil de expresion de los genes TMT bajo
condiciones de estrés individual y combinado durante el llenado de grano en soja. Se ha
mencionado que la acumulacién de altos niveles de alfa tocoferol en granos actan como punto
de control en la regulacién de los niveles de EAO (Vinutha et al., 2017), que como es conocido
aumentan ante condiciones de estrés abiotico (Falk y Munne, 2010; Foyer y Noctor, 2005).
Previamente mencionamos que, aunque no evaluamos la produccion de EAO, podriamos
hipotetizar que las plantas bajo los tratamientos ET, EH y la interaccion ETxEH incrementarian
el nivel de estos compuestos debido al mayor estrés oxidativo evidenciado a través de reducciones
en la tasa de fotosintesis y aumentos de temperatura del canopeo (Figura 5.6 y 5.5). Finalmente,
si tenemos en cuenta la diferencia estructural de proteina entre TMT1, TMT2y TMT3 (Dwiyanti
et al., 2007), seria posible pensar en un rol diferencial de las tres isoformas del gen TMT a través
del llenado de grano, dado que por ejemplo en el estadio R6 se destacd el incremento en los
niveles de TMT2 mientras que el estadio R6.5 aumentaron marcadamente los niveles de TMT3
en respuesta tanto al déficit hidrico como al estrés por altas temperaturas. Estudios
complementarios podrian llevarse a cabo para corroborar esta hipotesis. Adicionalmente, seria
conveniente incluir mediciones entre R6.5 y R7, teniendo en cuenta que en ese periodo se siguen

acumulando los tocoferoles en el grano.

6. Conclusiones

Los resultados de este experimento mostraron que existe una dinamica temporal en la
biosintesis de tocoferoles, donde en los primeros estadios del llenado de grano, hubo un réapido
incremento en la biosintesis de delta tocoferol, mientras que en estadios mas avanzados del
llenado de grano se acumularon mayormente alfa, beta y gamma tocoferol. Esta tendencia fue
transversal a todos los tratamientos. De manera interesante, alfa tocoferol respondid
tempranamente a los tratamientos de ET, EH y ETxEH, incrementando su concentracion a partir
de R6 y durante todo el periodo de llenado de grano. Los aumentos en la concentracion de alfa

tocoferol fueron seguidos de disminuciones de la concentracién de delta tocoferol y algunos casos
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de gamma tocoferol. Adicionalmente, en las mismas plantas se observaron incrementos de la
temperatura del canopeo, lo cual estuvo relacionado con reducciones en el contenido relativo de
agua en las hojas y en la tasa de fotosintesis. Estos cambios fisioldgicos en las plantas podrian
contribuir a explicar, al menos en parte, los resultados observados en términos de las
concentraciones de tocoferoles. A pesar de las variaciones observadas en las distintas isoformas
de tocoferol a través del llenado, éstas no modificaron significativamente la concentracion total
de tocoferoles en el grano. Esto sugiere que las plantas tienen una capacidad reguladora intrinseca
para mantener un nivel general de tocoferoles en el grano, lo cual es interesante a la hora de

seleccionar un cultivar.

El analisis de expresion génica reveld que ante condiciones de ET, EH y ETXEH, los genes
MPBQ2 y MPBQ4 se sobreexpresaron tempranamente en el llenado de grano, mientras que
TMTL, TMT2 y TMT3 se sobreexpresaron a partir de R5.5 y durante todo el periodo de llenado,
observando un patrén diferencial de expresién entre las distintas isoformas del gen TMT
dependiendo el estadio fenoldgico evaluado. A partir de los hallazgos de este estudio, es posible
confirmar que el aumento de la concentracion de alfa tocoferol ante condiciones de ET, EH y
ETxEH depende, al menos en parte, del control de los niveles de expresion de los genes TMT
que codifican para la enzima y-TMT, la cual cataliza la metilacién de gamma tocoferol y delta
tocoferol para producir alfa tocoferol y beta tocoferol, respectivamente. Por udltimo, el rol
diferencial de las distintas isoformas del gen TMT en respuesta a los estreses podria ser objeto de
estudio en futuras investigaciones. Esto permitiria evaluar la sobreexpresion selectiva de los genes
TMT, en pos de mejorar la capacidad de las plantas para producir niveles elevados de alfa

tocoferol bajo determinadas condiciones de estrés.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES, APORTES Y PERSPECTIVAS

1. Asociaciones entre variables relacionadas al peso de grano, calidad quimica del grano

y funcionamiento de la fuente fotosintética: integracion, conclusiones y aportes

En esta tesis, el objetivo general fue analizar el impacto de episodios de altas temperaturas y
déficit hidrico sobre la dinamica de acumulacion de los componentes industriales y la calidad final
del grano de soja, la biosintesis de tocoferoles, removilizacion aparente de reservas y el
funcionamiento de la fuente fotosintética. Para lo cual, utilizando dos genotipos de soja no
transgénica con concentracion diferencial de proteina en grano sometidos a breves intervalos de
altas temperaturas, déficit hidrico y su interaccion durante el llenado en experimentos a campo,
propusimos evaluar el impacto de los mencionados estreses sobre el peso de grano, la tasa de
crecimiento y la duracidn del llenado de grano en vainas de la misma edad fenoldgica en diferentes
posiciones del canopeo (objetivo especifico 1); cuantificar los cambios en concentraciéon y
contenido de proteina, aceite y fraccion residual en funcion de la tasa y duracion del periodo de
acumulacion de los componentes mencionados (objetivo especifico 2); determinar la composicion
del aceite correspondiente a vainas de la misma edad fenoldgica en diferentes posiciones del
canopeo, evaluando el perfil de acidos grasos y tocoferoles del grano (objetivo especifico 3) y,
establecer asociaciones entre la composicién quimica del grano y variables ecofisioldgicas
relacionadas a la fuente de carbono y nitrégeno (objetivo especifico 4). A partir de los resultados
obtenidos del abordaje del objetivo especifico 3, se identifico al genotipo de mayor concentracion
de alfa tocoferol en grano. Dicho genotipo (Alim5.09) fue utilizado en un nuevo experimento, pero
en condiciones controladas, exponiéndolo a los mencionados tratamientos de estrés, es decir ET,
EH, asi como ETxEH, contando siempre con un control. En este tercer experimento, se plante6
determinar si los cambios en las proporciones de las diferentes isoformas de tocoferoles estaban
correlacionados con la expresion de cinco genes claves implicados en la biosintesis de los

mismos, considerando ademas aspectos fisiolégicos del funcionamiento de las plantas.

A modo de integracién, la Figura 6.1 representa los principales procesos y asociaciones entre
las variables que se abordaron en esta tesis: determinacion del peso de grano (capitulo 2),
determinacion de la calidad quimica del grano (capitulo 3), asociaciones entre la calidad quimica
del grano y variables ecofisiolégicas relacionadas a la fuente de carbono y nitrégeno (capitulo 4),
expresion de genes asociados a la biosintesis de tocoferoles (capitulo 5). El rendimiento en grano,
independientemente del genotipo, disminuyé bajo EH y ETxEH. Estas caidas se explicaron por
disminuciones tanto en el nimero como en el peso de grano. En este sentido, tanto a nivel de planta
entera como de estratos del canopeo e independientemente del genotipo, el peso de grano
disminuy6 ante condiciones de EH y ETxEH. Estas disminuciones estuvieron fuertemente

asociadas con la tasa de crecimiento del grano y no asi con la duracién del llenado de grano. De
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manera interesante, observamos que los granos provenientes del estrato superior del canopeo, en
general, fueron més pesados que aquellos provenientes del estrato inferior a través de los
tratamientos de estrés (indicado en el esquema con un circulo negro dentro de la caja
correspondiente a la variable peso de grano). Respecto a los genotipos, independientemente de los
tratamientos, Alim5.09 present6 mayor peso de grano y menor nimero de grano, determinando una
mayor relacion fuente destino, es decir mayor disponibilidad de asimilados por grano) y, alcanzd
valores SPAD més altos, sugiriendo mayor contenido de clorofila en hoja. Ambas variables
contribuyeron a explicar la diferencia de peso de grano respecto a Jocketta (indicado en el esquema
con una estrella dentro de la caja correspondiente a la variable peso de grano, la posicion de la
estrella por debajo o por arriba del nombre de la variable indica diferencias a favor de Alim5.09 y
Jocketta, respectivamente). A través de los tratamientos y genotipos, el peso de grano estuvo
asociado positivamente al contenido de agua maximo del grano y al peso de la vaina, ambas
variables evidenciaron restricciones bajo condiciones de EH y ETxEH a la expansion e

incorporacién de asimilados, procesos propios de granos en crecimiento.

La fotosintesis actual, asi como la removilizacion de reservas (capitulo 4) determinan la cantidad
de asimilados (principalmente carbono y nitrégeno) para la sintesis de los componentes quimicos
del grano, la cual es regulada ademas por la capacidad intrinseca del mismo para acumular biomasa.
Condiciones de EH y ETXEH afectaron negativamente la fuente fotosintética, evidenciado por
caidas en la RFAIrsr7 (asociado a reducciones en el IAF) y en fotosintesis, conduciendo asi a
reducciones de los compuestos carbonados (i.e., asimilados). Adicionalmente, la relacion R/RL
aumentd, indicando cambios en el ambiente luminico dentro del canopeo con mayor ingreso de luz
roja a través del mismo. También se registraron caidas en el valor SPAD después de finalizado el
tratamiento de ET, sugiriendo menor contenido de nitrégeno foliar. En términos de removilizacién,
bajo EH y ETxEH, se registraron aumentos en la relacion C/Nnoja, indicando procesos de
removilizacién de nitrégeno desde las hojas, pero las reducciones en la relacion C/Nio Sefialaron
posibles restricciones en la removilizacion de nitrégeno desde este tejido. Estos resultados en
conjunto con la menor particion de asimilados hacia el grano, evidenciada por caidas del IC,
condujo a limitaciones en el suministro de compuestos carbonados y nitrogenados derivando en
cambios en la calidad quimica del grano. Por ejemplo, condiciones de EH individual o combinado
con ET provocaron una disminucion en el contenido de proteina, aceite y fraccion residual en los
granos, principalmente debido a una reduccion en la tasa de acumulacion de estos componentes
mas que a una reduccion en la duracién de su acumulacion. Ademas, se redujo la concentracion de
proteina y fraccion residual, lo que estuvo asociado a una menor RFAIrs.r7 Y @ una menor relacion
F/D. Si bien la concentracion de aceite se mantuvo o registré un leve incremento, su composicion
cambi¢ significativamente, aumentando la concentracion del &cido oleico y disminuyendo la de los

acidos linoleico y linolénico, resultando en aumentos en la relacién Ol/Ln. Por otro lado, a través
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de los experimentos y tratamientos, el estrato superior del canopeo mostré mayor concentracion de
proteina y menor concentracion de fraccion residual comparado con el estrato inferior. Respecto al
contenido de proteina, aceite y fraccion residual no hubo consistencia de la respuesta al factor
estrato entre los experimentos. Sin embargo, el estrato inferior exhibié mayor concentracion de
acido linoleico y linolénico comparado con el estrato superior. Condiciones de EH individual o
combinado con ET también modificaron la calidad del aceite en términos de la concentracion de
los tocoferoles, observandose aumentos de la concentracion de alfa tocoferol y disminuciones de
la de delta tocoferol, aunque sin cambios significativos en la concentracion de tocoferoles totales.
Los aumentos en la concentracion de &cido oleico, asi como la disminucion de la concentracion de
delta tocoferol estuvieron asociados a incrementos de la temperatura del canopeo. El aumento de
la temperatura del canopeo reflejaria limitaciones en la refrigeracion de las hojas, lo que junto a las
caidas observadas en la tasa de fotosintesis restringiria la sintesis de asimilados esencial para la
biosintesis del aceite y sus distintos componentes. La composicion quimica del grano también
estuvo influenciada por el factor genotipico, observandose que el genotipo Alim5.09, de mayor
peso de grano, alcanzé un mayor contenido de proteina, aceite y fraccion residual, asi como una
mayor concentracion de proteina, alfa y beta tocoferol en comparacion con Jocketta. Este tltimo
genotipo, se caracterizd por presentar mayor concentracion de aceite, fraccion residual, gamma y
delta tocoferol. De forma interesante los perfiles quimicos de los genotipos se mantuvieron

consistentes a través de los tratamientos y experimentos.

Del anélisis de la composicion de tocoferoles abordado en el capitulo 3 emergi6 que el genotipo
Alim5.09 fue el de mayor concentracion de alfa tocoferol. Por lo tanto, realizamos un experimento
en invernadero para evaluar la dindmica de acumulacion de los tocoferoles y su relacion con la
expresion de cinco genes claves en la biosintesis de estos bajo cuatro condiciones: control, ET, EH
y ETxEH. A través de los tratamientos, la biosintesis de tocoferoles presentd una dindmica temporal
a lo largo del llenado de grano, caracterizada por una mayor acumulacién de delta tocoferol en los
estadios R5.5 y R6, mientras que alfa, beta y gamma tocoferol se acumularon mayormente entre
los estadios R7 y R8. Analizando la expresién génica, observamos que ante condiciones de ET, EH
y ETXEH, los genes MPBQ2 y MPBQ4 (que codifican para la enzima MPBQ-MT, la cual cataliza
la conversion de 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona en 2,3-dimetil-6-fitil-1,4-benzoquinona) se
sobreexpresaron tempranamente en el llenado de grano (R5.5), mientras que los genes TMT1,
TMT2 y TMT3 se sobreexpresaron a partir de R5.5 y durante todo el periodo de llenado. De esta
manera, el aumento en la concentracion de alfa tocoferol, bajo condiciones EH y ETXEH, se asocio
con el incremento en los niveles de expresion de los genes TMT, que codifican para la enzima y-
TMT, la cual cataliza la metilacion de gamma tocoferol y delta tocoferol para producir alfa
tocoferol y beta tocoferol, respectivamente. Adicionalmente, en las mismas plantas en las que se

observaron los cambios en la expresion génica y concentracion de distintas isoformas de tocoferol,
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se observaron cambios a nivel fisioldgico relacionados con incrementos de la temperatura del
canopeo a su vez asociada a reducciones observadas en el contenido relativo de agua de las hojas

y de la fotosintesis, lo que podria estar explicando al menos en parte, los resultados observados.
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Figura 6.1. Esquema general de los principales procesos y asociaciones entre las variables que se abordaron en esta tesis: determinacién del peso de grano

(capitulo 2), determinacion de la calidad quimica del grano (capitulo 3), asociaciones entre la calidad quimica del grano y variables ecofisioldgicas relacionadas
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a la fuente de carbono y nitrégeno (capitulo 4), expresion de genes asociados a la biosintesis de tocoferoles (capitulo 5), a través de genotipos (Alim5.09 y
Jocketta) y de tratamientos durante el llenado de grano, que resultaron de la combinacion de dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico) y dos niveles térmicos
(temperatura ambiente y estrés térmico): control (riego a temperatura ambiente), estrés térmico (riego bajo ET), estrés hidrico (EH a temperatura ambiente) y
ETxEH. Las respuestas de las variables estudiadas ante tratamientos de EH (EH y ETXEH) se representan en las figuras blancas (sin cambios), rojas (aumento)
y verdes (disminucidn) respecto a los tratamientos sin EH (control y ET). Las estrellas por debajo o por arriba del nombre de la variable indican diferencias a
favor de Alim5.09 y Jocketta, respectivamente. Los puntos hacia la derecha del nombre de la variable indican diferencias a favor del estrato superior respecto
al estrato inferior del canopeo de plantas. Las lineas azules discontinuas indican asociaciones significativas entre las variables. El tridngulo rojo formado por
lineas discontinuas indica la dinamica de tocoferoles analizada en el genotipo Alim5.09 en un experimento en invernadero. El color celeste de fondo indica
variables medidas en los granos, mientras que el color naranja indica variables medidas a nivel de planta/cultivo.

Tasa de crecimiento del grano (TCG); duracidon del llenado de grano (DLLG); relacién rojo rojo-lejano (R/RL); clorofila foliar (valor SPAD); relacién carbono nitrégeno en
tallo (C/Ntaio); relacion carbono nitrégeno en hoja (C/Nnja); relacion fuente destino (F/D); radiacion fotosintéticamente activa interceptada acumulada durante el llenado de
grano (RFAIRrs.r7); contenido de proteina; contenido de aceite (Ac); contenido de fraccion residual (Res); tasa de acumulacion (TA); duracion de acumulacién (DA); &cidos
grasos insaturados (AGI); relacion oleico linolénico (Ol/Ln); concentracion de gamma tocoferol (Gamma toc); concentracion de delta tocoferol (Delta toc); concentracién de
alfa tocoferol (Alfa toc); concentracién de beta tocoferol (Beta toc); genes que codifican para la enzima gamma tocoferol metiltransferasa (TMT); genes que codifican para la
enzima 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona metil transferasa (MPBQ). Proteina, aceite y fraccion residual estan expresados como contenido. El acido oleico, linoleico y linolénico

estan expresados como concentracion.
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2. Contraste de hipotesis
En genotipos de soja con concentracién diferencial de proteina en grano, expuestos a breves periodos
de altas temperaturas y déficit hidrico durante el llenado:

1. El peso de grano correspondiente a vainas de la misma edad fenoldgica de diferentes posiciones
del canopeo se ve afectado negativamente por cada estrés individual, provocando la interaccion de
estreses efectos aditivos. Esta hipdtesis fue parcialmente aceptada, debido a que el peso de grano si bien
disminuy6 ante condiciones de EH y ETXEH, no lo hizo en respuesta al ET individual. Ademas, no se

observaron efectos aditivos de la interaccion ETxEH sobre el peso de grano (Tabla 2.5, capitulo 2).

1.2. El impacto negativo en el peso de grano se debe principalmente a un acortamiento de la duracion
del llenado mas que una reduccion de la tasa de crecimiento del grano. Esta hipotesis fue rechazada,
debido a que las disminuciones en el peso de grano se relacionaron principalmente con reducciones en
la tasa de crecimiento de los granos y no asi con la duracion de llenado de los mismos (Tabla 2.5, capitulo
2).

2.1. Lainteraccion de ambos estreses provoca una reduccién mayor del contenido de proteina, aceite,
fraccién residual, tocoferoles y una menor insaturacién del aceite del grano respecto a los estreses
individuales. Esta hipotesis fue rechazada debido a que los componentes quimicos del grano
disminuyeron en similar magnitud ante el EH individual y ETXEH. Por ejemplo, a través de los
experimentos y genotipos, el EH individual provocd reducciones del contenido de proteina, aceite y
fraccion residual que alcanzaron el 20, 14 y 16%, respectivamente; es decir similares a las reducciones
observadas en respuesta a la interaccion de ET y EH (21, 18, y 16%, respectivamente). Los tocoferoles
totales no fueron significativamente afectados por los estreses, mientras que las isoformas que lo
conforman disminuyeron similarmente ante EH y ETXEH. Si bien se generd una menor insaturacion del
aceite con aumentos del acido oleico y disminuciones de los &cidos linoleico y linolénico, estos cambios
fueron similares en términos de magnitud ante condiciones de EH y ETxEH (Tabla 3.4 y 3.5, capitulo
3).

2.2. Tanto la tasa como la duracion de la acumulacion de proteina, aceite y fraccion residual se
modifican, variando de forma independiente la respuesta de cada uno de los mencionados componentes
quimicos, favoreciendo la deposicién de proteina en detrimento de los demas compuestos. Esta hipdtesis
fue parcialmente aceptada. Por un lado, la tasa y la duracion de la acumulacion de proteina, aceite y
fraccion residual variaron de forma independiente. Esto fue observado en el Exp 1, en el cual en parcelas
bajo déficit hidrico la reduccion en el contenido de proteina se asocié a la reduccion en la tasa de
acumulacién, mientras que la disminucién en el contenido de aceite se asocio principalmente a un
acortamiento en la duracion de acumulacion (Tabla 3.3, capitulo 3). Sin embargo, contrariamente a lo

propuesto en la segunda parte de la hipétesis, la acumulacion de proteina no se mantuvo ante condiciones
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de déficit hidrico, y su disminucion estuvo asociada a una caida del 17% promedio de su tasa de

acumulacion a través de los experimentos (Tabla 3.3, capitulo 3).

3. La composicion quimica del grano de soja se modifica de forma diferencial segun la posicion que
ocupan las vainas coeténeas dentro del canopeo, mejorando los parametros de calidad en el estrato
superior. Esta hipotesis fue parcialmente aceptada. El estrato superior del canopeo, a través de los
experimentos y tratamientos, mostré una mayor concentracion de proteina y menor concentracion de
fraccion residual comparado con el estrato inferior, el cual que exhibié mayor concentracion de acido
linoleico y linolénico comparado con el estrato superior. Sin embargo, no se detect6 variabilidad
posicional en la composicién de los tocoferoles totales, dado que las distintas isoformas de tocoferoles
no variaron dentro del canopeo (Tabla 3.3, 3.4 y 3.5, capitulo 3).

4. El estrés térmico e hidrico afectan la fuente fotosintética y la removilizacion de reservas,
disminuyendo el suministro de asimilados hacia los granos, lo que provoca mayores reducciones en
los componentes quimicos que dependen de la fotosintesis actual. Esta respuesta es exacerbada en el
genotipo de soja de alta concentracion de proteina en grano. Esta hipétesis fue parcialmente aceptada,
dado que el EH, independientemente del ET y del genotipo, afect6 tanto a la fuente fotosintética
(evidenciado en reducciones de variables como IAF, RFAIgrs.r7, fotosintesis y valor SPAD) como asi
también la removilizacién de reservas (evidenciado en caidas en la relacion C/Nwio) Y particién de
asimilados (menor IC) (Tabla 4.1, capitulo 4). Sin embargo, el ET individual no afect6 la fuente
fotosintética ni la removilizacion de reservas. El impacto negativo del EH sobre las variables antes
mencionadas condujo a limitaciones en el suministro de asimilados hacia los granos en crecimiento.
No obstante, la reduccion del contenido de aceite, fue similar e incluso levemente menor en términos
de magnitud a la reduccion del contenido de proteina (17% vs 21%). Finalmente, teniendo en cuenta
los dos experimentos, el contenido de aceite en el genotipo de mayor concentracién de proteina en
grano (Alim5.09) fue mas afectado que en el genotipo de menor concentracién de proteina (Jocketta)

bajo condiciones de EH, independientemente del ET (23% vs 11%).

5. Los genes que codifican para las enzimas 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona y gamma tocoferol metil
transferasa se sobreexpresan en condiciones de estrés, promoviendo el incremento de la concentracion
de alfa tocoferol y la disminucién de gamma y delta tocoferol, impactando negativamente en la
concentracion de los tocoferoles totales. Esta hipdtesis fue parcialmente aceptada. Los genes MPBQ2 y
MPBQ4 (MPBQ) que codifican para la enzima 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona se sobreexpresaron en
el estadio R5.5, mientras que los genes TMT1, TMT2 y TMT3 (TMT) que codifican para la enzima
gamma tocoferol metil transferasa se sobreexpresaron a partir de R5.5 y durante todo el periodo de
llenado (Figura 5.7 y 5.8). El aumento en los niveles de expresion de los mencionados genes promovid
el incremento de la concentracion de alfa tocoferol y la disminucion de delta tocoferol, aunque sin

cambios significativos en la concentracién de los tocoferoles totales (Tabla 5.4).
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3. Perspectivas

La calidad nutricional de los granos de cultivos agricolas es clave para la seguridad alimentaria y la
salud humana. En el caso del grano de soja, la cantidad de compuestos carbonados y nitrogenados,
como la proteina y el aceite y su composicidn (i.e., acidos grasos insaturados y tocoferoles), influyen
en el valor nutricional de los alimentos obtenidos a partir de los granos cosechados. Por ende, entender
la regulacién ambiental y genotipica en la generacion de la calidad final de granos resulta fundamental.
En esta tesis evaluamos a nivel de planta entera y de estratos dentro del canopeo, cémo atributos de
calidad del grano de soja relacionados no solo a los componentes mayores del grano (proteina, aceite y
fraccion residual) sino también a aquellos asociados particularmente a la calidad del aceite obtenido
(&cidos grasos insaturados y tocoferoles), respondieron a condiciones de ET, EH y ETxEH durante el

llenado de grano.

Uno de los hallazgos mas interesantes de esta tesis fue que, a través de los tratamientos de estrés, el
estrato superior del canopeo mostrd no solo mayor peso de grano sino también mayor concentracién de
proteina, lo cual se asoci6 a la mayor tasa de acumulacién de este componente. Aqui se plantea como
interrogante qué mecanismos estarian modulando esta respuesta. En virtud de ello, un estudio futuro se
podria enfocar en la caracterizacion del perfil de aminodcidos a través del canopeo, los cuales forman
parte de la proteina, dado que existen evidencias de que la asparagina libre (aminoécido importante en
el transporte y almacenamiento de nitrégeno en las plantas) aumenta en el estrato superior del canopeo,
en el cual la concentracién de proteina es mayor (Huber et al., 2016). Si pudiéramos identificar
aminodacidos especificos que se correlacionan con mayor acumulacion de proteina en un estrato que
aporta a la gran parte de la generacion del rendimiento (estrato medio y superior), podrian ser
potencialmente utilizados como marcadores fisiologicos en planes de mejora genética en pos de

aumentar la proteina en los granos.

Adicionalmente, encontramos variabilidad en la composicion del aceite a través de los estratos del
canopeo, aumentando la insaturacién del mismo en el estrato inferior (mas acidos linoleico y linolénico)
respecto del estrato superior. Los estreses podrian estar promoviendo cambios en el ambiente luminico
de las plantas, el cual se ha sugerido que estaria involucrado en la regulacion de las diferencias en la
composicion del aceite. Una futura linea de investigacién podria centrarse en el estudio del rol de la
calidad de la luz (relacion rojo rojo-lejano) en la sintesis de acidos grasos insaturados, con un enfoque
especifico en la actividad de la enzima citosolica omega-6-desaturasa que interviene en la conversion
del &cido oleico en &acido linoleico. La caracterizacion detallada de la disponibilidad y calidad de luz a
diferentes niveles del canopeo a través de mediciones como la cuantificacion precisa de la intensidad
luminica y la composicion espectral, permitiria relacionar la variacion en la calidad de la luz con los

cambios en la sintesis de &cidos grasos en los granos de soja.
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El estudio de la dindmica de acumulacion de tocoferoles y su relacidn con la expresion de genes
claves implicados en su sintesis en respuesta al ET, EH y ETXEH abre nuevos interrogantes. Por un
lado, seria interesante dilucidar si el aumento de la concentracién de alfa tocoferol bajo las condiciones
de estrés, los cuales se asociaron a incrementos en los niveles de expresion de los genes TMT en el
genotipo Alim5.09 son extrapolables a otros genotipos. Considerando esto, seria interesante incorporar
y comparar genotipos con concentraciones diferenciales de alfa tocoferol bajo las distintas condiciones
de estrés abordadas en esta tesis, de forma tal de evaluar si la variabilidad observada en los niveles de
expresion de los genes TMT es consistentemente atribuible al factor genotipico, es decir es del tipo
genotipo-especifico. Esto podria conducir a la identificacion de marcadores genéticos asociados con la
acumulacion de alfa tocoferol bajo estrés, lo que permitiria una seleccion mas precisa y eficiente de
genotipos con esta caracteristica deseable en términos nutracéuticos. Por otro lado, observamos que los
genes MPBQ2 y MPBQ4 se sobreexpresaron solo en el estadio R5.5, estos genes codifican para la
enzima MPBQ-MT que interviene indirectamente en la sintesis de alfa tocoferol (brindando precursores
de gamma tocoferol), mientras que los genes TMT que codifican para la enzima gamma tocoferol metil
transferasa, la cual estd directamente involucrada en la conversién de gamma en alfa tocoferol, se
sobreexpresaron durante todo el llenado de grano. Teniendo en cuenta esto, evaluar si existe un rol
diferencial de los genes TMT1, TMT2 y TMT3 ante distintas condiciones de estrés abidtico seria
interesante. Para profundizar en ello, se podria investigar la localizacion subcelular de las proteinas
codificadas por TMT1, TMT2 y TMT3 utilizando marcadores fluorescentes y microscopia.
Adicionalmente, explorar los mecanismos de regulacion a nivel post-transcripcional y traduccional en
la biosintesis de tocoferoles, como se ha sugerido en estudios anteriores. El alfa tocoferol, es la isoforma
con mayor actividad biolégica como vitamina E en los seres humanos y reconocida por proporcionar
beneficios de salud significativos para los consumidores. De esta manera, la mejora de la concentracion
de alfa tocoferol en los granos de soja tiene el potencial de enriquecer su valor nutricional. Avanzar en
los analisis mencionados permitia complementar nuestros resultados y comprender, ademas, como
estos genes contribuyen a la adaptacion y posterior tolerancia de las plantas a diferentes tipos de estrés,

y coOmo podrian ser aprovechados en estrategias de mejora de cultivos resistentes al estrés abidtico.
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ANEXO

Tabla S1. Correlacion de Pearson para el contenido de proteina, aceite, fraccion residual y sus
parametros (tasa de acumulacion [TA] y duracién de acumulacién [DA]), relacion fuente destino (F/D),
contenido maximo de agua (CMA), peso de vaina (PV) y tasa de crecimiento del grano (TCG)
considerando dos niveles hidricos (riego y estrés hidrico [EH]), dos genotipos (Alim5.09 y Jocketta),
dos niveles térmicos (temperatura ambiente [TAmb] y estrés térmico [ET]) y las interacciones entre los

factores en el experimento 1y 1l.

Proteina Aceite Fraccion residual
Contenido TA DA Contenido TA DA Contenido TA DA

F/D 0,59***  0,54** 0,07ns 0,53** 0,45* 0,26ns 0,53** 0,38*  -0,02ns

CMA - 0,75%%* - - 0,58%%* - - 0,38** -
PV - 0,62%* - - 0,32%* - : 0,45%%* -
TCG - 0,81%%* - - 0,69%** - - 0,48%** -

ns, no significativo
ok Hx *Significativos al p <0,001, 0,01 y 0,05, respectivamente
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