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asociaciones con la ACE del PGg positivas y negativas, respectivamente. Para la
descripcion de los atributos referirse a la Fig. 4.1. ... 63

Figura 4.3. Biplots de los dos primeros componentes principales (CP 1 y CP 2) para
aptitud combinatoria general (ACG) de los atributos de crecimiento por planta, relacién
fuente-destino del llenado, y componentes del rendimiento, evaluados en seis lineas
endocriadas bajo (A) NO, y (B) N1. Los resultados corresponden a dos afios
experimentales (2013-14 y 2014-15). Los atributos estan representados por vectores y
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Figura 4.4. Biplots de los dos primeros componentes principales (CP 1 y CP 2) para
aptitud combinatoria especifica (ACE) de los atributos de crecimiento por planta,
relacion fuente-destino durante el llenado, y componentes del rendimiento, evaluados en
15 hibridos bajo (A) NO, y (B) N1. Los resultados corresponden a dos afios
experimentales (2013-14 y 2014-15). Los atributos estan representados por vectores y
los genotipos por puntos. Genotipos naranjas y azules corresponden a asociaciones con
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la ACE del PGy positivas y negativas, respectivamente. Para la descripcion de los
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Figura 4.5. Diagrama de senderos mostrando relaciones entre los efectos génicos del
PGe vy el de sus determinantes fisioldgicos. Las flechas dobles representan asociaciones
mutuas entre variables estimadas a partir del coeficiente de correlacion (r) y las flechas
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determinantes del mismo; i.e. tanto el NGP como el crecimiento por planta y la relacion
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Figura 5.1. Esquema general de los principales mecanismos genéticos asociados a la
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Mecanismos fisioldgicos y genéticos asociados a la determinacion del
peso de grano y relacion fuente-destino en maiz en ambientes
contrastantes en nitrogeno

RESUMEN

Existe una creciente necesidad de hacer un uso mas eficiente de los insumos,
principalmente de aquellos con riesgo asociado de contaminacion ambiental como es el
caso del nitr6geno (N). Esto conlleva el analisis en ambientes sub-6ptimos en cuanto a
disponibilidad del nutriente; sin embargo, son escasos los estudios que consideran el
control genético de la determinacion del rendimiento en dichos ambientes, y mas
escasos aun los orientados a los rasgos fisioldgicos que modulan la expresion del
componente del rendimiento identificado como peso individual del grano (PG). El
objetivo de esta tesis fue estudiar los mecanismos fisioldgicos y genéticos subyacentes
de la expresion del PG en maiz en ambientes contrastantes en disponibilidad de N. Se
analizaron los componentes fisioldégicos del PG en experimentos a campo sobre un
conjunto de lineas endocriadas de distinto origen y sus hibridos derivados, utilizando un
disefio de cruzamientos dialélico completo. El efecto del nivel de N sobre el PG estuvo
mediado por cambios en la relacion fuente-destino durante el llenado efectivo, producto
de la alta respuesta del crecimiento por planta en post-floracion a la oferta de N. Dicha
respuesta se observd en los hibridos pero no en las lineas, probablemente debido a un
efecto de depresion por endogamia asociado a un bajo PG potencial. La proporcién de
efectos génicos aditivos (i.e. heredables) fue mayor para los componentes fisioldgicos
del PG que para el PG per se, y a su vez dicha proporcion se incremento en la condicion
de baja oferta de N para casi todos los atributos. Estos resultados evidencian, por un
lado, la importancia en el uso de los caracteres secundarios con el fin de mejorar el PG,
y por el otro, que la seleccion en ambientes restrictivos en N se realizaria sobre una base
mayor de efectos genéticos predecibles. EI PG se asocié genéticamente en forma directa
con (i) sus dos principales componentes, i.e. tasa y duracion de llenado, prevaleciendo
la via aditiva con la tasa y la no aditiva con la duracion; (ii) la relacion fuente-destino
alrededor de floracion via efectos aditivos; y (iii) con el crecimiento por planta durante
el llenado mediante efectos no aditivos. A su vez, ambos componentes del rendimiento
en grano (i.e. nimero y peso) se correlacionaron genéticamente entre si de manera
negativa y via efectos aditivos. Las diferencias en los mecanismos genéticos de
asociacion de los atributos con el PG poseen implicancias importantes respecto de su
aplicacion en el mejoramiento, sobre todo en lo referido al momento apropiado para ser
considerados dentro de las distintas etapas del proceso de mejora.

Palabras clave: Zea mays (L.), peso de la semilla, particion de biomasa, nitrgeno,
efectos génicos, lineas endocriadas, hibridos.



xviii

Genetic and physiological mechanisms responsible for maize kernel
weight and source-sink relationship under contrasting nitrogen supply
levels

ABSTRACT

Agricultural production is requesting for the use of increasingly efficient inputs,
especially those with high environmental pollution-risk associated, as in the case of
nitrogen (N) fertilization. As a consequence, analyses under N stress conditions are
highly desirable; however, the studies based on grain yield genetic control in sub-
optimal environments are scarce, particularly those associated to the physiological
components responsible for the individual kernel weight determination (KW). The main
objective of this thesis was to evaluate the genetic and physiological mechanism
underlying maize KW determination under contrasting N availability. The analysis of
the physiological determinants of KW was performed on a set of inbred lines from
different origin and their derived hybrids, using a complete diallel mating design. Under
contrasting N supply, differences in KW were mainly attributable to changes in the
source-sink ratio during grain filling as a result of an enhanced post-flowering growth at
high N level. This was evident for hybrids but not for inbreds, probably due to the
negative inbreeding depression effects on traits controlling seed expansion. The
proportion of additive genetic effects (i.e. heritable) was greater for secondary traits of
KW than for KW itself, and that proportion was increased at low N level for the
majority of the traits. These findings highlight, on the one hand, the importance of
secondary traits for enhancing KW, and on the other, that the selection under N stress
environments would be implemented on the basis of a large proportion of predictable
genetic effects. The KW was genetically and directly associated with (i) its two main
determinants, i.e. the rate and duration of grain filling, being additive effects more
important for rate and non-additives ones for duration; (ii) the source-sink relationship
around flowering by additive effects; and (iii) the plant growth during grain filling by
non-additive effects. The main components of grain yield (i.e. kernel number and KW)
were negatively correlated to each other in their additive genetic effects. The differences
in the genetic mechanisms of association between secondary traits and KW provide
useful information to be considered in maize breeding.

Keywords: Zea mays (L.), grain weight, source-sink relationship, nitrogen, genetic
effects, inbred lines, hybrids.



CAPITULO 1

“Introduccién General”



1.1. Presentacion del problema y revision de antecedentes

En maiz (Zea mays L.), el rendimiento en grano (RG) aumentd sostenidamente
desde la adopcidon de hibridos, primero dobles y luego simples. Este proceso se inici6 en
la region del cinturobn maicero norteamericano hacia 1930, en reemplazo de las
variedades de polinizacion abierta (Rusell, 1974). Durante el periodo 1965-2011 se ha
registrado en USA una tasa de ganancia del RG de maiz de 114 kg ha afio™ (Grassini et
al., 2013). Por su parte, en la Argentina ocurrié un proceso similar, aunque levemente
retrasado en el tiempo, pues la adopcién de hibridos comenzd en 1960 (Luque et al.,
2006). Dicho proceso dio lugar a una ganancia de RG de ca. 115 kg ha afio™ para el
periodo 1969-2018 (www.siia.gov.ar). Sostener estos niveles de ganancia implica un
gran desafio frente a un contexto climéatico caracterizado por un incremento en la
frecuencia e intensidad de eventos meteorologicos cada vez mas extremos (IPCC,
2014). EI mejoramiento genético y las practicas de manejo estan detrds de estas
ganancias, siendo el primero responsable del 50-60% del incremento logrado en el RG
(Cardwell, 1982; Duvick, 2005). Las contribuciones genéticas a la mejora en el RG, a su
vez, pueden dividirse entre aquellas que confieren una mayor tolerancia al estrés y
aquellas que aumentan el RG potencial (Evans y Fischer, 1999). Tanto el mejoramiento
como el manejo no hubiesen logrado dichos incrementos de manera independiente,
interactuando entre si positivamente y de manera continua (Duvick, 2005).

Como para la mayoria de los cultivos extensivos, el RG en maiz se encuentra
determinado por el nimero de granos (NG) por unidad de area y el peso individual de
los mismos (PG), existiendo en general un efecto compensatorio (generalmente parcial
pero no total) entre ambos componentes numéricos (Smith y Fretwell, 1974; Borrés y
Otegui, 2001). EI NG es el componente que mejor explica las variaciones en RG
(Otegui, 1995; Borras et al., 2004) y el de mayor plasticidad fenotipica, mientras que la
plasticidad del PG es mucho menor (Sadras, 2007; D’Andrea et al., 2013; Ruiz et al.,
2019), lo que evidencia su condicion de rasgo con fuerte control genético (Cross, 1975;
Poneleit y Egli, 1979; Hallauer y Miranda, 1988). Sin embargo, se puede observar una
gran variacion en el RG para un similar NG, lo que indica que cambios en el PG
también pueden afectar fuertemente el RG. Asi, el PG puede verse limitado por
situaciones sub-Optimas o adversas durante el periodo de crecimiento de los granos,
modificando drasticamente el RG final (Borras et al., 2004). Factores como la sequia
(Quattar et al., 1987a, b), la disponibilidad de asimilados (Borras y Otegui, 2001), la
temperatura (Wilhelm et al., 1999; Rattalino Edreira et al., 2014) o la disponibilidad de
nitrégeno (D"Andrea et al., 2006; 2009; Melchiori y Caviglia, 2008), condicionan el
crecimiento de los granos y reducen el PG alcanzado.

Dentro de los factores abioticos que afectan el crecimiento y RG del cultivo de
maiz, la disponibilidad de nitrégeno (N) es uno de los mas importantes (Muchow,
1988). La seleccion y desarrollo de cultivares superiores en la utilizacion del N es una
manera de reducir el impacto de su deficiencia sobre la produccion del cultivo (Lafitte y
Edmeades, 1994). Dicha seleccion requiere del andlisis en ambientes sub-6ptimos en N,
pero tales ambientes no son muy favorables para los mejoradores. En ellos la
variabilidad ambiental aumenta, lo que resulta en una disminucién de la heredabilidad,
disminuyendo el progreso de la seleccion (Rosielle y Hamblin, 1981). La situacion
descrita hace ain mas necesario el desarrollo de estudios en ambientes usualmente no
atendidos por el mejoramiento comercial (i.e. no potenciales), que evalten la respuesta
de los distintos atributos que definen el RG y particularmente aquellos que consideren
los rasgos fisioldgicos que determinan el PG y el control genético de los mismos.

1.2. Fisiologia del peso de grano



1.2.1. Componentes fisioldgicos asociados al peso de grano

La determinacion del PG puede ser descrita en terminos de acumulacion de materia
seca y contenido de agua (Borrés et al., 2003; Borras y Gambin, 2010; Fig. 1.1). Los
granos en desarrollo acumulan en proporcion mucha méas agua que reservas en etapas
tempranas, y ambos, el contenido de agua en el grano y el patron de acumulacion de
materia seca, estan fuertemente relacionados. Asi, el conocimiento de las relaciones
hidricas de la semilla es una herramienta que permite describir y predecir diferencias en
el desarrollo del grano debido al genotipo o al ambiente (Gambin et al., 2007).

En términos de acumulacion de materia seca (Fig. 1.1A), el crecimiento de la
semilla puede explicarse a través de dos atributos principales, la tasa de crecimiento del
grano durante su llenado efectivo (TCG) y la duracion del llenado (DLLG). Ambos
varian independientemente y estan asociados con diferentes procesos fisiolégicos
(Borras et al., 2009), teniendo la TCG mayor impacto que la DLLG sobre las
diferencias en el PG (Borras y Gambin, 2010). La TCG se asocia positivamente con el
namero de células endospermaticas y de granulos de almidon diferenciados en la fase
lag, que se caracterizan por ser buenos estimadores del PG potencial (Reddy y Daynard,
1983; Capitano et al., 1983; Jones et al., 1996). La fase lag comienza durante la
fecundacion de la semilla y abarca un periodo relativamente corto (ca. 12-15 dias), con
poco cambio en la biomasa del grano, que se extiende hasta el inicio de su llenado
efectivo, en que el aumento de biomasa se hace mucho méas notorio. A su vez, la TCG
de distintos genotipos se relaciona con el maximo contenido de agua del grano (MCAG)
(Borras et al., 2003), el cual se establece poco tiempo después de haberse fijado el
namero de células endospermaticas y granulos de almiddn (ca. 15 dias después del fin
de la fase lag; Fig. 1.1B) (Borras et al., 2003). Como la division celular es seguida por
la expansion de esas células diferenciadas y la acumulacion de biomasa, la relacion
positiva entre el namero de células, el contenido de agua y la tasa de acumulacién de
materia seca en el grano es consistente (Borras y Gambin, 2010). Asi, el MCAG puede
ser facilmente cuantificado y constituye un estimador independiente de la capacidad del
grano como destino (Borras et al., 2003), es decir, del PG potencial.

El maximo volumen del grano (MVG), que integra nimero y tamafio de células,
estd fuertemente relacionado con el PG (Millet y Pinthus, 1984; Sala et al., 2007b), y
guarda correlacion con el MCAG (Egli, 1990; Egli, 2017). A su vez, el MVG depende
no solo del ingreso de agua al grano durante el inicio de su llenado, sino también de la
relacion entre la dindmica del agua y la acumulacién de materia seca en etapas
avanzadas del mismo, ya que en general el MVG continda incrementandose luego de
que los granos alcanzan su maximo contenido hidrico (Gambin et al., 2007).

La DLLG depende fuertemente de la produccion de asimilados durante el periodo
de llenado efectivo del grano (Kiniry et al., 1992; Andrade y Ferreiro, 1996),
acortandose su extension bajo fuertes limitaciones en la fuente (Egharevba et al., 1976;
Jones y Simmons, 1983; Sala et al., 2007a). La DLLG se asocia con la tasa de pérdida
de humedad o desecacién del grano (TDG, Fig. 1.1B) en el periodo entre la fecundacion
del ovario y madurez fisiolégica (MF) del grano (Jones y Simmons, 1983; Westgate,
1994). En MF se detiene la acumulacién de materia seca en la semilla y se alcanza el
PG méaximo (Shaw y Loomis, 1950). Asi, genotipos con menor DLLG o condiciones
ambientales que reduzcan el valor de dicho atributo evidencian una TDG mas
pronunciada (i.e. con una caida mas veloz de la concentracién de humedad en el grano)
que aquellos con mayor DLLG (Gambin et al., 2007). Pese a estas diferencias, la
concentracion de humedad en MF (CHMF) se suele asumir como un rasgo
relativamente constante de ca. 35% en maiz (Borrés et al., 2003), siendo el mismo un
promedio de toda la semilla. No obstante, debido a que distintos tejidos del grano



poseen distintas concentraciones de humedad a MF (Westgate, 1994), se sugiere que
genotipos con diferente proporcion de pericarpio, embrién, endosperma (i.e. diferente
estructura) diferiran en su CHMF (Borras y Gambin, 2010).
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Figura 1.1. Diagrama esquematico de los modelos que describen la dindmica de (A) peso seco
(linea llena) y volumen (linea punteada) del grano, y (B) contenido de agua (linea punteada) y
concentracion de humedad (linea llena) del grano. CHMF: concentracion de humedad a
madurez fisioldgica; DFL: duracion de fase lag; DLLE: duracion del llenado efectivo del grano;
DLLG: duracion total de llenado del grano; MCAG: maximo contenido de agua del grano; MF:
madurez fisiologica; MVG: maximo volumen del grano; PGg: peso de grano esimado; TCG:
tasa de crecimiento del grano; TDG: tasa de desecacién de grano.
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1.2.2. Relaciones fuente-destino y determinacion del peso de grano

Las condiciones de crecimiento durante el periodo critico, durante el cual se fija el
NG (ca. 30 dias alrededor de antesis), afectan la cantidad de asimilados disponibles por
grano durante la fase de division celular (i.e. fase lag), donde se establece el PG
potencial (Capitano et al., 1983; Reddy y Daynard, 1983; Jones et al., 1996; Borras y
Westgate, 2006). En consecuencia, existe una superposicion entre ambos periodos
(Otegui y Andrade, 2000), lo que implica que en el cultivo el NG y el PG potencial se
determinan en el mismo momento (Gambin et al., 2006).

En funcion de la relacion de tipo exponencial con plateau existente entre el NG y la
tasa de crecimiento por planta durante el periodo critico (TCPpc) (Tollenaar et al., 1992;
Andrade et al., 1999), se ha propuesto el uso de la tasa de crecimiento por planta por
grano fijado alrededor de floracién (TCPpc grano™) para estimar la disponibilidad de
asimilados por grano durante la etapa temprana del llenado. Esta variable es considerada
un buen estimador de la relacion fuente-destino en post-floracion (Gambin et al., 2006).
A causa de la relacién curvilinea descrita anteriormente, se hipotetizd que la TCPpc
grano™ se incrementarfa con el aumento de la TCPpc. Sin embargo, se encontraron
diferencias genotipicas en los patrones de respuesta de estos atributos (Gambin et al.,
2008). Debido a que diferencias en el PG potencial estan relacionadas con diferencias
en la TCG durante el llenado efectivo, existe una correlacién positiva entre la TCPpc
grano™ y la TCG (Gambin et al., 2006). Por el contrario, no hay asociacion entre el PG
0 la TCG vy la relacion fuente-destino durante el periodo de llenado efectivo (Gambin et
al., 2006). Por su parte, genotipos de distinto tipo de grano difieren en sus relaciones
fuente-destino alrededor de floracion (Tamagno et al., 2016) y durante el llenado
efectivo (Severini et al., 2011), lo que se refleja en variaciones en su PG potencial y en



la magnitud de respuesta frente a cambios en las condiciones de crecimiento durante el
llenado (Kiniry et al., 1990; Severini et al., 2011).

En muchas condiciones de produccion los granos de maiz crecen con una
disponibilidad de asimilados cercana 0 mayor que la requerida para maximizar el PG
final, sugiriendo que en los individuos se establece un tamafio de destino potencial que
se alcanza a MF si no existen deficiencias de fuente pronunciadas durante el llenado
(Borrés et al., 2004). Sin embargo, la respuesta del maiz a las disminuciones de fuente
durante esta etapa es muy diferente a la que se registra cuando aumenta la cantidad de
asimilados disponibles. ElI PG disminuye considerablemente frente a reducciones en la
cantidad de asimilados disponibles por grano, mientras que no se modifica ante
aumentos de la misma (Borras et al., 2004). La respuesta a reducciones de la fuente ha
sido atribuida a la baja eficiencia en el uso de asimilados acumulados en el tallo para el
crecimiento directo de la semilla (Kiniry et al., 1992). En relacion a otros cultivos
extensivos como el trigo, la eficiencia del maiz en la produccion de biomasa de granos a
partir de reservas de la planta es aproximadamente tres veces inferior (0,74 vs. 0,26 g de
grano g™ carbohidrato acumulado, respectivamente) (Kiniry et al., 1992; Borras et al.,
2004). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que el cultivo de maiz puede
hacer un uso elevado de reservas durante el llenado de los granos (D’Andrea et al.,
2016) y, aunque su principal destino estaria ligado a procesos de mantenimiento (Kiniry
et al., 1992), se pueden volver criticas en condiciones de estrés (Kiniry et al., 1992;
Rattalino Edreira y Otegui, 2013).

1.2.3. Respuesta del peso de grano y la relacion fuente-destino a la
disponibilidad de nitrogeno

ElI N es uno de los macronutrientes que mas limita el RG en maiz, variando
ampliamente tanto el crecimiento general del cultivo como particularmente su RG en
respuesta a la disponibilidad de este nutriente (Uhart y Andrade, 1995a). En la
actualidad, los programas de mejora son llevados a cabo en ausencia de restriccion de
N, utilizdndose altas densidades de plantas como un sucedaneo para la seleccion de
lineas tolerantes a baja disponibilidad de N, sugiriéndose la tolerancia a altas densidades
como una estrategia para mejorar la tolerancia a estreses abioticos tales como sequia y
baja disponibilidad de N (Edmeades et al., 1993; Vasal et al., 1997; Monneveux et al.,
2005). Sin embargo, la mejora en ausencia de restriccion de N podria resultar en la
pérdida de rasgos adaptativos a ambientes con escasa disponibilidad de este nutriente
(Lafitte et al., 1997). En este sentido, el mejoramiento de cultivares de maiz con alto RG
bajo deficiencia de N podria reducir los impactos negativos del exceso de este nutriente
sobre el ambiente, asi como incrementar la eficiencia economica del uso de fertilizantes
nitrogenados.

La disponibilidad de N afecta los caracteres fisiologicos que determinan el RG en
maiz; e.g. los que condicionan la intercepcion de luz, su conversion en biomasa, y la
particion de esta ultima entre érganos de la planta. Esto se ha registrado tanto en
hibridos (Lemcoff y Loomis, 1986; Jacobs y Pearson, 1991; 1992; Uhart y Andrade,
1995b; Rajcan y Tollenaar, 1999; Monneveux et al., 2005; D"Andrea et al., 2008;
Ciampitti y Vyn, 2011) como en lineas endocriadas (Monneveux et al., 2005; D"Andrea
et al., 2006; 2009), que a su vez pueden diferir en su respuesta a la disponibilidad de N
(D"Andrea et al., 2009; Munaro et al., 2011a). Los caracteres mencionados explican
principalmente las variaciones en el componente numérico mas importante del RG (i.e.
el NG), siendo escaso el conocimiento de las bases fisiolégicas de las variaciones
observadas en el PG en condiciones contrastantes de disponibilidad de N.



Debido a la alta respuesta del NG por planta (NGP) a la TCPpc (Andrade et al,
2002), disminuciones en esta ultima, mediante efectos directos de la restriccion en la
oferta de N resultan en una disminucion pronunciada del NGP (Uhart y Andrade,
1995b). Esto da lugar a una relativa estabilidad del cociente TCPpc—NGP (Sadras,
2007), i.e. a una relativa estabilidad de la relacion fuente-destino alrededor de la
floracion (i.e. TCPpc grano™) frente a cambios en la disponibilidad de N. Por el
contrario, bajo déficit de N durante el periodo de llenado efectivo del grano, se produce
un aumento en el N removilizado debido a una menor duracion del area foliar (Rajcan y
Tollenaar, 1999; He et al., 2005), lo que resulta en una caida mas pronunciada de la
relacién fuente-destino en dicho periodo (Uhart y Andrade, 1995a).

Respecto de los principales determinantes fisioldgicos del PG (i.e. TCG, DLLG), se
observé un efecto de la disponibilidad de N mayor sobre la DLLG que sobre la TCG
(Monneveux et al., 2005). Este resultado sugiere que, en lo que a determinacion del PG
se refiere, la competencia entre los granos por asimilados ocurre principalmente durante
las ultimas fases de su llenado (Poneleit y Egli 1979; Monneveux et al., 2005), aunque
los efectos sobre su calidad (Borras et al., 2002) comenzarian mucho antes,
dependiendo del nivel de deficiencia de N (Uhart y Andrade, 1995b). Por su parte,
Melchiori y Caviglia (2008) reportaron efectos positivos del incremento en la oferta de
N sobre el PG potencial, ya que los valores de atributos asociados con el tamafio
potencial del grano, como el MCAG y la TCG, aumentaron con el nivel de N.

1.3. Mejoramiento genético del peso de grano y sus componentes fisioldgicos en
maiz

El mejoramiento genético convencional, mediante la seleccion directa de un rasgo
primario (e.g. RG) en un ambiente (A) objetivo (mejoramiento directo) (Ceccarelli y
Grando, 1996), es el responsable de gran parte del progreso genético para RG en la
mayoria de los cereales. Aun asi, este atributo posee herencia de tipo cuantitativa bajo
control multigénico, bajos valores de heredabilidad, y una interaccion genotipo X
ambiente (GxA) alta (Jackson et al., 1996), presentando una estructura genética
compleja. Las limitaciones del mejoramiento tradicional son mas evidentes aun cuando
se selecciona por adaptacion a ambientes sub-Optimos (e.g. deficit hidrico, baja
disponibilidad de nutrientes), debido a la elevada variabilidad intra-sitio existente, lo
que afecta negativamente la heredabilidad (Richards, 1996; Araus et al., 2002). Dichos
ambientes, generalmente evitados por los mejoradores, dificultan el proceso de
seleccion (Baenziger et al., 2006), ya que se espera que exista una disminucioén en la
tasa de ganancia genética lograda (Duvick, 2005), o bien mayores esfuerzos para
sostener los niveles de ganancia. ElI método de seleccion indirecta, mediante caracteres
secundarios medidos en los ambientes objetivo (i.e. fenotipado), aparece como una
opcion. Dichos caracteres suelen estar sujetos a menor variabilidad ambiental, y
expresan en consecuencia valores de heredabilidad relativamente mas altos. No
obstante, como el requisito a cumplir para incluir un rasgo secundario en un indice de
seleccion es que el producto entre su heredabilidad y su correlacion con el RG supere a
la heredabilidad del RG (Falconer y Mackay, 1996), los casos de éxito han sido muy
pocos (Banziger et al., 1997).

El incremento en el RG de los hibridos a través del tiempo fue el resultado de
ganancias en heterosis como asi también de ganancias en “no heterosis” (Tollenaar y
Lee, 2002), obtenidas directamente por la mejora per se de las lineas parentales
(Duvick, 1999). Entre los rasgos que se modificaron con el advenimiento de nuevos
hibridos se observa (i) una disminucion del tamafio de panojas, reduciéndose la
dominancia apical e incrementandose la particién de biomasa a espiga; (ii) un habito



foliar mas erectdéfilo, otorgando mayor tolerancia al aumento de la densidad; y (iii) una
mayor acumulacion de biomasa durante el periodo post-floracion, resultado de una
disminucidn en la tasa de senescencia foliar y de un mayor stay green funcional durante
el llenado (Tollenaar, 1991; Cooper et al., 2004; Duvick, 2005).

En Argentina, el mayor RG de los hibridos modernos estuvo principalmente
relacionado con un incremento en el indice de cosecha (IC) (Echarte y Andrade, 2003),
NGP (Luque et al., 2006), particion de biomasa a espiga en floracion (Echarte et al.,
2004; Luque et al., 2006), y produccion de biomasa durante el periodo de llenado de los
granos (Luque et al., 2006). EI mayor RG alcanzado como resultado de un mayor NGP
no estuvo acompafiado de reducciones en el PG, debido a una mayor produccion de
biomasa durante el llenado de los granos. Esto mantuvo estable la relacién fuente-
destino durante dicha etapa, evitandose la posibilidad de una compensacién (trade-off)
entre NG y PG (Luque et al., 2006). En relacion a los rasgos relacionados con el PG y
su composicidn, se observa que los hibridos mas modernos poseen una mayor duracion
del periodo de llenado, menor porcentaje de proteina, y mayor concentracion de
almidén en grano (Duvick, 2005; Ciampitti y Vyn, 2012). Debido a que la sintesis de
almiddn requiere menor energia que la de proteina, la seleccion por RG ha ejercido una
presion positiva hacia un mayor contenido de almidon en grano (Duvick, 2005).

A los fines del mejoramiento, no sélo importara comprender la arquitectura
fisiologica del PG, entendiendo a ésta como las interrelaciones existentes entre los
procesos fisiologicos asociados que resultan en un aumento del mismo, sino
principalmente su expresion a través de la arquitectura genética del PG. Esta ultima es
el resultado de los efectos génicos de naturaleza aditiva y no aditiva (Cooper et al.,
2009), los cuales pueden ser caracterizados a través de la determinacion de los niveles
de heredabilidad, heterosis y aptitud combinatoria. En este sentido, existen pocos
estudios que profundicen sobre la arquitectura genética de los atributos que definen el
PG, siendo inexistentes aquellos llevados a cabo en condiciones limitantes de N.

1.3.1. Efectos génicos asociados a los componentes fisiologicos del peso de
grano y relacion fuente-destino en etapas reproductivas

En maiz, el principal objetivo del mejoramiento genético consiste en identificar y
reproducir hibridos superiores en RG y estabilidad para un ambiente objetivo (Bernardo,
2002). Cualquier informacion de la linea parental que permita predecir el desempefio de
su progenie es altamente deseable pues reduce la necesidad de llevar adelante
cruzamientos y posterior analisis de la progenie hibrida (Betran et al., 2003a). El
comportamiento de una linea endocriada estda correlacionado con su desempefio en
combinaciones hibridas segun qué proporcion de la varianza genética se deba a la
accion de genes de efecto aditivo (Falconer y Mackay, 1996). Los efectos aditivos son
la porcién predecible de los efectos genéticos y, por lo tanto, los mas usados por los
mejoradores en el proceso de seleccion.

En 1909 Shull delined las dos etapas principales en el desarrollo de hibridos,
vigentes aun hoy en los programas de mejoramiento de maiz. La primera corresponde al
desarrollo de lineas endocriadas y la segunda a la identificacion de las mejores
combinaciones de lineas parentales para producir hibridos superiores. Respecto de esta
Gltima, distintos disefios de cruzamientos (dialélico, factorial, North Carolina | y 11) se
usan para evaluar genéticamente los componentes de la varianza total, siendo
ampliamente usado en maiz el analisis dialélico. EI mismo no sélo permite estudiar el
modo de herencia de un caracter complejo (Hayman, 1954), sino que ademas constituye
una herramienta para mejoradores interesados en evaluar la aptitud combinatoria de las
lineas endocriadas (Griffing, 1956). El analisis de habilidad combinatoria de las lineas



determina la utilidad de las mismas para la produccién de hibridos, y es un concepto
general que considera la clasificacion de una linea relativa a su comportamiento en
distintos cruzamientos (Hallauer y Miranda, 1988).

Sprague y Tatum (1942) fueron los primeros en particionar la aptitud combinatoria
en (i) general (ACG), y (ii) especifica (ACE). La ACG se refiere al comportamiento
promedio de una linea parental en las combinaciones de sus hibridos, y se asocia con la
presencia de genes de efecto aditivo. La ACE se refiere al valor de aquellas
combinaciones hibridas particulares en relacién al comportamiento promedio de las
lineas parentales involucradas. La ACE es indicativa de la presencia de genes de efecto
no aditivo. Las estimaciones de ACG y ACE permiten caracterizar la varianza genética
total, cuantificando la magnitud de los efectos génicos. Ambas son relativas al (y
dependen del) conjunto de genotipos evaluados en los test de progenie hibrida (Hallauer
y Miranda, 1988). Todos los aspectos generales descritos para la produccion y
evaluacion de hibridos de maiz, usualmente aplicados al analisis del RG y caracteres
“defensivos” (i.e. tolerancia a enfermedades, vuelco, quebrado) por las empresas
semilleras, pueden ser también aplicados al estudio de los rasgos secundarios (e.g.
determinantes fisiologicos del RG), aunque los casos documentados son muy pocos
(Lee et al., 2005).

Como se comentd anteriormente (seccion 1.3), el método de seleccion indirecta
basado en el uso de caracteres secundarios, resulta ventajoso sobre el método tradicional
(i.e. seleccion directa) cuando existe una alta correlacion genética entre el atributo
primario (e.g. RG) y el rasgo secundario. EI mérito de la seleccion indirecta respecto de
la directa dependera no solo de la heredabilidad de cada atributo sino también de cuan
alta es la correlacién entre sus efectos aditivos (Falconer y Mackay, 1996). De alli
radica la importancia de conocer la correlacion entre los efectos de ACG
correspondientes a los procesos fisiologicos y el PG. Dicho atributo, al igual que sus
dos determinantes principales (i.e. TCG y DLLG) han expresado valores medios a altos
de heredabilidad (Soleri y Smith, 2002; Sadras, 2007; Alvarez Prado et al., 2013a, b).
La variabilidad genética para esos atributos esta principalmente asociada con efectos
génicos aditivos (Cross, 1975; Poneleit y Egli, 1983; Wang et al., 1999; Katsantonis,
1986; Josue y Brewbaker, 2018).

En general, las estimaciones de heredabilidad para el PG de los cultivos son altas
respecto a las del NG vy rasgos relacionados con el crecimiento de la planta (Sadras y
Slafer, 2012). En el periodo critico, las plantas establecen el NG en funcidén de las
condiciones de crecimiento, minimizando la variabilidad en el tamafio de los granos
(Sinclair y Jamieson, 2006; Sadras, 2007; Gambin y Borras, 2010). De esta manera, no
sorprende encontrar alta correlacion entre las lineas parentales y sus hibridos derivados
para el PG (D"Andrea et al.,, 2013; Alvarez Prado et al., 2013a), y los caracteres
fisiologicos que lo determinan (Alvarez Prado et al., 2013a). En este sentido, se observé
preponderancia de efectos no aditivos para la TCPpc (Munaro et al., 2013), pese a que
los efectos aditivos resultaron mas importantes para los componentes fisiologicos
asociados con el tamarfio del canopeo y la eficiencia en el uso de la radiacion (Mason y
Zuber, 1976; Ahmadzadeh et al., 2004; Lee et al., 2005; Munaro et al., 2013).
Asimismo, se ha reportado una mayor proporcion de efectos aditivos en relacién a la
varianza genética total para senescencia foliar o stay green (Lee et al., 2005; Worku et
al., 2008), los cuales resultan importantes en el crecimiento por planta en post-floracion.
No obstante, no existen reportes acerca del modo de herencia de los atributos de
particion de biomasa durante el periodo critico y el llenado efectivo de los granos, los
cuéles inciden directamente en la determinacion de los componentes del RG.



Tanto la magnitud como la naturaleza de los efectos génicos, estimados a partir de
datos fenotipicos, no son constantes a través de ambientes. La heredabilidad decrece con
el aumento de la plasticidad fenotipica a causa de los efectos ambientales, condicién que
penaliza el progreso de seleccion (Béanziger y Lafitte, 1997). Es sabido que la ACG y la
ACE pueden interactuar con el ambiente (Rojas y Sprague, 1952; Matzinger et al.,
1959), por lo que el andlisis dialélico debe ser llevado a cabo en méas de un ambiente
con el fin de obtener estimaciones confiables de los efectos de aptitud combinatoria.
Desde el punto de vista de un mejorador, es de interés conocer la magnitud de las
interacciones ACGXA. En este sentido, si ya son escasos los estudios basados en
disefios dialélicos que evalten algun determinante fisiolégico del peso de grano, mucho
mas lo son aquellos desarrollados en ambientes contrastantes, e.g. por niveles de N y/o
agua. Esto permitira analizar de manera robusta la naturaleza de los efectos genéticos
preponderantes para el PG, las asociaciones geneticas entre sus determinantes
fisiolégicos, y las interacciones entre los componentes de aptitud combinatoria y el
ambiente (ACxA) para los atributos bajo estudio.

1.3.2. Heterosis para componentes fisiologicos del peso de grano y su relacion
con el ambiente explorado

El concepto de heterosis, definido por Shull (1952), establece la superioridad en el
desempefio del hibrido F; respecto del de sus lineas parentales endocriadas. Multiples
teorias genéticas han sido propuestas para interpretar los mecanismos detras de la
heterosis, destacandose las hipotesis de (i) dominancia, y (ii) sobredominancia. La
primera, se basa en la acumulacion de genes dominantes favorables en el hibrido, los
cuales enmascaran los alelos recesivos deletéreos (Davenport, 1908; Bruce, 1910;
Keeble y Pellew, 1910). Por su parte, la teoria de sobredominancia se sustenta en la
superioridad de la combinacion alélica heterocigota respecto de aquella homocigota
(Shull, 1908; East, 1908). Ambas teorias requieren de la existencia de diferencias en las
frecuencias alélicas o “diversidad genética” (Bruce, 1910; Falconer, 1996), usualmente
expresada como la distancia genética entre los progenitores. Existe una asociacion
positiva entre dicha distancia y el nivel de heterosis observado (Melchinger et al., 1990;
Smith et al., 1991). Sin embargo, la presencia de gran diversidad genética no seria un
requisito indispensable para la expresidn de la heterosis, ya que también se han
observado niveles significativos de heterosis para RG en hibridos resultantes de lineas
progenitoras fuertemente emparentadas entre si (Lee et al., 2007).

El RG en maiz experiment6 un incremento pronunciado con la explotacion de la
heterosis a través del desarrollo de hibridos, inicialmente dobles y luego simples (Crow,
1998). No solo el RG, sino un amplio rango de atributos exhibe heterosis en maiz, pero
su magnitud es altamente variable dependiendo de los parentales elegidos y del rasgo
evaluado (Springer y Stupar, 2007). Entre los rasgos asociados con heterosis para RG en
maiz se encuentra la heterosis para NG, indice de area foliar maximo, stay green,
produccién de biomasa en post-floracion, e IC (Ahmadzadeh et al., 2004; Tollenaar et
al., 2004; 2006; Echarte et al., 2004; D" Andrea et al., 2009; Munaro et al., 2011a). Se ha
reportado heterosis para el PG vy sus atributos fisiologicos asociados (Poneleit y Egli,
1979; 1983; Munaro et al., 2011a; Alvarez Prado et al., 2013a; Josue y Brewbaker,
2018), estando la heterosis para PG principalmente relacionada con aquella para DLLG
(Daynard et al., 1971; Poneleit y Egli, 1979; Alvarez Prado et al., 2013a). Los
mecanismos detras de la heterosis para DLLG tendrian que ver con una alta capacidad
para mantener la actividad de la fuente respecto al crecimiento de los destinos, y una
menor TDG y CHMF de los hibridos en relacién a las lineas (Alvarez Prado et al.,
2013a).
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La heterosis es una variable dinamica influenciada por el ambiente, y depende
ademas del atributo evaluado, asi como también del estado de desarrollo del cultivo
(Hoffmann y Parsons, 1991; Tollenaar et al., 2004; Lippman y Zamir, 2007). En este
sentido, el patrén de respuesta de los niveles de heterosis a condiciones de crecimiento
limitantes (alta densidad, déficit de nutrientes, déficit hidrico, etc.) dependeréa del tipo de
estrés en cuestion (Hoffmann y Parsons, 1991). La magnitud de la heterosis en términos
porcentuales aumenta bajo déficit hidrico (Betran et al., 2003b, c), alta densidad de
plantas (Liu y Tollenaar, 2009b), y exceso hidrico (Zaidi et al., 2007); mientras que, por
el contrario, tiende a disminuir en condiciones de déficit de N (Betran et al., 2003b, c;
Munaro et al., 2011a). Esto se debe a que las restricciones en el crecimiento impuestas
por la endogamia per se implican una menor demanda de nutrientes para las lineas
(D"Andrea et al., 2009; Munaro et al., 2011a), lo que resultaria en diferentes niveles de
estrés entre grupos y consecuentemente en una respuesta diferencial a los cambios en el
ambiente. Asimismo, el RG esta asociado con distintos componentes fisiologicos en sus
niveles de heterosis dependiendo del tipo de estrés: (i) IC en alta densidad (Liu y
Tollenaar, 2009b); (ii) produccién de biomasa en condiciones de baja irradiancia (Liu y
Tollenaar, 2009a); y (iii) PG y eficiencia de uso de la radiacion alrededor de floracion
bajo condiciones de déficit de N (Munaro et al., 2011a).

Por su parte, Munaro et al. (2011b) reportaron para el RG y sus atributos
fisiolégicos una relacidn positiva entre los niveles de heterosis absoluta y la calidad del
ambiente (i.e. indice ambiental), como resultado de la respuesta diferencial de lineas e
hibridos a los cambios en el ambiente explorado, aunque esta tendencia no seria la
misma en términos de heterosis porcentual. Como demuestra Duvick (1999) la heterosis
de hibridos F1 ha tendido a disminuir cuando se expresa en términos porcentuales. En la
actualidad, es escaso el conocimiento de la respuesta de los niveles de heterosis a
cambios en la disponibilidad de N para el PG y sus determinantes fisioldgicos.

1.4. Objetivos e Hipotesis
1.4.1. Objetivo General

El objetivo general consiste en estudiar las bases fisiologicas y genéticas que
controlan el PG en maiz en ambientes contrastantes en disponibilidad de N, y que
difieren en sus niveles de radiacion incidente y temperatura. Esto incluye el analisis de
los principales componentes fisioldgicos del PG, y de las relaciones de particion de
biomasa (relacion fuente-destino) durante el periodo critico y el llenado efectivo del
grano. Se llevaran a cabo estudios a campo tendientes a cuantificar la varianza genética
y sus componentes (i.e. varianza aditiva y no aditiva) para un conjunto de rasgos
ecofisiologicos en genotipos diversos (lineas endocriadas y sus hibridos derivados). Del
objetivo general se desprenden tres objetivos e hipétesis particulares.

1.4.2. Objetivos e hipotesis particulares

Objetivo 1. Evaluar la respuesta del PG a disponibilidades de N contrastante sobre la
relacion fuente-destino durante el periodo critico y el llenado efectivo. Caracterizar
dichas respuestas en distintos grupos genotipicos (i.e. lineas endocriadas e hibridos).
Hipotesis 1. El efecto de la disponibilidad de N sobre el PG estd asociado
principalmente con cambios en la relacion fuente-destino durante el llenado efectivo. Al
mismo tiempo, los hibridos tienen un mayor crecimiento por planta en post-floracion, en
respuesta a la disponibilidad de N, respecto de las lineas; lo que determina que las
diferencias entre lineas e hibridos en sus valores de asimilados disponibles por grano
sean mayores durante el periodo de llenado efectivo.
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Objetivo 2. Analizar para los atributos evaluados la variabilidad de los componentes
genético (G), ambiental (A) e interaccion GxA, y su heredabilidad. A su vez, analizar la
naturaleza de los efectos genéticos (i.e. aditivo y no aditivo) a lo largo de distintos
ambientes, dados por disponibilidad de N contrastante (alto y bajo contenido de N) y
variabilidad interanual (radiacién incidente, temperatura).

Hipotesis 2. En condiciones potenciales se maximiza la expresion de los efectos
génicos no aditivos, lo que se traduce en incrementos en la magnitud del componente de
ACE vy en los niveles de heterosis. Por el contrario, en ambientes sub-6ptimos, menos
favorables para la expresion de los efectos no aditivos, aumenta la proporcion de la
varianza génica aditiva respecto de la varianza genetica total.

Obijetivo 3. Caracterizar a las lineas en cuanto a su aptitud combinatoria, y determinar
el grado de correlacion entre el valor per se de las lineas y su aptitud combinatoria
general. Analizar los patrones de asociacion genética directa e indirecta de los efectos
aditivos y no aditivos para las variables fisiologicas determinantes del peso del grano en
maiz.

Hipatesis 3. Es posible identificar patrones de asociacion geneética directos e indirectos
entre el peso de grano y sus determinantes fisiologicos, cuantificando para dichos
caracteres la importancia del tipo de accidn genica preponderante para el logro de altos
pesos de grano. Genotipos que expresen elevada aptitud combinatoria para dicho
atributo también la expresaran para alguno/s de sus componentes fisiologicos.

1.5. Estructura de la tesis

Para cumplir con los objetivos propuestos y poner a prueba las hipotesis planteadas
se llevaron a cabo 4 experimentos (Exps.) a campo. En el capitulo 2 (Exps. 1-4) se
evaluo la respuesta del PG y de la particion de biomasa durante el periodo reproductivo
a la disponibilidad de N, para un conjunto de seis lineas endocriadas y sus hibridos
derivados (30 en total). En dicho capitulo se puso a prueba la hipotesis 1, a la vez que se
cumplié con el objetivo 1.

En el capitulo 3 (Exps. 3 y 4) se cuantifico, para el PG, sus atributos fisiologicos y
las relaciones de particion de biomasa durante las etapas reproductivas, la variabilidad
disponible, la magnitud de los efectos génicos, y la proporcion relativa de dichos efectos
génicos (i.e. aditivo y no aditivo), asi como su respuesta a lo largo de distintos
ambientes. Dichos ambientes estuvieron caracterizados por disponibilidad de N
contrastante, y variabilidad natural en las condiciones de temperatura del aire y
radiacion incidente exploradas. El analisis se realiz6 sobre 30 hibridos derivados del
cruzamiento de seis lineas endocriadas utilizando un disefio de cruzamientos dialélico
completo. Aqui se cumplié con el objetivo 2 y se evalud la hipétesis 2.

Por ultimo, en el capitulo 4 (Exps. 3 y 4) se analizd, para los mismos atributos,
material genético e igual disefio genético que en capitulo 3, la aptitud combinatoria de
las lineas parentales, y el grado de correlacion de su fenotipo con su aptitud
combinatoria. Ademas, se analizaron los patrones de asociacion genética entre los
rasgos, asi como la consistencia de dichas asociaciones a lo largo de ambientes
contrastantes en N. En este capitulo se puso a prueba la hipétesis 3 y se cumplio con el
objetivo 3.

La tesis concluye con el capitulo 5, en el cual se integran los hallazgos principales,
sus implicancias respecto de lo conocido hasta el momento, y los desafios para
investigaciones futuras.



CAPITULO 2

“Relacion fuente-destino y peso de grano en lineas e hibridos
de maiz: Respuesta a niveles de nitrégeno contrastantes””

! Parte de los resultados han sido publicados en Hisse, I.R., D’Andrea, K.E., Otegui, M.E. 2019. Source-
sink relations and kernel weight in maize inbred lines and hybrids: Responses to contrasting nitrogen
supply levels. Field Crops Res., 230:151-159.
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2.1. Introducciéon

El peso de grano en maiz (Zea mays, L.) esta determinado por la disponibilidad de
asimilados por grano en dos periodos durante la post-floracion. EIl primero corresponde
al llenado de grano temprano (i.e. fase lag), donde el nimero y peso potencial de los
granos se definen conjuntamente (Cap. 1). El segundo es el periodo de llenado efectivo,
donde se establece el PG final (Cap. 1). Como ya se describiera en el Capitulo 1, en
ausencia de restricciones ambientales los granos de maiz crecen bajo suficiencia en el
aporte de asimilados. Asi, variaciones en el PG dependen sobre todo de la
disponibilidad de asimilados por grano (i.e. relacién fuente-destino) durante la fase lag.
Sin embargo, fuertes limitaciones en la fuente en la etapa posterior (i.e. durante el
llenado efectivo) disminuyen la capacidad de la planta para proveer asimilados a los
granos en crecimiento, lo que limita el logro del PG potencial definido previamente.
Condiciones restrictivas durante el llenado (déficit hidrico, nutricional, estrés térmico)
afectan negativamente el crecimiento de los granos y reducen el PG final. La
disponibilidad de nutrientes, principalmente de N, resulta de particular interés debido a
su gran influencia sobre el crecimiento del cultivo y sus componentes del rendimiento,
(i,e. NG y PG). En este sentido, en el presente capitulo se evaluara el efecto de la
disponibilidad de N sobre la determinacion del PG a través de los cambios en la relacion
fuente-destino durante el llenado de los granos.

La tasa de crecimiento por planta por grano durante el periodo critico (TCPpc
grano™) permite estimar la disponibilidad de asimilados por grano durante la fase lag vy,
por lo tanto, el PG potencial (Cap. 1). Asi, variaciones en el PG final estan explicadas
sobre todo por cambios en la TCPpc grano™, sin un efecto claro de la oferta de
asimilados por grano durante el llenado efectivo. Los granos de maiz son altamente
dependientes de la produccién actual de asimilados, debido a la reducida capacidad de
la planta para usar los carbohidratos acumulados en pre-floracion (i.e. reservas)
directamente para el crecimiento de la semilla (Kiniry et al., 1992). Ademas, un mayor
namero de granos usualmente implica un aumento en el uso de reservas (D’Andrea et
al., 2016), las cuales se asocian a un mayor requerimiento de mantenimiento, evitando
posibles compensaciones entre ambos componentes del rendimiento. Como resultado, el
PG final disminuye drasticamente ante restricciones en el crecimiento de los granos
durante el llenado efectivo (Borras et al., 2004). En consecuencia, es esperable que la
disponibilidad de asimilados por grano durante el llenado efectivo resulte critica para la
determinacion del PG en condiciones sub-6ptimas, como las producidas por reducciones
en los niveles de radiacion incidente (Uhart y Andrade, 1995a) o estrés térmico
(Rattalino Edreira et al., 2014).

La caida en la TCPpc por efecto directo del déficit de N resulta en una menor
fijacion de granos (Uhart y Andrade, 1995b). Asimismo, la alta dependencia del NGP a
la TCPpc (Andrade et al., 2002) se traduce en una alta estabilidad del cociente TCPpc-
NGP (Sadras, 2007); como consecuencia, es probable que dicho cociente permanezca
relativamente estable frente a cambios en la oferta de N. Durante el periodo de llenado
efectivo, una alta oferta de N implica una mayor duracién del area foliar (Rajcan y
Tollenaar, 1999; He et al., 2005) producto de los bajos niveles del N removilizado desde
los 6rganos vegetativos (Ciampitti y Vyn, 2012). Por lo tanto, un mayor periodo de
acumulacion de materia seca durante el llenado activo de los granos implica que tanto la
produccién de biomasa como la relacion fuente-destino aumenten en el llenado efectivo,
ya que se espera no existan cambios en el NGP definido previamente. Por el contrario,
bajo deficiencia de N, un incremento en el N removilizado (e.g. por un aumento en la
senescencia foliar) afecta negativamente la relacion fuente-destino durante el periodo de
llenado efectivo (Uhart y Andrade, 1995a).
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Los grupos genotipicos (e.g. hibridos y lineas endocriadas) difieren en su RG al
igual que en sus determinantes fisiologicos, tanto en condiciones potenciales (Tollenaar
et al., 2004; Ahmadzaeh et al., 2004) como en respuesta a la variacion en la oferta de N
(D"Andrea et al., 2009; Munaro et al., 2011a). La superioridad de los hibridos en
relacién a sus lineas parentales (i.e. heterosis) para rendimiento es mayor con alta
disponibilidad de N. Esto se debe a que las restricciones en el crecimiento impuestas por
la endogamia per se implican una menor demanda de nutrientes para las lineas
(D"Andrea et al., 2009; Munaro et al., 2011a), lo que resultaria en diferentes niveles de
estrés entre grupos y consecuentemente en una respuesta diferencial a los cambios en el
ambiente. En consecuencia, el efecto de la disponibilidad de N sobre el PG, mediado
por los cambios en la relacion fuente-destino durante el llenado del grano, seria distinto
entre lineas e hibridos.

Los objetivos de este capitulo son (i) evaluar si las relaciones fuente-destino
establecidas durante el llenado, i.e. la tasa de crecimiento de la planta por grano durante
el periodo critico (TCPpc grano™) y el crecimiento de la planta por grano durante el
llenado efectivo (CPp. e grano™), varian dependiendo de la condicion de N y cdmo esto
afecta al PG; y (ii) analizar si la respuesta del PG a los cambios en dichas relaciones
fuente-destino varia entre grupos genotipicos (i.e. hibridos y lineas endocriadas).

2.2. Materiales y Métodos
2.2.1. Material genético

El material genético usado incluyo un total de 36 genotipos de maiz organizado en
dos grupos genotipicos (GG), hibridos y lineas. Los 30 hibridos se originaron a partir
del cruzamiento entre todas las combinaciones posibles (i.e. directo y reciproco) de seis
lineas endocriadas de diverso fondo genético (Cuadro 2.1). Dicho fondo incluy6 una
linea publica americana dentada (B100; Hallauer et al., 1995), y cinco lineas
desarrolladas por el programa de mejoramiento de maiz del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) Pergamino, de las cuales una es semi-flint (LP2) y
cuatro son flints (LP561, LP611, LP662 y ZN6). Las lineas usadas difieren en su época
de mejoramiento, origen, caracteristicas del canopeo, y rendimiento y sus componentes
(D’Andrea et al., 2006).

Cuadro 2.1. Descripcion de las lineas endocriadas.
Linea Afio de Tipo de
endocriada liberacion grano
B100 1993 Amarillo A partir de la cruza B85 x H99, y lowa-USA
dentado  luego retrocruza por H99. Seleccion
por pedigree dentro de la retrocruza.

Fondo genético Origen

ZN6 1959 Duro A partir de una poblacién colorada INTA
dura. Pergamino

LP662 1994 Anaranjado Familia P465. A partir de cultivares INTA
duro sintéticos. Pergamino

LP611 1995 Anaranjado Familia P465. A partir de cultivares INTA
duro sintéticos. Seleccién recurrente de  Pergamino

P465 x cultivares resistentes a roya.

LP561 1996 Colorado  Familia caribefia argentina. A partir INTA
duro de sintética R4PC. Pergamino

LP2 1999 Amarillo A partir de lineas caribefias x INTA

semidentado sintética dura argentina. Pergamino
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2.2.2. Manejo del cultivo y disefio experimental

Los experimentos a campo se llevaron a cabo en la Estacion Experimental
Pergamino del INTA, Argentina (33°56" S, 60°34" O), sobre un suelo Argiudol Tipico
durante 2002-2003 (Exp. 1), 2003-2004 (Exp. 2), 2013-2014 (Exp. 3), y 2014-2015
(Exp. 4). EI material genético usado incluyd todos los genotipos en los Exps. 3 y 4 (seis
lineas y 30 hibridos), pero la mitad en los Exps. 1y 2 (seis lineas y 12 hibridos). El
cultivo se sembrdé el 1-Nov, 9-Oct, 28-Oct y 27-Oct (Exps. 1, 2, 3, y 4,
respectivamente). Los tratamientos fueron una combinacion factorial de los dos grupos
genotipicos (i.e. lineas e hibridos) y dos niveles de N. Dichos niveles incluyeron un
control (NO) sin aplicacién de N, y una condicion de alto N (N1) fertilizado con 400
(Exps. 1y 2) y 200 kg N ha™ (Exps. 3 y 4), suministrados como urea en dos
aplicaciones iguales, a la siembra y en el estadio de 9 hojas liguladas (Vg; Ritchie et al.,
1992).

Se emple6 un disefio experimental de parcelas sub-divididas con tres repeticiones,
con la condicion de N en la parcela principal, el grupo genotipico en la subparcela, y los
genotipos individuales en la sub-subparcela (de aqui en adelante denominadas parcelas).
Cada parcela tuvo tres hileras, las cuales estaban distanciadas entre si a 0,7 my con una
longitud de 5,5 m. La densidad fue siempre de 7 plantas m™. Se aplicé riego para evitar
la ocurrencia de estrés hidrico, manteniendo los estratos superiores del perfil de suelo
(ca. 1 m) cerca de capacidad de campo durante la estacion de crecimiento. Los
experimentos se mantuvieron limpios de malezas, plagas y enfermedades. Los valores
diarios de radiacion solar global incidente, temperatura media del aire y lluvias se
obtuvieron a partir de una estacion meteorologica LI-COR 1200 (LI-COR) instalada en
el campo experimental. El tiempo térmico acumulado (TT, temperatura base 8°C) se
midio a partir de las temperaturas medias del aire diarias desde la siembra en adelante
(Ritchie y NeSmith, 1991).

2.2.3. Mediciones

Se marcaron cinco (Exps. 1y 2) o siete (Exps. 3 y 4) plantas sucesivas en la hilera
central de cada parcela en V3. Sobre dichas plantas se obtuvo (i) la fecha de antesis (al
menos una antera visible en la panoja) y silking (al menos un estigma visible en la
espiga apical); y (ii) la produccion de biomasa aérea por planta en V14 (ca. silking -15 d)
y Ry (ca. silking +15 d). Las plantas marcadas se cosecharon en madurez fisiologica (Re;
capa negra visible en los granos del centro de la espiga) para la obtencién del
rendimiento en grano por planta (RGP, en g planta™), nimero de granos por planta
(NGP), peso medio de los granos (PGy, cociente entre RGP y NGP, en mg grano™) y
biomasa de la planta a cosecha (g planta™), luego de secar el material en estufa a 70°C
hasta peso constante.

La biomasa aérea de cada planta marcada en V14 'y R se estimé mediante el uso de
modelos alométricos no destructivos basados en la relacion entre la biomasa de la planta
y las variables morfométricas (Vega et al., 2000; Borras y Otegui, 2001). Los modelos
alométricos se basaron en el volumen de tallo en V14 y Ry, y en el didmetro méaximo de
la espiga apical en R,. Las variables morfométricas que permitieron calcular el volumen
del tallo fueron la altura de la planta desde el nivel del suelo hasta la ligula visible méas
alta, y el diametro del tallo en la base de la planta (promedio del valor maximo y
minimo). Estas mediciones se realizaron en todas las plantas marcadas, y sobre 3-4
plantas adicionales por replica de cada combinacion genotipo x nivel de N, las cuales se
colectaron para la construccion de los modelos de cada genotipo. Todos los modelos
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fueron altamente significativos (P < 0,001), con valores de r? entre 0,86 y 0,99 para
biomasa aérea vegetativa, y entre 0,84 y 0,99 para biomasa de espiga.

Para cada planta marcada, la tasa de crecimiento por planta durante el periodo
critico (TCPpc) se calculé como el cociente entre la produccion de biomasa entre V4 y
R, y el intervalo de TT entre ambos estadios (Ec. 2.1).

TCPac (g pl °Cd™) = biomasa estimada en R, (mg pl™) - biomasa estimada en V14 (mg pl™) 2.1)
Peimgp TT en R, (°Cd) - TT en Vy, (°Cd) '

La tasa de crecimiento por planta por grano durante el periodo critico (TCPpc grano
1) se calculé como el cociente entre la TCPpc y el NGP (Ec. 2.2).

TCPpc (mg pl™ °Cd™)
NGP (granos pl™)

TCPpc grano™ (mg °Cd* grano™) = (2.2)

El crecimiento por planta durante el periodo de llenado efectivo (CPp.g) se calculd
como la biomasa producida entre R, y Rg (Ec. 2.3).

CPpLLe (g pI'™") = biomasa en Rg (g pl™*) — biomasa estimada en R, (g pI™) (2.3)

El crecimiento por planta por grano durante el periodo de llenado efectivo (CPpie
grano™) se calculd como el cociente entre el CPp. e y el NGP (Ec. 2.4).

CPpLie (Mg pl™)
NGP (granos pl™)

CPpy.e grano™ (mg grano™) = (2.4)

2.2.4. Analisis estadistico

Mediante un modelo lineal mixto se evaluaron los efectos fijos de los factores GG,
N, Exp. y sus interacciones usando el paquete nilme (version 3.1-131) en R 3.4.1 (R
Core Development Team, 2017):

Yijklm = u + a; + ﬂj(a,’) + Yk + AV + pijk + 6[ + a,-5, + ]/k5/ + a,ykd, + Tm(S,) + Eijklm

donde Yijum €s el valor del atributo correspondiente al i-ésimo Exp. (i = 4), j-ésimo
blogue (j = 3), k-ésimo nivel de N (k = 2), I-ésimo GG (I = 2), y m-ésimo genotipo (m =
18 en Exps. 1y 2, m = 36 en Exps. 3 y 4); 4 la media general; «; el efecto del Exp.;
Bi(ai) el efecto del bloque anidado en el Exp.; yx el efecto de la condicion de N; aiykes la
interaccion entre el Exp. y la condicion de N; pix el error de la parcela principal; o el
efecto del GG; «; ) es la interaccion entre el Exp. y el GG; y«d; es la interaccion entre la
condicion de N y el GG; aiyko es la interaccion entre el Exp., condicion de N y GG;
(o) es el efecto del genotipo anidado dentro del GG, y eijum €s el error aleatorio. Los
factores ai, yx y o1 son de efectos fijos, mientras que el resto de los factores son
aleatorios. Los componentes de la varianza se estimaron usando el procedimiento de
méaxima verosimilitud restringida (REML) implementado en nlme. El modelo mas
simple, considerando varianzas homogéneas para todos los factores principales y sus
interacciones, se comparé con modelos que consideran varianzas heterogéneas con el
fin de seleccionar el mas adecuado y parsimonioso. La eleccion del modelo se baso en
el criterio de bondad de ajuste del Akaike (AIC), en el cual mejor modelo es aquel que
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tiene el menor valor de AIC (Akaike, 1974). El supuesto de distribucién normal de los
residuales se cumplié para todos los atributos excepto para la TCPpc grano™, la cual se
transformé a log, para el anélisis. Para los tratamientos con efectos significativos, se
calcul6 la diferencia minima significativa entre medias mediante el test LSD al 5%. El
grado de asociacién entre los distintos caracteres ecofisiolégicos evaluados se determind
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (r) de cada combinacion GG x N,
usando el paquete ggraph (versién 1.4.4) en R 3.4.1 (R Core Development Team,
2017).

2.3. Resultados
2.3.1. Condiciones meteoroldgicas y disponibilidad de nitrégeno en el suelo

El contenido de N inorganico a la siembra varié entre experimentos (Cuadro 2.2).
Los niveles de nitratos a la siembra fueron similares en los Exps. 1y 4 (ca. 50 kg N ha’
1), menores en el Exp. 2 (23 kg N ha™), y mucho mas altos en el Exp. 3 (121 kg N ha™).
Las condiciones climéaticas también variaron entre estaciones de crecimiento (Cuadro
2.2). En general, la radiacion incidente promedio de todo el ciclo fue similar en los
Exps. 1y 2, aunque en el Exp. 2 fue levemente superior. Por su parte, los Exps. 3y 4
expresaron una caida del 21 y 12% en relacion al maximo registrado en el Exp. 2,
respectivamente. Estas caidas se acentuaron durante el periodo critico en el Exp. 4 (-22
%) y durante el llenado efectivo en el Exp. 3 (-30%). Asimismo, el Exp. 3 sufrid la
mayor disminucién en los niveles de radiacion solar entre ambas fases reproductivas (-
35%). Por el contrario, el Exp. 2 tuvo la menor diferencia entre ambas fases (-8%), y fue
seguido por el Exp. 4 (-6%) y Exp. 1 (-17%).

Respecto de las temperaturas, las diferencias entre experimentos fueron menores
tanto en las medias diarias (s6lo 5% entre el méas calido Exp. 3 y el méas fresco Exp. 2)
como en las maximas medias (9% entre los Exps. 1 y 4). Sin embargo, algunos valores
merecen particular atencion: (i) el periodo critico mas fresco de los Exps. 2 y 4 respecto
del promedio de todos los experimentos, tanto en la temperatura media diaria (-8 y -
10%, respectivamente) como en la maxima media (-10 y -16%, respectivamente); (ii) el
llenado efectivo mas fresco del Exp. 3 (-8 y 15% en la temperatura media y maxima,
respectivamente); y (iii) las altas temperaturas registradas en el Exp. 1 (temperaturas
maximas > 30°C durante todo el ciclo y en particular en las fases evaluadas).
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Cuadro 2.2. Valores del analisis de suelo a la siembra del estrato superior (0,4 m) del perfil, y
datos climéticos promedio del periodo entre emergencia y madurez fisiologica (E-MF), periodo
critico para la fijacion de granos (PC), y periodo de llenado efectivo (PLLE). Los datos
corresponden a experimentos desarrollados durante el 2002-03 (Exp. 1), 2003-04 (Exp. 2),
2013-14 (Exp. 3), y 2014-15 (Exp. 4). El valor més alto de cada variable esta en negrita.

Contenido en el Suelo Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
NOs-N (kg N ha™) 0-40 cm 55 23 121 48
Materia Organica (g 100 g*) 0-40 cm 2,2 2,3 2,3 2,0
N total (g 100 g™ 0-40 cm 0,108 0,118 0,117 0,105
Datos Climaticos
Temperatura Media (°C) E-MF 22,2 20,8 22,3 21,1
PC 24,1 22,2 23,8 21,8
PLLE 22,0 21,6 21,0 21,1
Temperatura Méaxima E-MF 30,4 28,2 28,7 27,5
Media (°C) PC 32,7 29,3 30,7 27,5
PLLE 29,9 28,8 25,5 27,3
Radiacion Solar E-MF 23,1 24,0 18,9 21,1
Incidente Media (MJ m™) PC 24,7 26,0 25,6 22,5
PLLE 20,4 24,0 16,8 21,1

2.3.2. Crecimiento de la planta, relacion fuente-destino y componentes del
rendimiento

A partir del andlisis del modelo mixto se detecté un claro (P < 0,001) efecto del
experimento (E) para todos los atributos evaluados, el cual puede atribuirse en gran
parte a las diferencias entre experimentos en las condiciones climaticas exploradas y en
el contenido de N inicial del suelo (Cuadro 2.2). Asimismo, los efectos del N y GG
fueron significativos (P < 0,001) para la mayoria de los atributos, excepto para la
relacién fuente-destino del periodo critico (i.e. TCPpc grano™). A pesar de la
significancia de los efectos principales E, N y GG, los mismos expresaron interacciones
ExN, EXGG, NxGG, y/o EXNxGG significativas (P < 0,05; Cuadro 2.3).
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Cuadro 2.3. Mitad superior: valores medios * error estandar de los factores de efectos fijos experimento (E), nitrégeno (N) y grupo genotipico (GG).
Mitad inferior: andlisis de varianza. Los datos corresponden a experimentos desarrollados durante el 2002-03 (Exp. 1), 2003-04 (Exp. 2), 2013-14 (Exp.
3), y 2014-15 (Exp. 4).

Fuente de oF TCPpc CPpLie  TCPpcgrano™  CPpiegrano™ NGP PG RGP
variacion (mg pl™* °Cd™) (@pl)  (mg°Cd'grano®) _ (mggrano™) (eI (mg grano™) (@pl™)
E Exp.1l 165+£5,5 66*3,1 0,61+0,013 213+£6,8 297+£9,6 223+25 69+2,3
Exp. 2 236+6,1 66*3,1 0,670,014 173+6,8 361+9,6 22325 83+2,2
Exp. 3 179+£5,8 71+2,9 0,48+0,013 187+6,5 390+9,3 221+2.3 8422
Exp. 4 203+5,9 81+£3,0 0,61+0,013 232+6,6 343+9,4 23224 82+25
N NO 162 + 3,8 51+1,7 0,59+0,010 179+4.9 294+7.6 212+1,7 62+1,7
N1 229+4.0 91+2,0 0,59+0,010 224+49 40275 238+1,7 97+1,7
GG H 231+3,2 93+1,6 0,59+0,008 225+ 3,5 40551 252+1,0 103+1,2
L 160+5,5 49+24 0,60+0,012 178+7,3 291+12 198+2,2 56+2,0
E 3 kb *kk *Axd Kk Kk Kk Kk
N 1 o o ns o o e sk
GG 1 ok ok ns o o xox xox
ExN 3 ok ok ns x%(23) x%(33) xx%(10) ok
E x GG 3 ok ok * *%(22) Ns *%(10) ns
N x GG 1 ok ok ns xx(19) x%(28) % (8) ek
ExNxGG 3 **%(22)° **(12) *(0,16) ns Ns ns **%(9)

3CPpy £: crecimiento por planta durante el periodo de llenado efectivo; gl: grados de libertad; H: hibridos; L: lineas; NO: control, sin agregado de
N; N1: fertilizado con 400 (Exps. 1y 2) y 200 kg N ha™ (Exps. 3 y 4); NGP: niimero de granos por planta; PG: peso de grano; RGP: rendimiento
en grano por planta; TCPpc: tasa de crecimiento por planta durante el periodo critico.

D ek dekx representa valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente. ns: no significativo.

“NUmeros en parentésis representan la diferencia minima significativa (DMS) del test LSD de Fisher para las medias con P < 0,05.

dAnalisis de la varianza basado en los datos transformados a log, de la TCPpc grano‘l.
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En casi todos los atributos, los valores promedio fueron mayores en N1 que en NO (P <
0,001), excepto en la TCPpc grano™ (Cuadro 2.3). Cuando se compararon ambos grupos
de genotipos, los hibridos superaron a las lineas no solo en sus valores promedio para
los distintos atributos, sino también en la magnitud de la respuesta al aumento en la
oferta de N (% Cambio en Cuadro 2.4). Este patron de respuesta se sostuvo a lo largo de
todos los experimentos, y la Gnica excepcion fue la TCPpc grano™, para la cual no se
detect6 una tendencia clara. Para el promedio de todos los atributos, los Exps. 1 y 3
tuvieron el mayor (65% para hibridos y 34% para lineas) y el menor (14% para hibridos
y 2% para lineas) grado de respuesta a la disponibilidad de N, respectivamente (Cuadro
2.4).



21

Cuadro 2.4. Valores medios de los atributos evaluados en hibridos (H) y lineas endocriadas (L) creciendo bajo dos condiciones de
nitrogeno (NO y N1). Porcentaje de cambio (% Cambio) expresado como relativo a NO. Los datos corresponden a experimentos
llevados a cabo durante el 2002-03 (Exp. 1), 2003-04 (Exp. 2), 2013-14 (Exp. 3) y 2014-15 (Exp. 4). Para cada atributo, el valor mas
alto de % Cambio de cada combinacion Experimento x Grupo Genotipico esta en negrita.

Atributo Grupo Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
Genotipico NO N1 % Cambio NO N1 % Cambio NO N1 % Cambio NO N1 % Cambio

TCPy’ H 152 261 72*** 217 333 53** 198 215 9™ 180 315 75***
(mg pI™* °Cd™) L 112 145 29*** 185 217 17** 138 165 20* 126 191 52***
CPpLie H 53 127 140*** 52 133 156™* 77 104 35* 64 133 108***
(gpl™) L 30 55 83" 30 48 60™* 54 48 -11ns 49 78 59™**
TCPpcgrano™ H 0,58 0,58 ONs 0,67 0,69  3ns 0,48 0,46 -4ns 06 064 7
(mg °Cd* grano™) L 0,69 0,58 -16Ns 0,67 0,66 -1ns 0,47 0,52 11ns 0,57 061 7ns
CPpiiegrano™ H 192 280 46™** 157 278 777 185 223 21*** 205 264 29™**
(mg grano™) L 164 207 26Ns 110 138 25* 186 155 -17ns 217 237 9ns
NGP H 276 457 66™* 335 484 447 420 471 12** 310 504 63***
(pI™) L 186 278 49™* 288 347 20™* 316 353 12ns 232 332 43*
PG H 224 279 25™* 225 286 27 234 250 7 236 281 19***
(mg grano™) L 186 202  9Ns 184 199 8~ 204 194 -5ns 200 211  6ns
RGP H 62 127 105*** 75 138 84™* 97 116 20™** 73 141 94**
(g pl™) L 35 56 60** 52 69 33* 61 63  3ns 45 69 52**

%CPp.e: Crecimiento por planta durante el periodo de llenado efectivo; NO: control, sin agregado de N; N1: fertilizado con 400 (Exps. 1y 2) y 200 kg N ha™
(Exps. 3y 4); NGP: nimero de granos por planta; PG: peso de grano; RGP: rendimiento en grano por planta; TCPpc: tasa de crecimiento por planta durante el
Eeriodo critico.

*, ** *** representa valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente. ns: no significativo.
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En funcion de la respuesta a la condicion de N a lo largo de los grupos genotipicos
y experimentos, los atributos se agruparon en (i) aquellos relacionados con la
produccion de biomasa (TCPpc ¥ CPpg) Y rendimiento en grano (NGP, RGP), los
cuales aumentaron en N1 (P < 0,01, Cuadro 2.4) en ambos grupos genotipicos; (ii)
aquellos asociados con la relacién fuente-destino del llenado efectivo (CPp e grano™) y
el PG, los cuales aumentaron en N1 s6lo en los hibridos (excepto por un modesto
aumento en las lineas en el Exp. 2, Cuadro 2.4); y (iii) aquel relacionado con la relacion
fuente-destino en floracion (TCPpc grano™), el cual casi no varié con el nivel de N (s6lo
en los hibridos en el Exp. 4, Cuadro 2.4). Para el primer grupo de caracteres, el CPp_ g
tuvo, en promedio, la mayor respuesta al aumento en el nivel de N (110% para hibridos
y 48% para lineas), y fue seguido por el RGP (76% para hibridos y 37% para lineas).
Fue notable la respuesta de similar magnitud para la TCPpc y el NGP tanto en hibridos
(52 y 46%, respectivamente) como en lineas (30 y 31%, respectivamente). Esto respalda
la ausencia de variacion entre niveles de N detectada para la TCPpc grano™. A su vez,
resulta destacable que el efecto del nivel de N (P < 0,001) para los caracteres del
segundo grupo se detectd s6lo en los hibridos. Para este grupo, la respuesta promedio al
aumento en la disponibilidad de N fue sustancialmente mayor en el CPp. e grano™
(43%) que en el PG (19%).

2.3.3. Relaciones fuente-destino y determinacion del peso de grano en
respuesta a la disponibilidad de nitrogeno

Los cambios en el PG estuvieron principalmente asociados a las variaciones en el
CPpLLe grano™ en ambos grupos genotipicos (Fig. 2.1). Sin embargo, los modelos bi-
lineales ajustados difirieron (P < 0,001) entre hibridos (r* = 0,64; P < 0,001; Fig. 2.1A)
y lineas (r* = 0,50; P < 0,001; Fig. 2.1B). El aumento de PG por unidad de incremento
en el CPp e grano™ (i.e. pendiente de la funcion de ajuste) fue casi igual (P > 0,05) en
ambos grupos de genotipos (0,46 — 0,47; Fig. 2.1). Sin embargo, el umbral de CPp ¢
grano™ donde se alcanza el maximo PG fue mucho mayor en los hibridos (299 mg
grano™; Fig. 2.1A) que en las lineas (176 mg grano™; Fig. 2.1B). Los hibridos también
superaron a las lineas en el maximo PG estimado por el modelo (287 vs. 210 mg).
Dicho valor estuvo apenas por debajo (hibridos, Fig. 2.1A) o por encima (lineas, Fig.
2.1B) de la relacion 1:1. Asimismo, el efecto de la disponibilidad de N sobre la relacion
mencionada difirié entre ambos grupos genotipicos. En los hibridos, el aumento en el
nivel de N causd (i) un incremento en el CPp. e grano™, con el consiguiente aumento en
el PG (Fig. 2.1A; Cuadro 3), y (ii) una proporcién considerable de exceso en la fuente
(30% de los puntos por debajo de la relacion 1:1) respecto del tratamiento NO (96% de
los puntos por encima de la relacion 1:1). En las lineas, si bien la pendiente inicial del
modelo no difirié de la de los hibridos, todos los deméas parametros (ordenada, punto de
corte y maximo PG) fueron menores que los estimados para los hibridos (Fig. 2.1).
Ademas, no se detectd una tendencia clara (i.e. no existié agrupamiento diferencial de
puntos) en la respuesta a la disponibilidad de N para las lineas (Fig. 2.1B; Cuadro 2.4).
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Figura 2.1. Respuesta del peso de grano (PG) al crecimiento por planta por grano durante el
periodo de llenado efectivo (CPp. e grano™) en (A) hibridos (n = 168), y (B) lineas (n = 48). Los
genotipos se cultivaron durante cuatro afios y bajo dos condiciones de N. Los simbolos
representan niveles de N (llenos para N1 y vacios para NO). Para cada grupo genotipico se
ajustd (P < 0,001) un modelo bi-lineal con plateau (linea entrecortada). Las diferencias en el
tamafio de los simbolos corresponden al nimero de granos por planta (NGP), representado en
tres grupos de valores (tamafio de los simbolos). El rango de NGP oscilé entre (A) 216 y 621
granos pl™?, y (B) 101 y 480 granos pl™. La linea punteada representa la relacion 1:1.

Como resultado del efecto diferencial del tratamiento de N sobre ambos grupos
genotipicos para la asociacion entre el PG y el CPp. e grano™ (Fig. 2.1), la respuesta del
cambio relativo en el PG por unidad de cambio relativo en el CPp, e grano™ (Fig. 2.2)
fue notablemente (P < 0,05) mayor en los hibridos que en las lineas (pendiente de los
ajustes: 0,37 vs. 0,22). Adicionalmente, el rango de valores relativos negativos del
CPpLLe grano™ explorado por las lineas (ca. 40%) fue mucho menor que el de los
hibridos (ca. 70%) (Fig. 2.2). La disminucion relativa promedio de ambos atributos fue
ca. tres veces mayor en los hibridos (-24% para CPp, e grano™ y -14% para PG) que en
las lineas (-8% para CPp e grano™y -4% para PG).
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Figura 2.2. Relacion entre el cambio relativo del peso de grano (PG) y el cambio relativo del
crecimiento por planta por grano durante el periodo de llenado efectivo (CPp. e grano™), ambos
calculados como la diferencia relativa entre ambos niveles de nitrogeno, i.e. (NO-N1)/N1. Un
modelo lineal (linea azul) y uno bi-lineal con plateau (linea naranja) ajusté el conjunto de datos
de los hibridos (n = 84; P < 0,001) y de las lineas (n = 24; P < 0,05), respectivamente.

Cuando se analizé la relacion entre el PG y la TCPpc grano™, para los hibridos se
ajustaron dos modelos distintos dependiendo de la condicion de N (Fig. 2.3A). Los
hibridos exploraron una TCPpc grano™ similar en ambos niveles de N, pero expresaron
un mayor PG en la condicion N1. En consecuencia, se ajustaron dos modelos
independientes para describir las diferencias entre condiciones de N de manera
adecuada, uno bi-lineal con plateau para el nivel N1 y uno lineal para el nivel NO (Fig.
2.3A). Asimismo, el ajuste fue mucho mas robusto para el nivel N1 (r* = 0,61; P <
0,001) que para NO (r?= 0,09; P < 0,01). En el caso de las lineas, la relacion entre el PG
y la TCPpc grano™ fue sélo significativa en N1 (r* = 0,34; P < 0,01) y, al igual que en
los hibridos, se ajusté un modelo bi-lineal con plateau (Fig. 2.3B). Sin embargo, todos
los parametros de dicho modelo difirieron notablemente entre grupos genotipicos. En
este sentido, las lineas presentaron con respecto a los hibridos (i) la menor TCPpc grano’
! donde se alcanza el maximo PG (0,51 vs. 0,67 mg °Cd™ grano™), (ii) el menor PG
méaximo estimado por el modelo (208 vs. 290 mg), (iii) la menor ordenada al origen (37
vs. 164 mg), la cual representa el minimo PG alcanzable, y (iv) la mayor pendiente
inicial (335 vs. 189°Cd).
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Figura 2.3. Respuesta del peso de grano (PG) a la tasa de crecimiento por planta por grano
durante el perfodo critico (TCPsc grano™) en (A) hibridos (n = 168), y (B) lineas (n = 48). Los
genotipos se cultivaron durante cuatro afios y bajo dos condiciones de N. Un modelo bi-lineal
con plateau ajust6 el conjunto de datos en N1 para los hibridos (linea azul entrecortada; P <
0,001) y las lineas (linea naranja entrecortada; P < 0,01). Un modelo lineal (linea celeste
entrecortada) ajusto el conjunto de datos en NO s6lo para los hibridos. Los simbolos tienen la
misma descripcion que en la Fig. 2.1.

2.3.4. Asociaciones entre atributos bajo distintos niveles de nitrogeno

Las correlaciones entre los caracteres evaluados difirieron sustancialmente
dependiendo del grupo genotipico y de la condicion de N (Fig. 2.4). Para los hibridos en
la condicion N1 (Fig. 2.4B), el PG estuvo fuertemente asociado con la TCPpc grano™ (r
= 0,75; P < 0,001) al igual que con el CPp_e grano™, TCPpc y CPp.e (r ~ 0,60; P <
0,001); mientras que en NO (Fig. 2.4A) s6lo se asocié fuertemente con el CPp, ¢ grano™
(r =0,60; P <0,001). Resulta relevante la correlacion robusta entre la TCPpc y TCPpc
grano™ (r = 0,86; P < 0,001), asi como entre el CPp_ e Y CPpLLe grano™ (r = 0,81; P <
0,001), ambas detectadas en N1 (Fig. 2.4B). Para dicho nivel de N, ambas relaciones
fuente-destino (TCPpc grano™ y CPp e grano™) se asociaron positivamente (r = 0,36; P
< 0,001).

En el caso de las lineas, el PG se relacion6 sobre todo (r > 0,6; P < 0,001) con el
CPpLie YV el CPpLie grano™, més alla del nivel de N explorado (Fig. 2.4C y 2.4D).
Asimismo, el PG se asocié levemente con la TCPpc grano™, pero sélo en N1 (Fig.
2.4D). Al igual que lo observado previamente para los hibridos, ambas relaciones
fuente-destino se asociaron positivamente (r = 0,45; P < 0,001) para las lineas en la
condicion de alto N.

Las correlaciones negativas detectadas en NO (Fig. 2.4A y 2.4C) incluyeron los
mismos atributos en ambos grupos genotipicos, siendo las observadas entre (i) el NGP y
ambas relaciones fuente-destino, (i) la TCPpc grano™y el CPpyg, Y (iii) la TCPpc y el
CPpLLe grano™. Sin embargo, las correlaciones que involucraron a la TCPpc grano™
fueron mas fuertes (entre -0,51 y -0,71) que las que incluyeron el CPp, ¢ grano™ (entre -
0,39 y -0,5) (Fig. 24A y 2.4C). A diferencia de lo observado en NO, todas las



26

correlaciones negativas entre los atributos desaparecieron en N1 en los hibridos (Fig.
2.4B), mientras que algunas permanecieron en las lineas (Fig. 2.4D), como las
observadas entre las relaciones fuente-destino y el NGP.
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Figura 2.4. Correlacion fenotipica (r) entre los atributos fisiologicos evaluados para cada
combinacion Grupo Genotipico x Nivel de N. Las lineas sélidas y entrecortadas indican
correlaciones positivas y negativas, respectivamente. La tonalidad y el ancho de las lineas
corresponden a la escala relativa a la correlacion mas robusta del gréafico. Correlaciones
menores a 0,30 o no significativas (P > 0,05) no se muestran. CPp g: crecimiento por planta
durante el periodo de llenado efectivo; NGP: nimero de granos por planta; PG: peso de grano;
TCPsc: tasa de crecimiento por planta durante el periodo critico.

2.4. Discusién

2.4.1. Produccion de biomasa, relacion fuente-destino y peso de grano en
respuesta a la disponibilidad de nitrégeno

El PG en maiz se asocié principalmente con el CPp_ e grano™, y el efecto del nivel
de N sobre el PG estuvo mediado por los cambios en dicha relacién fuente-destino, con
diferencias notorias entre los grupos genotipicos en sus patrones de respuesta (Fig. 2.1).
Estos resultados respaldan nuestra hipotesis de trabajo asi como los resultados de
estudios previos, en los cuales el PG se asoci6 con la disponibilidad de asimilados por
grano durante el periodo de llenado efectivo (Maddonni et al., 1998; Borras y Otegui,
2001; D"Andrea et al., 2016). Por el contrario, la TCPpc grano™ casi no varié con el
cambio en la oferta de N.

La ausencia de cambio de la TCPpc grano™ entre niveles de N fue el resultado de la
respuesta similar entre sus componentes (la TCPpc y el NGP) a la disponibilidad de N
(Cuadros 2.3 y 2.4). El efecto negativo del déficit de N sobre el crecimiento vegetativo,
i.e. menor tamafio del canopeo, y por consiguiente menor produccién de biomasa en
pre-silking, es ampliamente conocido. EI mismo resulta en una disminucién de la TCPpc
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y, por lo tanto, en una menor fijacién de granos, lo que afecta negativamente el NGP
(Uhart y Andrade, 1995b; Below et al, 2000; Monneveux et al., 2005; Lemaire et al.,
2008). En consecuencia, el rango de TCPpc grano™ explorado fue similar en ambos
niveles de N (Fig. 2.3), lo que sugiere que las variaciones en el PG final en respuesta a
la disponibilidad de N no estuvieron asociadas a cambios en el PG potencial, el cual
queda definido temprano en el llenado del grano. Sin embargo, trabajos previos indican
que (i) las variaciones genotipicas y ambientales en el PG final dependen de la TCPpc
grano™ (Borras y Wetsgate, 2006; Gambin et al., 2006; 2008; Tamagno et al., 2015); y
(ii) el PG potencial aumenta con la mejora en la condicion de N, ya que el maximo
contenido de agua en el grano (el cual se asocia con el PG potencial; Borrés et al., 2003)
fue mayor con alto nivel de N (Melchiori y Caviglia, 2008). Nuestros resultados
concuerdan parcialmente con estos estudios, pues la relacién entre el PG y la TCPpc
grano™ fue consistente sdlo en N1 (Fig. 2.3 y 2.4B). Para dicho nivel de N, el periodo de
Ilenado efectivo probablemente estuvo sujeto a una condicion de saturacion/exceso en la
oferta de asimilados hacia los granos en crecimiento, lo que pudo haber permitido
alcanzar el PG potencial (Borras et al., 2004) definido previamente. Aun asi, el PG y la
TCPpc grano™ también estuvieron relacionados bajo NO, pero débilmente; en cambio, el
PG continué asociado de manera robusta con el CPp_ e grano™ en esta condicién (Figs.
2.4Ay 2.4C).

El efecto de la disponibilidad de N sobre la respuesta del PG a las relaciones
fuente-destino de la etapa reproductiva permite considerar dos escenarios. EIl primero se
refiere a sistemas de produccion con alta oferta de N, donde el PG final esta
determinado tanto por las condiciones de crecimiento experimentadas durante el periodo
critico como por aquellas imperantes durante el periodo de llenado efectivo. El periodo
critico representa la fase de “generacion del potencial”, mientras que el llenado efectivo
se refiere a la fase de “realizacion” de ese potencial. Asi, el PG potencial queda definido
en la primera fase y no puede ser mejorado durante la fase subsiguiente (Fig. 2.4B). El
segundo escenario se aplica a condiciones de baja oferta de N, donde el PG final no
refleja el potencial definido tempranamente, el cual se espera sea equivalente al fijado
con alto N dada la similar TCPpc grano™ observada en ambos niveles de N. Como
resultado, se espera ocurra un desacople entre ambas relaciones fuente-destino (i.e. la
del periodo critico y la del llenado efectivo) conforme el déficit de N se intensifica con
el progreso en el ciclo del cultivo. En consecuencia, el PG potencial definido durante la
fase lag no se alcanza a madurez (Borras et al., 2004).

En condiciones no limitantes, frecuentes en la mayoria de las areas templadas de
produccién de maiz, es poco usual que exista una desconexion entre ambas fases del
llenado (i.e. fase lag y periodo de llenado efectivo). Asi, el PG final refleja el potencial
definido en la primera fase. En cambio, el aumento de los efectos negativos del déficit
de N durante el llenado activo del grano, a través de la caida en la duracion del area
foliar (Triboi y Triboi-Blondel, 2002; He et al., 2005), explicaria el desacople entre
ambas fases del llenado. Esto resultd evidente en la gran disminucion del CPp g
observado en NO (Cuadros 2.3 y 2.4). En este contexto, el PG final estd menos afectado
por la TCPpc grano® y més condicionado por las restricciones ambientales
experimentadas durante el llenado efectivo, en contraposicion con estudios previos en
condiciones potenciales (Gambin et al., 2006). Un escenario equivalente al observado
en NO es el que prevalece en los sistemas de bajos insumos basados en agricultura de
subsistencia (Banziger y Lafitte, 1997), al igual que en muchos ambientes tropicales con
suelos pobres nutricionalmente (e.g. regosoles del noroeste de Argentina) u oxisoles
(e.g. latosoles de la selva tropical en Brazil), en los cuales el N del suelo se lixivia
facilmente durante la estacion de lluvias (Melgar et al., 1992). Sin embargo, el
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desacople entre ambas fases también puede ocurrir durante siembras tardias en latitudes
intermedias (Bonelli et al., 2016), asi como en muchos sistemas en altas latitudes
(Kiniry y Otegui, 2000), debido al deterioro en los niveles de radiacién solar incidente
durante la fase de “realizacion” del PG potencial.

2.4.2. Respuesta de los hibridos y las lineas a la disponibilidad de nitrégeno

La superioridad de los hibridos en comparacion con sus lineas parentales se observo
en todos los atributos evaluados, no sé6lo en ambos niveles de N sino también en el
grado de respuesta al incremento en la oferta de N (Cuadro 2.4). Como resultado, se
detectaron interacciones GGxN y GGxNXxE significativas para la mayoria de los
atributos, lo que revela el efecto diferencial de las condiciones ambientales, y en
particular de la oferta de N, en ambos grupos genotipicos. Estos resultados concuerdan
con hallazgos previos en maiz, donde se observan diferencias entre la progenie F; y sus
lineas parentales en sus respuestas a la disponibilidad de N para rendimiento en grano
(Betran et al., 2003b; Zaidi et al., 2003) y sus determinantes fisioldgicos relacionados
con el tamario del canopeo, intercepcion de luz y produccion de materia seca (D" Andrea
et al., 2009; Munaro et al., 2011a).

Respecto de las relaciones fuente-destino, la TCPpc grano™ de ambos grupos
genotipicos fue similar, pero el CPp e grano™ de los hibridos fue mucho mayor
(Cuadros 2.3y 2.4). La constancia en la TCPpc grano™ bajo distintos niveles de N fue el
resultado del mismo grado de variacion en los rasgos que la determinan (i.e. de la
TCPpc y del NGP) en respuesta a la disponibilidad de N mas alla del genotipo (Andrade
et al., 2002; D"Andrea et al., 2009), dando lugar a la relativa estabilidad del cociente
TCPpc—NGP (Sadras, 2007). Por el contrario, las variaciones en el CPp_ g grano™
estuvieron asociadas sobre todo con su respuesta a la disponibilidad de N, la cual fue
alta en los hibridos pero no en las lineas. Esto se condice con el mayor incremento del
CPpLe de los hibridos respecto a sus lineas parentales en N1 (Cuadro 2.4). Este patron
coincide con hallazgos previos, en donde se observan diferencias notorias en el
comportamiento de hibridos y lineas para produccion de materia seca bajo
disponibilidad de N contrastante, sobre todo durante el periodo post-floracion
(D”Andrea et al., 2009; Munaro et al., 2011a).

A diferencia de lo encontrado en los hibridos, no existiria una relacion causa-efecto
entre el CPp e grano™ y el PG en las lineas. El patron de respuesta observado entre
ambos atributos respaldarfa esta presuncion. Asi, los menores CPp_ e grano™ y PG de
las lineas en relacion a los hibridos indicarian que la menor disponibilidad de asimilados
por grano estaria limitando el PG final de las lineas. Si asi fuese, la relacion entre el PG
y el CPp.e grano™ tenderia a ser lineal, ya que los valores de fuente por grano serfan
menores gque los necesarios para maximizar el PG. Sin embargo, la relacién obtenida fue
de tipo bi-lineal con plateau (Fig. 2.1B). Ademas, el valor umbral de CPp e grano™ por
encima del cual el PG no siguié aumentando fue mucho méas bajo en las lineas que en
los hibridos (176 vs. 299 mg grano™). En consecuencia, el rango de respuesta del PG al
cambio en el CPp e grano™ fue mucho mas acotado en ellas y sin una clara tendencia
en la respuesta de ambos atributos a la disponibilidad de N. Asimismo, el grado de
disminucién del CPp e grano™ relativo y la consecuente respuesta del PG relativo
fueron considerablemente menores en las lineas que en los hibridos (Fig. 2.2) y ain mas
bajas que las referidas en la literatura, tanto en hibridos (Borras et al., 2004) como en
lineas de distinto tipo de grano (Severini et al., 2011). Las diferencias en relacion a estos
trabajos pueden atribuirse a la naturaleza del estrés aplicado (i.e. tiempo, duracion e
intensidad), la cual es muy distinta entre una restriccion progresiva como la producida
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por el deficit de N y un estrés impuesto de manera dréstica como un sombreo o
defoliacion.

La respuesta del PG de las lineas al CPp_.e grano™ result6 llamativa en dos aspectos
adicionales. En primer lugar, a pesar de la misma pendiente de la funcion bi-lineal
ajustada para ambos grupos genotipicos, el PG de las lineas fue siempre menor que el de
los hibridos en cualquier valor de CPp_ e grano™ < al punto de corte que marca el inicio
del plateau, correspondiente al PG méximo (Fig. 2.1). Dicha respuesta indica una mayor
capacidad de los hibridos en el uso de las reservas destinadas a los granos, y/o una
capacidad reducida de almacenamiento de las reservas en las lineas. Esto ultimo se
deberia al reducido tamafio de planta de las lineas (D" Andrea et al., 2009; Munaro et al.,
2011a), como resultado del efecto de la depresién por endogamia sobre el crecimiento
(Duvick, 2005). En segundo lugar, el bajo valor de relacion-fuente destino al cual las
lineas alcanzan el maximo PG sugiere que el CPp e grano™ no estaria limitando el PG
(como fue comentado en el parrafo anterior), y/o que existe una restriccién intrinseca
asociada a la fase de definicién del PG potencial. De nuevo, el efecto negativo de la
depresion por endocria parece ser el responsable de la respuesta observada en las lineas.
Un fendmeno que limita el crecimiento vegetativo podria estar afectando el tamafio de
la semilla en forma directa, restringiendo la expansion de la semilla. Si esta suposicion
resultara correcta, una caracteristica intrinseca de las lineas como es la depresion por
endogamia podria tener fuertes implicancias en el entendimiento de las diferencias entre
genotipos en la determinacién del PG. Por lo tanto, a pesar de que la TCPpc grano™ fue
similar en ambos grupos, la reducida capacidad de expansion de los tejidos en las lineas
pudo haber resultado en un bajo PG potencial. Dicha condicidn intrinseca reduciria el
impacto de la TCPpc grano™ sobre la determinacion del PG potencial, mas alla de la
condicion de N explorada. No obstante, el PG final de las lineas estuvo fuertemente
relacionado con el CPp e grano™ (Figs. 2.4C y 2.4D), a pesar las probables
restricciones per se para el incremento en el PG potencial.

Es importante remarcar que ambas suposiciones hechas previamente deben tomarse
con recaudo, las cuales indican (i) la ausencia de efecto del nivel de N sobre el PG
potencial, y (ii) el efecto de la depresién por endogamia sobre la expansion de la
semilla. La primera suposicién se basa en los valores de TCPpc grano™, los cuales
fueron similares en ambas condiciones de N. Sin embargo, no se estimaron directamente
atributos de la semilla como la tasa de crecimiento del grano o el maximo contenido de
agua, los cuales estan fuertemente relacionados con su tamafio potencial (Borréas et al.,
2003; Borras y Westgate, 2006; Borras y Gambin, 2010). Asi, Melchiori y Caviglia
(2008) detectaron efectos del N sobre el PG potencial a través de cambios en dichos
atributos (i.e. la tasa de crecimiento del grano y su maximo contenido de agua). La
segunda presuncion se basé en la débil asociacion PG — TCPpc grano™ observada para
las lineas, incluso en la condicion de alto N. En este caso, no se hicieron mediciones
directas en los granos a nivel de célula o tejido (e.g. recuento de células
endospermaticas, desarrollo del pericaripio), las cuales podrian haber contribuido a
explicar de manera mas robusta los efectos de la depresion por endogamia sobre la
expansion de la semilla. En este sentido, nuevos trabajos seran necesarios para evaluar
este marco conceptual con mayor nivel de precision, haciendo foco sobre mediciones
mas detalladas, como las mencionadas previamente.

2.5. Conclusiones

Los resultados obtenidos respaldaron nuestra hipétesis de trabajo, ya que en
condiciones contrastantes de disponibilidad de N, las diferencias en el PG estuvieron
asociadas a cambios en el CPp e grano™ pero no a cambios en la TCPpc grano™. El
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crecimiento en post-floracion fue el principal responsable de la respuesta del CPpi g
grano™ al nivel de N. Por el contrario, el efecto de la TCPpc grano™ sobre el PG fue
evidente sdlo con alta disponibilidad de N. El desacople entre ambas relaciones fuente-
destino bajo déficit de N, como resultado de la caida del crecimiento en post-floracion,
serfa el responsable de la falta de respuesta del PG a la TCPpc grano™. No obstante,
dichas respuestas fueron evidentes sélo en los hibridos. En las lineas, no se detecté un
efecto claro de la condicién de N sobre el PG y el CPp e grano™ (a pesar de la
asociacion robusta entre ambos), y la relacion entre el PG y la TCPpc grano™ resulté
débil, aun con nivel de N alto. Estos resultados contribuyen a comprender las
diferencias genotipicas en la respuesta del PG a los cambios en la oferta de N, y deben
ser considerados a los fines del mejoramiento sobre el aumento del PG, ya que los
atributos fisioldgicos responsables de un PG superior en los hibridos (en particular con
alta provision de N) no son los mismos que en las lineas.



CAPITULO 3

“Efectos génicos del peso de grano y relaciones fuente-destino
en maiz en ambientes contrastantes en nitrogeno”
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3.1. Introducciéon

La existencia de variabilidad genética es uno de los aspectos mas importantes para
considerar la inclusion de un rasgo en el proceso de mejora (Austin, 1993). Dicha
variabilidad estd compuesta por efectos génicos de naturaleza aditiva y no aditiva, por lo
que también resulta importante la preponderancia relativa de cada uno de ellos. Los
efectos aditivos constituyen la porcion predecible de los efectos genéticos y, por lo
tanto, son los mas usados en el proceso de seleccion (Cooper et al., 2009). El analisis
dialélico permite cuantificar la magnitud de los efectos génicos, particionando el valor
del hibrido en términos de aptitud combinatoria general (ACG) y especifica (ACE)
(Sprague y Tatum, 1942) segin los efectos sean de tipo aditivo o no aditivo (i.e.
dominancia), respectivamente. Tanto la magnitud como la naturaleza de los efectos
génicos, estimados a partir de datos fenotipicos, no son constantes a través de
ambientes, por lo que resulta conveniente que el analisis dialélico sea llevado a cabo en
mas de una condicién ambiental, con el fin de obtener estimaciones confiables de dichos
efectos. En este sentido, son inexistentes los estudios basados en disefios dialélicos bajo
condiciones contrastantes de disponibilidad de N que evalten tanto a los determinantes
fisiologicos del PG como a los atributos de crecimiento de la planta y relacion fuente-
destino durante del periodo reproductivo.

El PG, al igual que sus dos determinantes principales (i.e. TCG y DLLG), presentan
valores medios a altos de heredabilidad, destacandose la heredabilidad para MCAG, PG
y TCG (Sadras, 2007; Alvarez Prado et al., 2013a, b). Para dichos atributos se ha
observado un predominio de efectos génicos aditivos, tanto en materiales templados
(Cross, 1975; Katsantonis et al., 1986; Wang et al., 1999) como tropicales (Josue y
Brewbaker, 2018), evidente en la superioridad del componente de ACG sobre el de
ACE. Las estimaciones de heredabilidad para el PG son altas en comparacion con las
estimaciones efectuadas para el NG y rasgos relacionados con el crecimiento de la
planta (Sadras y Slafer, 2012). No obstante, no existen practicamente estudios que
evallen los componentes de aptitud combinatoria para el resto de los atributos
fisiologicos del PG, sobre todo aquellos relacionados con las dinamicas de contenido
hidrico y concentracion de humedad del grano (i.e. MVG, MCAG, TDG, CHMF).

Los niveles de heterosis, los cuales se asocian principalmente a la accion de genes
no aditivos, son significativos para el PG y sus rasgos asociados (Poneleit y Egli, 1979;
1983; Munaro et al., 2011a; Alvarez Prado et al., 2013a; Josue y Brewbaker, 2018).
Dichos niveles dependen en gran parte del grado de diversidad genética de los
parentales involucrados en los cruzamientos (Smith et al., 1991; Falconer y Mackay,
1996; Melchinger, 1999; Lariépe et al., 2017). No obstante, asi como los componentes
de ACG y ACE interacttan con el ambiente (Rojas y Sprague, 1952; Matzinger et al.,
1959), la expresion de los niveles heterosis también varia con el ambiente explorado
(Munaro et al., 2011b). Betran et al. (2003b) reportaron, para rendimiento en grano, un
aumento de los efectos génicos aditivos en ambientes restrictivos en oferta hidrica
respecto de aquellos con buena provision de agua. Por su parte, Munaro et al. (2011a, b)
detectaron un incremento en los niveles de heterosis porcentual y absoluta tanto para
rendimiento como para sus determinantes fisiol6gicos, en respuesta a la mejora en la
calidad del ambiente (i.e. indice ambiental). En este sentido resultaria esperable
observar que, en ambientes potenciales, dados en nuestro caso por la condicion de alto
N, se maximice la expresion de los efectos genicos no aditivos. Esto se traduciria en
incrementos en la magnitud del componente de ACE, asi como en los niveles de
heterosis, reduciéndose la proporcién de los efectos aditivos (componente de ACG). En
el presente capitulo se evaluara, para los atributos fisiolégicos del peso de grano,
relacion fuente-destino y componentes del rendimiento: (i) el nivel de variabilidad
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explorado por las lineas parentales y su progenie hibrida; (ii) la magnitud de los
componentes genético (G), ambiental (A), interaccion GxA, y de los componentes de
aptitud combinatoria (ACG, ACE); v (iii) las variaciones en los componentes de ACG,
ACE, y en los niveles de heterosis en respuesta al cambio en la disponibilidad de N.

3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Material genético

Se usaron seis lineas endocriadas y sus 30 hibridos simples, derivados del
cruzamiento entre las lineas tanto de manera directa como reciproca, a partir de un
disefio dialélico completo. Para una descripcion detallada de las seis lineas usadas
referirse al Capitulo 2.

3.2.2. Manejo del cultivo y disefio experimental

Los experimentos usados en el presente capitulo corresponden a los Exps. 3 (2013-
14) y 4 (2014-15) descritos en el Capitulo 2. El detalle del disefio experimental
empleado y el manejo general de los experimentos se encuentra en dicho capitulo.

3.2.3. Mediciones

La duracién de cada fase evaluada se computd en unidades de tiempo térmico
acumulado (TT, en °Cd), con una temperatura base de 0°C (Muchow, 1990). En cada
experimento, se marcaron al azar 15 plantas por parcela alrededor de 15 dias previo a
antesis. De cada una de esas plantas se registro la fecha de silking (i.e. primer estigma
visible) de la espiga apical. Desde 10 dias post-silking hasta madurez a cosecha (15%
humedad del grano) (Borras et al., 2003), se muestred la espiga apical de las plantas
marcadas en intervalos de 4-6 dias. De cada espiga muestreada se extrajeron 10-15
granos entre las espiguillas 8-15 (i.e. el tercio medio). El procedimiento se realizd
dentro de una caja humeda. El peso fresco de los granos se computd inmediatamente, y
el peso seco se obtuvo luego de secar los granos muestreados a 70°C por al menos 96
hs. Con los valores de peso fresco y seco se calcul6 el contenido de agua (mg grano™) y
la concentracion de humedad (CH, en %) del grano durante todo el llenado.
Adicionalmente, a partir de los 20 dias post-silking, se extrajeron 10 granos extra de
cada espiga muestreada para la determinacién del volumen de grano mediante
desplazamiento volumétrico de agua.

El peso de grano estimado, la tasa de crecimiento del grano (TCG) y duracion del
llenado del grano (DLLG) de cada combinacion Genotipo x N x Repeticion x Afio se
estimo por medio de un modelo bi-lineal (Borras y Otegui, 2001) (Ecs. 3.1y 3.2):

PGe=a + bTT paraTT <c (3.1)

PGe= a + bc paraTT >c (3.2)

donde PGe es el peso de grano estimado por el modelo (mg grano™), TT el tiempo
térmico post-silking (°Cd), a es la intercepcién sobre el eje Y (mg grano™), b es la TCG
durante el periodo de llenado efectivo del grano (mg grano™ °Cd™), y ¢ es la DLLG
(°Cd). La duracion de la fase lag (DFL) se estim6 como el TT donde la funcion
intercepta al eje x (i.e. PGg = 0). La duracion del llenado efectivo del grano (DLLE) se
calculé como la diferencia entre la DLLG y DFL.

El maximo volumen de grano (MVG) se estimdé mediante un modelo bi-lineal (Ecs.
3.3y3.4):
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VG=d+eTT paraTT <f (3.3)
VG=d + ef paraTT > f (3.4)

donde VG es el volumen del grano (ul grano™), TT es el tiempo térmico después de
silking (°Cd), d es la intercepcion sobre el eje Y (ul grano™), e es la tasa de aumento del
volumen (pl grano™ °Cd™), y f es el periodo en el cual aumenta el volumen del grano
(°Cd).

El méximo contenido de agua en el grano (MCAG) se estim6 mediante un modelo
tri-lineal (Gambin et al., 2007) (Ecs. 3.5, 3.6 y 3.7):

CA= g +hTT paraTT<i (3.5
CA= g+hi+j(TT—i) paraTT>i y TT<k (3.6)
CA= g+hi+jlk—i)—U(TT—k) paraTT =k (3.7)

donde CA es el contenido de agua (mg grano™), TT es el tiempo térmico después de
silkking, g es la intercepcion sobre el eje Y (mg grano™), h es la tasa inicial de
acumulacion de agua (mg grano™ °Cd™), i el TT donde se produce un cambio en la tasa
de acumulacion de agua, j es la tasa de acumulacion de agua durante la segunda fase
(mg grano™ °Cd™), k el TT donde se alcanza el MCAG (°Cd), y [ es la tasa de pérdida
de agua desde el MCAG hasta madurez fisiolégica (mg grano™ °Cd™).

La concentracién de humedad en el grano a madurez fisiologica (CHMF) se
determiné mediante un modelo bi-lineal que relaciona PGg y CH del grano (Borréas et
al., 2009) (Ec. 3.8y 3.9):

PGe= m—nCH paraCH >o (3.8)
PGe= m—no paraCH <o (3.9)

donde CH es la concentracién de humedad en el grano (g kg™ grano™), m es la
intercepcion sobre el eje Y (mg grano™), n es la tasa con la que cae la CH durante el
llenado de grano (mg g™ kg™), y o es la CHMF (g kg™ grano™).

La tasa de desecacion del grano (TDG) se estimo usando un modelo de regresion
lineal que relaciona la CH y el TT para valores de CH desde 80 hasta 30% (Alvarez
Prado et al., 2013a) (Ec. 3.10):

CH=p+qTT (3.10)

donde p es la intercepcion sobre el eje Y (g kg™) y g la tasa de desecacion del grano (g
kg™ °Cd™). Si bien q posee signo negativo, a los fines practicos la TDG se expreso en
valores positivos.

Todos los modelos fueron significativos (P < 0,01), con valores de r entre 0,76 y
0,99, y un promedio de 0,94. Ademas se evaluaron los siguientes TCPpc, TCPpc grano
1 CPpLie, CPpLLe grano™, NGP y PGy (calculado como el cociente entre RGP y NGP)
segun se describiera en el Capitulo 2.

3.2.4. Andlisis estadistico
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Los valores estimados de las combinaciones Genotipo x Repeticion x Afio x N de
cada grupo genotipico (linea e hibrido) y para cada uno de los atributos evaluados se
caracterizaron inicialmente en sus valores promedio y rangos mediante estadistica
descriptiva.

Para cada atributo se llevo a cabo un analisis estadistico usando PROC MIXED en
SAS (version 9.4; SAS Institute, 2015). Con el propdsito de analizar la variabilidad de
los componentes genético, ambiental, y la interaccion entre ambos, se us6 un modelo
que considero al ambiente (i.e. combinacion de afio experimental y nivel de N) e hibrido
como factores de efectos fijos, y al bloque como factor aleatorio (Zhang y Kang, 1997)
(Ec. 3.11):

Yijg = pu + ai + Bj(a) + v + @iva + € (3.11)

donde Yijq es el valor de cada atributo correspondiente al i-ésimo ambiente (i = 4), j-
ésimo bloque (j = 3), y kl-ésimo hibrido (kl = 30); p es la media general; o; el efecto del
ambiente; pj(ai) el efecto del bloque anidado dentro del ambiente; yq el efecto del
hibrido F1; aiya es el efecto de interaccion entre el ambiente y el hibrido Fi; i es el
error residual. A su vez, el efecto del hibrido se particiond en distintas fuentes de
variacion (Grffing 1956; Zhang y Kang, 1997) (Ec. 3.12):

Y= gk + g1+ su+ 1u (3.12)

donde Y es el valor de cada atributo correspondiente al kl-ésimo hibrido (kl = 30); gk el
efecto de ACG del parental kmo; g, el efecto de ACG del parental Imo; sy el efecto de
ACE del klmo hibrido Fy, y rq el efecto REC del cruzamiento entre el parental kmo y
Imo. Las significancias de ACG, ACE y REC se calcularon usando sus correspondientes
interacciones con el ambiente (A) como términos del error (Betran 2003b). Las
significancias de las interacciones ACG x A, ACE x A, y REC x A se determinaron
usando el error residual. Se utilizé el modelo 1 de Giffing (1956) de efectos fijos y el
Método 3 del analisis dialélico (Yao et al., 2013). Dicho analisis se llevé a cabo usando
el programa DIALLEL-SASO5 (Zhang et al., 2005). Los cuadrados medios de la ACG y
ACE correspondientes al analisis de varianza se calcularon considerando un modelo de
efectos fijos (Baker, 1978). Esto se computé a lo largo de todos los ambientes, al igual
que para cada nivel de N (NO y N1) por separado. Asi, la proporcion de varianza aditiva
(VA) se obtuvo como (Ec. 3.13):

2
VA = 20°¢cg

=2 ~2
20°%¢cc t0ack

(3.13)

donde 6%, Y 6%cr son los componentes de la varianza de ACG y ACE,
respectivamente. La heredabilidad en sentido amplio (H?) de cada atributo se calculé en
base a la media, segin Holland et al. (1998; 2003). La heterosis de padre medio (HPM)
se computo6 para cada caracter como la superioridad relativa del hibrido F1 en relacion
al comportamiento promedio de sus parentales (Lee et al., 2007) (Ec. 3.14):

F{—PM

HPM (%) = ~—

x 100 (3.14)
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donde F; es el desempefio promedio del hibrido y PM el valor parental medio, PM = (P,
+ P,)/2; P1y P, corresponden al valor promedio de cada linea parental. Tanto los valores
de VA, H?> y HPM se calcularon a lo largo de todos los ambientes, asi como también
para cada nivel de N (NO y N1) por separado.

3.3. Resultados
3.3.1. Caracterizacion fenotipica

La segregacion de los hibridos fue unidireccional positiva (i.e. exploré rangos y
valores medios mas altos que sus parentales) en la mayoria de los atributos (Fig. 3.1).
La excepcidn a esta tendencia se verifico (i) para los rasgos DFL, TDG y CHMF, en que
fue unidireccional negativa; y (ii) para la TCPpc grano™, donde los valores fenotipicos
de los hibridos no superaron en ninguna direccion al de sus parentales, dando lugar a
medias similares (Fig. 3.1). Sin embargo, no se observé segregacion transgresiva de los
hibridos en ninguno de los atributos (Fig. 3.1).

Respecto a la condicion de N, para el PGe y sus determinantes fisioldgicos (Fig.
3.1A) las lineas no presentaron diferencias entre niveles de N, excepto para MVG y
CHMF, que aumentaron en N1 (Fig. 3.1A ii, ix). Por el contrario, en los hibridos se
observé un aumento en los valores de la mayoria de los atributos en N1 (excepto para
DFL y CHMF), destacandose el incremento de rasgos como PGg, MVG y MCAG (Fig.
3.1A, ii, vii). Para los atributos de crecimiento de la planta, relaciones fuente-destino y
componentes del rendimiento (Fig. 3.1B), las diferencias entre niveles de N tendieron a
ser mas evidentes que para los determinantes fisioldgicos del PGe. En ambos grupos de
genotipos se detecto un incremento en N1 en casi todos los rasgos de este conjunto (Fig.
3.1B), excepto en la TCPpc grano™ para los hibridos (Fig. 3.1B i) y en el CPp g grano™
y el PGy en las lineas (Fig. 3.1B iv, vi). De todas maneras, la magnitud de la respuesta
al aumento en la oferta de N en los hibridos fue sustancialmente mayor que la observada
para las lineas.
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Figura 3.1. Datos primarios y estadisticos descriptivos de (A) el peso de grano estimado (PGg)
y sus caracteres secundarios, y (B) los atributos asociados con el crecimiento de la planta, la
relacion fuente-destino y componentes del rendimiento en grano. Los datos corresponden a
hibridos (H, n = 360) y lineas (L, n = 72) cultivados durante dos afios experimentales (2013/14 y
2014/15) en dos niveles de N (NO, sin el agregado de fertilizante; N1, fertilizado con 200 kg N
ha™). Cada punto representa una combinacion de genotipo x repeticion x nivel de N x afio
experimental. Los circulos de mayor tamafio corresponden al promedio de cada condicién de N
(NO: claros, N1: oscuros) para cada grupo genotipico. Las lineas horizontales inferior, superior y
central de la caja representan los percentiles 25° 75° y 50°, respectivamente. CHMF:
concentracién de humedad a madurez fisioldgica; CPp_ g: crecimiento por planta durante el
periodo de llenado efectivo; DFL: duracién de fase lag; DLLE: duracién del periodo de llenado
efectivo del grano; DLLG: duracidn total del llenado del grano; MCAG: maximo contenido de
agua del grano; MVG: maximo volumen del grano; NGP: nimero de granos por planta; PGg:
peso de grano estimado; PGy: peso medio de grano; TCG: tasa de crecimiento del grano;

TCPyc: tasa de crecimiento por planta durante el periodo critico; TDG: tasa de desecacion del
grano.

Se observd un efecto consistente (P < 0,05) del hibrido (H) y del ambiente (A) tanto
sobre el PGg y sus determinantes fisioldégicos (Cuadro 3.1), como sobre los
componentes del rendimiento (PGy y NGP) y atributos asociados a la relacion fuente-
destino (Cuadro 3.2). Sin embargo, la magnitud del efecto ambiental fue mucho mas
grande que la del hibrido, lo que result6 evidente cuando se calcularon las proporciones
de los efectos de cada uno de los factores. Asi, para el grupo de atributos conformado
por el PGg y sus componentes fisioldgicos, las magnitudes promedio de los efectos del
hibrido y del ambiente fueron del 19 y 73%, respectivamente, mientras que el 8%
restante represento el efecto de interaccion entre ambos efectos principales (i.e. HxA).
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No obstante, resulta importante distinguir entre los rasgos (DLLG y DLLE) en los
cuales las magnitudes del H y A resultaron similares (37 y 45% para H y A,
respectivamente) respecto de aquellos (PGg, MVG, TCG, MCAG, TDG, CHMF) en que
las diferencias entre ambos efectos fueron mucho mas notorias (H = 13%, A = 83%).
Asimismo, la DFL fue el tnico en el que se observd el patrén inverso (i.e. superioridad
del efecto del hibrido sobre el del ambiente, Cuadro 3.1). Por su parte, para el conjunto
de atributos de crecimiento de la planta, relacion fuente-destino y componentes del
rendimiento, las diferencias promedio entre las magnitudes del H y A fueron mas
marcadas aun que las observadas para los rasgos del peso de grano (H = 3%, A = 96%),
y s6lo el 1% correspondid al componente de interaccion H x A. A pesar de esto Ultimo,
los efectos principales de H y A estuvieron influenciados por interacciones H x A
significativas (P < 0,05; Cuadros 3.1 y 3.2), excepto en la TDG. Este rasgo a su vez
presentd, junto con el NGP, el mayor valor del efecto del hibrido relativo a su
componente de interaccion con el ambiente (H/HxA; Cuadros 3.1y 3.2).

Cuadro 3.1. Cuadrados medios del analisis de varianza correspondientes al hibrido (H),
ambiente (A) e interaccién H x A para el peso del grano estimado (PGg) y sus determinantes
fisioldgicos, evaluados en un disefio dialélico completo en cuatro ambientes. Los ambientes son
el resultado de la combinacion de dos afios experimentales (2013-14 y 2014-15) y dos
condiciones de N (NO y N1).

Atributo H A HxA H/HxA
PG¢* 1977***  21865%* 772 2,6
(mg grano™)

MVG 1748*** 16687*** 938*** 1,9
(ul grano™)

TCG 0,0043*** 0,0202***  0,0020™** 2,1
(mg grano*ecd™)

DLLG 13876*** 17939*** 6361*** 2,2
(°Cd)

DFL 5429*** 2562* 1662*** 3,3
(°Cd)

DLLE 23704*** 26975** 11303*** 2,1
(°Cd)

MCAG 1003*** 5534*** 293*** 3,4
(mg grano™)

TDG 0,0093*** 0,0248** 0,0010 ns 9,3
(g kg™ grano™ °Cd?)

CHMF 15,1*** 285*** 6,7* 2,2
(%)

gl 29 3 87

8CHMF: concentracion de humedad a madurez fisioldgica; DFL: duracion de fase lag; DLLE: duracion del llenado
efectivo del grano; DLLG: duracion total del llenado del grano; gl: grados de libertad; MCAG: maximo contenido de
agua del grano; MVG: méximo volumen del grano; TCG: tasa de crecimiento del grano; TDG: tasa de desecacion del
grano.

D ek dekx representa valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente. ns: no significativo.
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Cuadro 3.2. Cuadrados medios del analisis de varianza correspondientes al hibrido (H),
ambiente (A) e interaccion H x A para los componentes del rendimiento, crecimiento de la
planta y relacion fuente-destino, evaluados en un disefio dialélico completo en cuatro ambientes.
Los ambientes son el resultado de la combinacion de dos afios experimentales (2013-14 y 2014-
15) y dos condiciones de N (NO y N1).

Atributo H A Hx A 07 FxA
TCPyc® BATS™ 328898  1386™* 47
(mg pl™ °Cd™)

TCPpcgrano™ 0,028* 0,758  0,009*** 31
(mg °Cd™ grano™)

CPeuLie 914*** 83039™** 407*% 2.2
(gpl)

CPpiegrano™ 5804***  107027*** 1895*** 3,1
(mg grano™)

PGy 1198**  41975*** 547* 22
(mg grano™)

NGP 24610%** 657983 3011%** 8.2
(eI

gl 29 3 87

CPp_.e: crecimiento por planta durante el periodo de llenado efectivo; CPpy, ¢ grano'l: CPpy g por grano; gl: grados
de libertad; NGP: nimero de granos por planta; PGy: peso medio de grano; TCPp¢: tasa de crecimiento por planta
durante el periodo critico para la fijacién de granos; TCPpc grano™: TCPpc por grano.

bx x sk representa valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente. ns: no significativo.

3.3.2. Heredabilidad y componentes de aptitud combinatoria

Los valores de heredabilidad en sentido amplio (H?), estimados a lo largo de todos
los ambientes, oscilaron entre niveles medios y altos (H? = 0,46 — 0,90; Cuadros 3.3y
3.4). Entre los determinantes fisiologicos del PG se destaco la TDG, con los valores mas
altos de heredabilidad (H? = 0,90), seguida por el MCAG y DFL (H? ~ 0,70). Para el
resto de los rasgos, los valores de heredabilidad fueron intermedios (H? entre 0,46 y
0,56; Cuadro 3.3). Entre los atributos asociados con crecimiento de la planta, relacion
fuente-destino y componentes del rendimiento, los que presentaron los mayores valores
de heredabilidad fueron el NGP y la TCPpc (H”= 0,88 y 0,79, respectivamente), y los de
menor heredabilidad el PGy y el CPp e (H*~ 0,55).
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Cuadro 3.3. Cuadrados medios correspondientes a la aptitud combinatoria general (ACG),
especifica (ACE), efecto del cruzamiento reciproco (REC) y sus interacciones con el ambiente
(ACG x A, ACE x A, REC x A), y heredabilidad en sentido amplio (H?) para el peso del grano
estimado (PGg) y sus determinantes fisiologicos, evaluados en un disefio dialélico completo en
cuatro ambientes. Para la descripcion de los atributos referirse a la Cuadro 3.1.

Atributo ACG ACE REC ACGxA ACExA RECxA H?
PGe 4525** 3512** 299  1446™** 835*** 499* 0,61
(mg grano™)

MVG 5669 1695 508  2853*** 821*** 354** 0,46
(ul grano™)

TCG 0,011 0,002 0,003 0,006** 0,001* 0,001** 0,52
(mg grano*°cd™)

DLLG 15825 15551*** 11194 7215 4498 7309*** 0,55
(°Cd)

DFL 19522** 2255 2504 3881*** 1134 1268 0,69
(°Cd)

DLLE 37647 19508* 21323 17496*** 7153 11985*** 0,52
(°Cd)

MCAG 3880* 771 187 897*** 233*** 112 0,71
(mg grano™®)

TDG 0,044***  0,004** 0,001 0,002**  0,001*** 0,001 0,90
(g kg™ grano™ °cd™)

CHMF 47,8%** 12,4* 6,0 5,8 4,9 8,3 0,56

(%)
& %% ok rapresenta valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente. ns: no significativo.

Como resultado del analisis de los efectos genéticos a través de ambientes, el
componente de aptitud combinatoria general (ACG) superé ampliamente al de aptitud
combinatoria especifica (ACE) en la mayoria de los atributos, menos en el CPp_
(Cuadros 3.3 y 3.4). La ACG fue significativa para el PGg, pero no se detect6 efecto (P
> (0,05) para sus principales determinantes fisiologicos (i.e. MVG, TCG y DLLG). Por
el contrario, si hubo efectos significativos de ACG para DFL, MCAG, TDG y CHMF
(Cuadro 3.3). No obstante, el componente de ACG estuvo influenciado por el ambiente
(interacciébn ACG x A significativa) en todos los atributos, excepto en la CHMF.
Respecto del componente de ACE, se observaron efectos significativos tanto para el
PGe como para la mayoria sus determinantes (excepto para MVG, TCG y DFL). En
relacion al componente de cruzamientos reciprocos (REC), no se detectaron efectos (P
> 0,05) para ningun atributo (Cuadro 3.3).

En el caso de los atributos de crecimiento de la planta, relacion fuente-destino y
componentes del rendimiento, se observd para la mayoria de los rasgos un efecto
consistente (P < 0,05), tanto de la ACG (menos para CPp_g), como de la ACE (excepto
para CPp_ e grano™ y PGy). A su vez, las interacciones ACG x A fueron significativas
para todos los caracteres, mientras que las de ACE x A lo fueron sélo para CPp g
grano™, NGP y PGy. En concordancia con lo mencionado previamente para los
determinantes del PGg, tampoco se detectd efecto del REC (P > 0,05) en ninguno de los
atributos evaluados (Cuadro 3.4).
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Cuadro 3.4. Cuadrados medios correspondientes a la aptitud combinatoria general (ACG),
especifica (ACE), efecto del reciproco (REC) y sus interacciones (ACG x A, ACE x A, REC x
A), y heredabilidad en sentido amplio (H?) para los componentes del rendimiento, crecimiento
de la planta y relacion fuente-destino, evaluados en un disefio dialélico completo en cuatro
ambientes. Para la descripcion de los atributos referirse a la Cuadro 3.2.

Atributo ACG ACE REC ACGxA ACExA RECxA H?
TCPpc 28896™**°  3017* 1077  1782** 1135 1405** 0,79
(mg pl™ °ocd™)
TCPpcgrano™ 0,100* 0,024** 0,006 0,025*** 0,005 0,007** 0,66
(mg °Cd™* grano™)
CPpLie 885 1736*** 431 910*** 310 298* 0,55
(gpl?)
CPpuiegrano™ 26667 2184 1021 4133***  1647**  1298* 0,67
(mg grano™)
NGP 105980*** 15116*** 3183  6160***  3500*** 1667 0,88
(")
PGwm 5507* 629 104  1704*** 373" 266 0,54
(mg grano™®)
& *x ok rapresenta valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente. ns: no significativo.

3.3.3. Magnitud de la aptitud combinatoria y heterosis en condiciones
contrastantes de nitrogeno

Como consecuencia de la superioridad del componente de ACG sobre el de ACE
(Cuadros 3.3 y 3.4), la proporcién de varianza genética aditiva (VA) promedio de todos
los atributos y a lo largo de los ambientes evaluados fue alta (VA = 0,86). Asimismo, la
proporcion de VA fue mayor en la condicion NO (Fig. 3.2) en casi todos (13 de 15) los
atributos analizados (menos en DLLG y TCPp¢ grano™). Es importante resaltar que el
incremento en la proporcion de VA en NO se debié sobre todo a la disminucién del
componente de ACE en dicha condicion de N (Fig. 3.3), el cual se redujo
consistentemente en todos los atributos (excepto en la TCPpc grano™). Dicha caida
oscilo entre el 13 y el 87% dependiendo del atributo considerado, promediando el 53%.

El PGe y la DLLG expresaron en promedio la menor proporcion de VA (ca. 0,70),
mientras que DFL y TDG tuvieron los valores més altos (0,95). Por su parte, el MVG,
la CHMF y la DFL experimentaron la mayor caida en sus valores de VA con el aumento
en la oferta de N (-25, -22 y -18%, respectivamente; Fig. 3.2A). Esto concuerda con la
gran diferencia (i.e. amplitud) entre las proporciones de ACG (positivas) y ACE
(negativas) relativas a NO para dichos atributos (Fig. 3.3A). Por el contrario, la DLLG y
la DLLE experimentaron la menor caida relativa del componente de ACE entre niveles
de N (Fig. 3.3A).

Cuando se evalué la proporcion de VA para los componentes del crecimiento de la
planta, los componentes del rendimiento y los asimilados disponibles por grano, las
diferencias entre niveles de N, en promedio, tendieron a ser menos marcadas (VAno:
0,89 vs. VAN:: 0,85, Fig. 3.2B) que para el PGg y sus determinantes (VAno: 0,85 vs.
VAn:i: 0,77, Fig. 3.2A). Las proporciones de VA promedio mas altas correspondieron al
CPpLie grano™, TCPpc, PGy y NGP (0,96, 0,95, 0,95 y 0,93, respectivamente),
destacandose ademas, para los tres primeros, el valor alto de VA en NO (0,98) (Fig.
3.2B). Por el contrario, el CPp_ g tuvo la menor proporcion de VA promedio (0,50) v, al
igual que para TCPpc grano™ y PGy, se observé la mayor diferencia en sus valores de
VA entre condiciones de N (Fig. 3.2B). Es destacable la disminucion del valor relativo
del componente de ACE en NO para TCPpc y NGP, la cual fue la de mayor y menor
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magnitud, respectivamente; mientras que en el componente de ACG se observo el
mismo patrén (mayor y menor caida) para TCPpc grano™ y CPpe grano™,
respectivamente (Fig. 3.3B).

(A) No@®N1  (B)
1,0- 1,0- 2
e © @ ® @
Yy e o
08 ® b4 08-
.g @ ® ] (0]
206 0,6
I\
§ 04 0.4-
S
0.2 0.2-
Qe 0,0-
F O O O v & O 0 & & < A ¢ % Q N PN
TV S & &£ & ’\c%;\" g gGe ¥ o
9 S

Figura 3.2. Proporcion de la varianza genética total atribuible a la accién génica aditiva para
(A) PGg y sus determinantes fisioldgicos, y (B) atributos de crecimiento de la planta, relacién
fuente-destino y componentes del rendimiento, evaluados durante dos afios experimentales
(2013-14 y 2014-15) en dos niveles de nitrégeno (NO y N1). Prom. corresponde al promedio de
todos los atributos. Para una descripcion detallada de los caracteres referirse a la Fig. 3.1.
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Figura 3.3. Valores porcentuales de aptitud combinatoria general (ACG) y especifica (ACE)
(A) PGe vy sus determinantes fisioldgicos, y (B) atributos de crecimiento de la planta, relacion
fuente-destino y componentes del rendimiento, relativos a la condicion NO, calculados como la
diferencia relativa entre ambos niveles de nitrogeno [(NO-N1)/NO]. Los datos corresponden a
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dos afios experimentales (2013-14 y 2014-15). Para una descripcién detallada de los atributos
referirse a la Fig. 3.1.

Los niveles de heterosis fueron mayores con alta disponibilidad de N en casi todos
los atributos (con excepcion de la TDG y la TCPpc grano™, Fig. 3.4). Esto se opone al
patron de respuesta detallado previamente para la proporcion de VA (valores mas altos
en NO que en N1). En comparacion con sus determinantes fisiologicos, el PGg expreso
no sélo la mayor heterosis a lo largo de todos los ambientes (HPM: 17%), sino también
la mayor diferencia entre niveles de N (HPMyo: 13% vs. HPMna: 22%, Fig. 3.4A). Por
el contrario, la TCG y la CHMF fueron los rasgos con menor expresion de sus efectos
heteréticos (4,2 y -1,3%, respectivamente); mientras que DLLE, MVG y TDG
presentaron valores intermedios (13, 12 y -11%, respectivamente). Ademds, la DLLE y
el MCAG expresaron las mayores diferencias para heterosis entre niveles de N, aunque
las mismas fueron de baja magnitud (ca. 5%, Fig. 3.4A). En oposicion a la presencia de
heterosis positiva observada para los rasgos asociados con la duracion del llenado
(DLLG y DLLE), la heterosis de la DFL fue negativa en ambas condiciones de N (Fig.
3.4A).

Para los rasgos del crecimiento de la planta, componentes del rendimiento y
asimilados disponibles por grano, los niveles de heterosis promedio (i.e. a través de
todos los atributos) fueron comparativamente mas elevados que los descritos
anteriormente y muy distintos entre condiciones de N (NO: 27% vs. N1: 45%, Fig.
3.4B). Entre los atributos evaluados se destacan (i) el CPp. g (76%), la TCPpc (50%) y
el NGP (44%) con los niveles de heterosis promedio més altos, v (ii) la TCPpc grano™
con los niveles mas bajos (4,3%). Asimismo, los atributos presentaron respuestas
diferentes en sus niveles de heterosis ante cambios en la disponibilidad de N. En este
sentido, la TCPpc logro valores de heterosis similares entre niveles de N (HPM: 50%);
en contraste con lo observado para CPpLi e (HPMno: 49% vs. HPMy;: 102%), CPpie
grano™ (HPMno: 0,1% vs. HPMyz: 35%) y PGy (HPMyo: 17% vs. HPMyi: 32%), los
cuales tuvieron una alta respuesta al aumento en la disponibilidad de N.
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Figura 3.4. Valores de heterosis de padre medio (HPM) para (A) PGg y sus determinantes
fisioldgicos, y (B) atributos de crecimiento de la planta, relacion fuente-destino y componentes
del rendimiento, evaluados durante dos afios experimentales (2013-14 y 2014-15) en dos niveles
de nitrégeno (NO y N1). Prom. corresponde al promedio de todos los atributos. Para una
descripcion detallada de los caracteres referirse a la Fig. 3.1.

3.4. Discusion

En el presente capitulo se caracterizd el modo de accién génica subyacente a la
expresion del PG mediante el andlisis de los efectos de aptitud combinatoria y heterosis
de los caracteres fisioldgicos asociados. Dicho enfoque se extendi6 ademas a los
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atributos de crecimiento, relacion fuente-destino de las fases reproductivas, y
componentes del rendimiento. EI material genético utilizado permitio explorar una gran
variabilidad fenotipica (Fig. 3.1), producto de la amplia variabilidad genética dada no
solo por el considerable nimero de genotipos empleado (n=36), sino principalmente
como consecuencia del fondo genético (amplio) de las lineas endocriadas evaluadas,
con germoplasma americano templado tipo semi-dentado, argentino tipo flint y
semiflint caribefio. La caracterizacion se llevo a cabo en ambientes contrastantes, dados
tanto por manipulacién en los niveles de N como por cambios en las condiciones
naturales de radiacion y temperatura durante el periodo critico y de llenado efectivo del
grano (variabilidad interanual). Esto permitio no solo incrementar la robustez de los
resultados referidos a los efectos génicos preponderantes, sino también poder evaluar la
consistencia de dichos efectos a lo largo de los ambientes.

El componente de ACG super6 ampliamente al de ACE en la mayoria de los
atributos (excepto en el CPp_ie), lo que sugiere que el tipo de accion génica
preponderante fue la aditiva (Rojas y Sprague, 1952); sin embargo, los efectos de ACG
variaron consistentemente con el ambiente (P < 0,05 para la interaccion ACG x A). En
este sentido, Ilama la atencion que no sélo la proporcion de varianza aditiva promedio
de todos los atributos y a lo largo de todos los ambientes fue elevada, sino que ademas
dicha variancia fue mayor en los ambientes mas desfavorables (excepto para DLLG y
TCPpc grano™), correspondientes a los de baja oferta de N (Fig. 3.2). Este hallazgo
permite cuestionar lo reportado previamente respecto de las implicancias negativas de
aplicar seleccién en ambientes sub-0ptimos, a los cuales se asocia con disminuciones en
la varianza genética y en los niveles de heredabilidad (Blum, 1988; Richards, 1996;
Araus et al., 2002) debido a su mayor heterogeneidad intra-sitio (Baenziger et al., 2006).
Es cierto que si se consideran los efectos genéticos totales como la sumatoria entre
ambas habilidades combinatorias (i.e. ACG + ACE), los mismos tendieron a ser
menores en NO (datos no mostrados); sin embargo, como se menciono anteriormente, la
relacidén componente aditivo/componente no aditivo fue mayor en la condicion de bajo
N (Fig. 3.2). Esto se contrapone con lo informado por Betran et al. (2003b) para
rendimiento, cuyos resultados muestran una preponderancia de efectos genéticos no
aditivos en la condicion de baja oferta de N. No obstante, el rendimiento es un atributo
multigénico que expresa una alta interaccién genotipo x ambiente (Jackson et al., 1996),
lo que le confiere una alta sensibilidad a la presencia de heterogeneidad a nivel intra-
sitio. Frente al problema de la menor uniformidad en los ambientes sub-6ptimos, la
solucién ha sido llevar adelante el proceso de mejoramiento en ambientes de mayor
homogeneidad, natural o manipulada (e.g. fertilizacién y/o riego). Sin embargo, en
funcion de los resultados obtenidos, aplicar mejoramiento en condiciones potenciales
implicaria hacerlo sobre una base mayor de efectos no aditivos, lo que determinaria (i)
dependencia en la busqueda de ciertas combinaciones hibridas que expresen
favorablemente el rasgo a mejorar, complicando y encareciendo los planes de
mejoramiento por la mayor cantidad de cruzamientos necesarios, e (ii) incertidumbre
sobre el comportamiento de esas combinaciones en ambientes desfavorables, que
comercialmente se subsana incrementando las redes de evaluacion y, nuevamente, los
costos. En este sentido, quizas la solucion mas efectiva no resida en eliminar la
heterogeneidad del ambiente por completo (i.e. mejoramiento solo en ambientes con
disponibilidad de recursos alta), sino simplemente logrando una condicion uniforme
(e.g. fertilizacion en bajas dosis), sin que eso implique necesariamente llevarlo a su
potencial.

Es importante notar que el incremento en la proporcién de varianza aditiva en NO
no necesariamente se debié a un aumento en el componente de ACG en dicha condicion
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de N (s6lo fue mayor en un tercio de los rasgos), pero si implicé una disminucion
consistente en el componente de ACE a lo largo de todos los atributos (excepto en la
TCPpc grano™, Fig. 3.3). Esto sugiere una elevada estabilidad del modo de accién
génica aditiva a través de ambientes, ya que para la mayoria de los atributos el valor de
ACG vari6 moderadamente (en promedio 35%) entre condiciones de N, excepto para
DFL y CHMF (donde se incrementd en ca. 100% en NO). Por el contrario, los efectos
no aditivos expresaron una sensibilidad sustancialmente mayor frente a los cambios en
el ambiente, variando en promedio un 62% ante modificaciones en los niveles de N. En
consecuencia, los cambios en la naturaleza de la varianza genética en respuesta al
ambiente estarian influenciados en mayor medida por variaciones en el modo de accién
génica no aditiva, maximizandose su magnitud en ambientes sin restricciones. Esto
coincide con lo observado para los niveles de heterosis, generalmente asociados con
efectos de naturaleza no aditiva (Hallauer y Miranda, 1988). La heterosis no s6lo varié
fuertemente con la condicion de N, sino que su magnitud result6 mucho mayor en N1,
en coincidencia con estudios previos para el mismo germoplasma que el usado en esta
tesis (D’Andrea et al., 2009; Munaro et al., 2011a).

3.4.1. Peso de grano y sus componentes fisioldgicos

El PGe expresé valores medio-altos de heredabilidad (H? = 0,61), en concordancia
con los reportados por Soleri y Smith (2002), pero menores que los informados en otros
estudios tanto en hibridos (Alvarez Prado et al., 2013a), como en lineas recombinantes
(Austin y Lee, 1998; Alvarez Prado et al.,, 2013b; 2014; D’Andrea et al., 2016;
Mandolino et al., 2016). La menor heredabilidad del PG en nuestro analisis podria
reconocer diferentes causas. Por un lado, el rango de ambientes explorado, el cual no
solo incluyo distintos afios experimentales sino también niveles contrastantes de N,
mientras que en los estudios mencionados la variabilidad ambiental explorada estuvo
mas acotada (en general solo se incluyeron distintos afios experimentales). Por otra
parte, el nimero de hibridos empleados (n=30), asi como su diversidad genética
(combinacion de genotipos flint, semiflint y semidentados), fue mucho mas amplia en la
presente base de datos que en los restantes estudios con hibridos (n<20). La
heredabilidad del PG fue mayor que la de sus principales determinantes fisiologicos
(TCG y DLLG), en concordancia con lo observado en otros estudios (Alvarez Prado et
al., 2013b; 2014; Mandolino et al., 2016), lo que sugiere que un atributo mas complejo
no necesariamente deba expresar heredabilidades menores que uno mas simple. Si bien
el PGg tuvo valores significativos de ACG y ACE, expresé la menor proporcion de
varianza aditiva junto con la DLLG. Trabajos previos han referido valores significativos
de ACG y ACE para PG, al igual que preponderancia de efectos génicos aditivos
(Katsantonis et al., 1986; Wang et al., 1999; Josue y Brewbaker, 2018); sin embargo, las
proporciones de varianza aditiva tendieron a ser un poco mas altas (VA > 0,80; Fan et
al., 2008; Josue y Brewbaker, 2018) que la detectada en nuestro analisis (0,70). De
todos modos, en dichos trabajos el germoplasma se evalu6 bajo condiciones de
crecimiento potenciales, sin explorar ambientes restrictivos como en esta tesis.

La TDG, MCAG y DFL presentaron altos valores de heredabilidad (H? > 0,70) asi
como también alta proporcion de varianza aditiva (VA > 0,90). Ademas, la TDG fue el
Gnico rasgo con ausencia de interaccion HxA (P > 0,05). Estudios previos detectaron
preponderancia del componente de ACG sobre el de ACE para DFL (Cross, 1975), asi
como elevada heredabilidad para MCAG (Alvarez Prado et al., 2013b; 2014) y TDG
(Alvarez Prado et al., 2013a). No obstante, ain no existia informacion acerca del modo
de accién génica preponderante para la TDG. Dicho atributo expresd también niveles
altos de heterosis (ca. 12%) en comparacion con el resto de los componentes del PGg, lo



47

que indica que los efectos aditivos y los niveles de heterosis no son mutuamente
excluyentes, por lo que es posible tener alta heterosis aiin con preponderancia de efectos
génicos aditivos (Lee et al., 2007). Respecto de la DFL y el MCAG, es necesario
sefalar que se trata de dos rasgos que se definen en el inicio del llenado, momento en el
cual la disponibilidad de N no pareceria tener incidencia sobre la oferta de asimilados
por grano, pues en primer lugar modula la fijacion de granos, propendiendo asi a una
estabilidad en la relacion fuente-destino (ver Cap. 2, ausencia de variacion de la TCPpc
grano™). Asi, mientras la DFL se asocia sobre todo con procesos de desarrollo (i.e.
division de células en el endosperma) relacionados con la definicion del tamafio
potencial de la semilla, el MCAG refleja dicho potencial hacia el final de la fase lag
(Borras et al., 2003; Borras y Wetsgate, 2006). Esto se diferencia de lo observado para
la DLLG y la DLLE, las cuales expresaron menores valores de heredabilidad y
proporcion de varianza aditiva (Cuadro 3.3, Fig. 3.2A). Dichos atributos se definen
hacia el final del llenado del grano, siendo altamente sensibles a los cambios en las
condiciones exploradas durante el mismo que afecten el crecimiento de la planta
(Andrade y Ferreiro, 1996). En comparacion con los valores de varianza genética
aditiva y heredabilidad de TDG, DFL y MCAG, los dos principales determinantes del
PG (TCG y DLLG) expresaron niveles de heredabilidad mucho més bajos (H? ~ 0.50),
ACG no significativa, y menor proporcion de varianza aditiva (sobre todo en el caso de
la DLLG). Estos resultados merecen ser destacados, ya que si se considera la fuerte
asociacion de DFL y MCAG con la TCG (Cross, 1975; Borras et al., 2003; Borras y
Westgate, 2006), y la relacion entre TDG y DLLG (Westgate, 1994; Gambin et al.,
2007), se desprende que dichos rasgos (i.e. TDG, DFL y MCAG) resultarian mucho
mas beneficiosos que la TCG y la DLLG para ser considerados como atributos
secundarios con el fin de mejorar genéeticamente el PG.

3.4.2. Componentes del rendimiento, crecimiento por planta y relacion fuente-
destino

El NGP estuvo entre los rasgos con mayor heredabilidad (H* ~ 0,90), y el mismo
fue seguido por la TCPpc (H? ~ 0,80). En floracién, los individuos fijan el NGP en
funcion del crecimiento de la planta (el cual dependerd a su vez de la oferta de
recursos), minimizando asi las variaciones en el peso de los mismos (Sadras, 2007;
Gambin y Borréas, 2010). Por lo tanto, lo esperable es que la heredabilidad del NGP y
atributos de crecimiento de la planta resulte menor que la correspondiente al PG (Sadras
y Safler, 2012), contrariamente a lo hallado en este capitulo. En este sentido, y pese a
sus altos valores de heredabilidad, tanto el NGP como la TCPpc expresaron una gran
sensibilidad a las condiciones ambientales exploradas. Esto se reflejo en la magnitud del
componente ambiental de ambos rasgos (A, ca. 96%), la cual fue sustancialmente mayor
en comparacién con la del componente asociado al genotipo (H, ca. 3%) y de la
interaccion HxA (menor al 1%). Tanto la TCPpc como el NGP expresaron una alta
proporcion de varianza genética aditiva (VA > 0,90), y efectos de ACG y ACE
significativos, con una amplia superioridad en los valores del primero respecto del
segundo. Esto se contrapone con la preponderancia de efectos no aditivos informados
para un caracter de herencia compleja como el RG (Gamble, 1962) y su principal
componente, i.e. NG (Wang et al., 1999). Sin embargo, cuando se analizan los
componentes numéricos que integran el NGP (nimero de hileras por espiga y namero
de granos por hilera), las proporciones de varianza aditiva suelen ser elevadas para cada
uno de ellos (VA > 0,80), con niveles significativos de sus componentes de ACG y
ACE (Fan et al., 2008).
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La relacion fuente-destino durante el llenado (i.e. CPp. e grano™) y el PGy tuvieron
una elevada proporcion de varianza aditiva, y efectos significativos solo del componente
de ACG, lo que sugiere la existencia de un control génico fuertemente aditivo. El
CPpLLe grano™ est4 conformado por dos atributos complejos que se definen en distintos
momentos del ciclo del cultivo. Por un lado, el CPp_ €, i.e. entre la finalizacion de la
fase lag y la madurez fisiologica. Por el otro, el NGP definido alrededor de floracion, el
cual se caracterizd por una gran preponderancia de efectos génicos aditivos, como se
menciono en el parrafo anterior. Estudios previos refieren una mayor importancia de la
accion génica aditiva para stay green (Lee et al., 2005), actividad fotosintética durante
el llenado (Ahmadzadeh et al., 2004) y senescencia foliar (Worku et al., 2008), rasgos
asociados a la duracién del &rea foliar y determinantes del CPp i e. Sin embargo, el
CPpLLe expreso los menores niveles de heredabilidad y alta prevalencia de accidn génica
de tipo no aditiva, con efectos significativos s6lo del componente de ACE. Esto se
reflej6 a su vez en los altisimos niveles de heterosis expresados por dicho rasgo,
registrandose un incremento sustancial de los mismos en N1. No debe perderse de vista
que la produccién de biomasa es un caracter complejo, el cual depende de la cantidad de
radiacion interceptada y de su eficiencia de conversion, respondiendo la primera al
tamafo del canopeo y su arquitectura como determinantes de la captura de luz
(Maddonni y Otegui, 1996). Por lo tanto, es posible que en caracteres complejos como
el CPp g la accién génica no aditiva sea en realidad la resultante de una combinacion
compleja de efectos aditivos para sus atributos determinantes (Sinha y Khanna, 1975;
Chapman et al., 2003). Asi, seria loégico encontrar una mayor proporcion de efectos no
aditivos para el CPp_ g, més alla de que en cada uno de sus componentes fisiologicos
predomine el modo de accidn génica aditiva (Mason y Zuber, 1976; Ahmadzadeh et al.,
2004; Lee et al., 2005). No obstante, la alta proporcion de efectos aditivos para el
CPpLLe grano™, rasgo de mayor complejidad atin, pareceria contradecir el razonamiento
empleado para el caso del CPp_e. Una posible explicacion a las diferencias en los
modos de accion génica entre el CPp_ e Y CPpe grano™ podria atribuirse al efecto de
retroalimentacion positivo del nimero de granos (fuerza de los destinos) sobre la
actividad de la fuente durante el crecimiento de los mismos (Reynolds et al., 2005),
regulando la oferta de asimilados por grano (relacion fuente-destino), sobre todo bajo
condiciones desfavorables durante el llenado (Rajcan y Tollenaar; 1999; Reynolds et al.,
2004; He et al., 2005). Probablemente, este retrocontrol entre ambos atributos sea el
responsable de que el CPp. e grano™ se mantenga mucho més estable frente a los
cambios en el ambiente explorado durante el llenado de los granos que el CPp g, l0 que
se reflejaria en su mayor control genético.

3.5. Conclusiones

En el presente capitulo se indagd acerca del modo de herencia de los atributos
evaluados, caracterizando los tipos de accion génica preponderantes. En casi la totalidad
de los rasgos predominaron los efectos génicos aditivos (superioridad del componente
de ACG sobre el de ACE) y, ademas, la proporcién de varianza genética aditiva fue
mayor en la condicion de baja oferta de N. Dicho incremento en NO estuvo dado en
mayor medida por una disminucion notable en el componente de ACE, el cual expresé
una alta sensibilidad al cambio en la disponibilidad de N. EI mismo patrén se observé
para los niveles de heterosis, los cuales aumentaron de manera notoria en N1.

El PGe tuvo la menor proporcion de varianza génica aditiva en comparacion con
sus componentes fisioldgicos, reflejando la importancia del uso de atributos secundarios
para lograr un mayor PG. Entre los rasgos secundarios, TDG, DFL y MCAG expresaron
los mayores niveles de heredabilidad y varianza genética aditiva, superando a los dos
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principales determinantes del PG (TCG y DLLG). Asi, la TDG, la DFL y el MCAG
resultarian mucho mas beneficiosos que la TCG y la DLLG para ser considerados como
atributos secundarios cuando el objetivo es mejorar genéticamente el PG, tanto en
ambientes potenciales como en ambientes con deficiencias de N. Por su parte, el NGP y
la TCPpc expresaron, pese a su gran sensibilidad a las condiciones ambientales, altos
valores de heredabilidad y proporcion de varianza aditiva. Lo mismo se observd para el
CPpie grano™ y el PGy, los cuales exhibieron un control génico fuertemente aditivo;
sin embargo, en el CPp g preponderaron los efectos no aditivos y su heredabilidad fue
baja. El retrocontrol positivo existente entre el nimero de granos y la actividad de la
fuente durante el crecimiento de los granos seria el responsable de que el CPp g grano™
se mantenga mucho mas estable que el CPp e frente a los cambios en el ambiente
explorado en el llenado. Resta aun conocer como se relacionan entre si los distintos
efectos génicos, con el fin de comprender los mecanismos genéticos subyacentes de la
expresion del PG.



CAPITULO 4

“Asociaciones genéticas del peso de grano y sus componentes
fisiologicos en maiz en ambientes contrastantes en nitrogeno”
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4.1. Introduccion

El mejoramiento genético tradicional, mediante la seleccién directa de un rasgo
primario, resulta poco eficiente cuando se selecciona por adaptacion a ambientes sub-
optimos, debido a la alta variabilidad intra-sitio de los mismos (Baenziger et al., 2006).
En consecuencia, la varianza genética y la heredabilidad del rendimiento disminuyen
(Blum, 1988; Richards, 1996; Araus et al., 2002). La alternativa para lograr una mayor
tolerancia a estreses abidticos, y en consecuencia una mayor estabilidad en el
rendimiento, consistio en el desarrollo de materiales tolerantes a altas densidades,
caracteristica preponderante en los hibridos actuales (Duvick, 1997; Duvick, 2005;
Tollenaar y Lee, 2006). No obstante, llevar adelante el proceso de mejora en ausencia
de restriccion de recursos (hidricos, nutricionales) implica, en muchos casos, la pérdida
de rasgos adaptativos asociados con su captura y eficiencia de uso (Lafitte et al., 1997).
Aplicar mejoramiento genético en ambientes sub-Optimos seria ventajoso no sélo en
términos de adaptacion de rasgos especificos, sino porque ademas aumentaria la
eficiencia del proceso de mejora al seleccionar sobre una base mayor de efectos génicos
aditivos (i.e. predecibles). Esto se desprende de lo expuesto en el capitulo previo de esta
tesis, donde se observo, para la mayoria de los rasgos evaluados, un incremento en la
proporcion de la varianza genética aditiva en los ambientes con baja oferta de N.

La seleccion indirecta mediante el uso de caracteres secundarios medidos en los
ambientes objetivo resulta una opcion valida frente a las limitaciones del mejoramiento
tradicional (Araus et al., 2002). Muchos caracteres secundarios suelen estar sujetos a
menor variabilidad ambiental y, en consecuencia, expresan heredabilidades mas altas.
La aptitud de un atributo secundario para ser incluido en el proceso de mejora requiere
de una serie de caracteristicas: presencia de variabilidad genética, alta correlacion entre
los genotipos parentales y su progenie, tener valores medio-altos de heredabilidad, y
estar correlacionado con el caracter primario que se pretende mejorar (Falconer y
Mackay, 1996; Banziger et al., 2000; Betran et al, 2003b; Royo et al, 2005; Araus et al.,
2008). En el capitulo anterior se evaluaron algunos de estos puntos al cuantificar los
niveles de variabilidad de los atributos de interés y analizar sus valores de heredabilidad
y proporciones de los distintos efectos genéticos. Resta aun indagar acerca del grado de
correlacién entre las lineas parentales y sus hibridos derivados como también sobre las
magnitudes y naturaleza de las correlaciones genéticas entre los atributos. El
conocimiento de las vias genéticas determinantes de la asociacion entre los atributos
secundarios y el rasgo primario como de su grado de variacion con el ambiente
explorado aportara informacidn atil para ser tenida en cuenta en el proceso de mejora
con el fin de incrementar su eficiencia.

Respecto de las correlaciones genéticas, se ha encontrado que la heterosis (asociada
a efectos genéticos no aditivos) para PG se relaciona principalmente con la heterosis
para DLLG (Daynard et al., 1971; Poneleit y Egli, 1979; Alvarez Prado et al., 2013a).
Por su parte, Wang et al. (1999) informaron una asociacion fuerte y negativa entre los
efectos genéticos para ambos componentes del PG (TCG y DLLG). Munaro et al.
(2013) encontraron que la ACG para RG se correlaciond positivamente con la
correspondiente al PG en ambientes con bajo N, pero con las ACGs para NGP, TCPpc y
eficiencia reproductiva en condiciones de alto N, lo que refleja la existencia de distintos
patrones de asociacion genética segun el ambiente explorado. Resta aun profundizar
sobre dichos patrones para el PG y sus determinantes fisiolégicos, extendiendo el
andlisis a atributos de crecimiento de la planta y oferta de asimilados por grano durante
las etapas reproductivas en ambientes 6ptimos y deficitarios en N.

Cualquier informacién de la linea parental que permita predecir el desempefio de su
progenie es altamente deseable, ya que reduce la necesidad de llevar adelante
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cruzamientos innecesarios y el posterior anélisis de una mayor progenie hibrida (Betran
et al., 2003b). Asi, resultara de interés conocer el grado de asociacion entre el fenotipo
de las lineas y su aptitud combinatoria como un indicador del nivel de prediccion del
comportamiento del hibrido a partir del de sus parentales. En este sentido, Betran et al.
(2003b, c) encontraron para RG una mayor correlacion entre el valor per se de las lineas
y su ACG en condiciones de bajo N que con alta oferta de este nutriente. También
hallaron una correlacién més alta para los atributos secundarios del RG que para el RG
per se. No obstante, no existen reportes acerca de dichas correlaciones para el PG y sus
determinantes fisiologicos considerando ambientes contrastantes en N. En el presente
capitulo se evaluard, para los atributos fisioldgicos del peso de grano, la relacion fuente-
destino y los componentes del rendimiento (i) la aptitud combinatoria general (ACG) de
las lineas parentales y el grado de asociacion con su fenotipo, (ii) las correlaciones
genéticas entre los caracteres evaluados, discriminando a su vez entre los modos de
accion génica aditiva (correlaciones ACG-ACG) y no aditiva (correlaciones ACE-
ACE), y (iii) la naturaleza directa o indirecta de las correlaciones genéticas. Para ello, se
usaran las seis lineas endocriadas detalladas en el Capitulo 2 y sus 30 hibridos simples
derivados, utilizando un disefio dialélico completo bajo dos niveles de N contrastantes y
en dos afios experimentales.

4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Material genético, manejo del cultivo y disefio experimental

El conjunto de datos utilizados para el analisis de este capitulo proviene de
experimentos dialélicos completos donde se utilizaron 6 lineas endocriadas y sus 30
hibridos simples derivados. Los mismos fueron evaluados en dos niveles de N
contrastantes durante dos afios. Una descripcion detallada de los genotipos utilizados,
asi como del lugar donde se realizaron los experimentos y el manejo aplicado se
encuentran descritos en los Capitulos 2 y 3 de la presente tesis.

4.2.2. Mediciones

Se evaluo el peso de grano estimado (PGg) y sus determinantes fisiologicos: tasa de
crecimiento del grano (TCG), duracion total del llenado del grano (DLLG), maximo
volumen del grano (MVG), maximo contenido de agua en el grano (MCAG), duracion
de fase lag (DFL), duracion del llenado efectivo del grano (DLLE), tasa de desecacion
del grano (TDG) y concentracion de humedad a madurez fisiologica (CHMF). Referirse
al Capitulo 3 para una descripcion detallada del método de calculo de dichos atributos.
Ademas se evaluaron los atributos de crecimiento de la planta (TCPpc y CPpLig), la
relacion fuente-destino (TCPpc grano™ y CPpi e grano™) y los componentes del RG
(NPG y PGw). EI PGy se obtuvo como el cociente entre el RGP y el NGP. Referirse al
Capitulo 2 para una descripcion detallada del método de calculo de cada atributo.

4.2.3. Analisis estadistico

Las estimaciones de las aptitudes combinatorias generales (ACGs) de las lineas
endocriadas para cada nivel de N y a lo largo de todos los ambientes (A) se computaron
utilizando el modelo 1 de Griffing (1956) de efectos fijos y el Método 3 del analisis
dialélico (Yao et al., 2013). Dicho analisis se llevd a cabo usando el programa
DIALLEL-SASO05 (Zhang et al., 2005). El grado de asociacién entre el valor fenotipico
de cada linea y su correspondiente valor de ACG para cada rasgo y nivel de N se
computd mediante un analisis de correlacion de Pearson (r). Asimismo, se calcularon
las correlaciones de los valores de ACG de las lineas entre condiciones de N.
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Se realizé un andlisis de componentes principales sobre la matriz estandarizada de las
combinaciones (i) linea x atributo para los valores de ACG, e (ii) hibrido x atributo para
los valores de aptitud combinatoria especifica (ACE). Para una descripcion detallada del
método de calculo de las aptitudes combinatorias, referirse al Capitulo 3. Las matrices
se contruyeron con las lineas (seis) o los hibridos (15, los cruzamientos reciprocos no se
incluyen) ubicados en las filas y los atributos en las columnas. A su vez, los atributos se
dividieron en dos grupos: determinantes fisiologicos del PGg (nueve en total), y
componentes asociados al NGP y PGy (seis en total). Como resultado, se generaron dos
matrices para los valores de ACG (6x9 y 6x6) y dos para los de ACE (15x9 y 15x6).
Producto de las distintas unidades en la que se expresan los caracteres analizados, se
utilizaron los valores estandarizados restandole a cada valor su media y dividiéndolo por
su desvio estandar. Los biplots se construyeron de manera separada para cada nivel de
N y usando los primeros dos componentes principales (CP1 y CP2). Esto permite
visualizar si las las relaciones entre atributos, entre genotipos, y entre atributos y
genotipos se mantienen o varian entre condiciones de N. A su vez, permite conocer qué
atributos y genotipos explican en mayor proporcion la variabilidad total en cada
condicion de N. Se usaron sélo los dos primeros componentes principales ya que en
todos los casos explicaron en conjunto una alta proporcion (> 70%) de la variabilidad
total exploradada. Los genotipos se representaron como puntos y los atributos como
vectores. Genotipos que se encuentran proximos entre si son similares en sus respuestas
especificas para todos los atributos analizados. Para un atributo en particular, los
genotipos pueden ser comparados al proyectar una perpendicular desde cada punto
correspondiente al genotipo hacia el vector del atributo de interés. Asi, genotipos que se
ubican mas alejados del centro muestran una respuesta relativa mayor para ese atributo
(positiva en el sentido del vector y negativa cuando se ubican en su proyeccion
opuesta), y viceversa. Los biplots también permiten visualizar la fuerza de las
asociaciones entre vectores. Angulos agudos entre dos vectores indican asociaciones
positivas, angulo recto indica falta de asociacion y angulos mayores a 90° indican
asociaciones negativas (Chapman et al., 1997; Kroonenberg, 1997). Si bien las
asociaciones se evallan para los primeros dos componentes principales, pueden
eventualmente ser diferentes para otras combinaciones de ejes en el plano de
ordenamiento (e.g. CP1 y CP3). El analisis se llevé a cabo usando el paquete factoextra
(version 1.0.5) en R 3.4.1 (R Core Development Team, 2018). Asimismo, se calcularon
las correlaciones entre las ACGs de los caracteres primarios y los rasgos secundarios
para cada condicion de N por separado y a lo largo de todos los ambientes. Lo mismo se
computé para los efectos de ACE.

Los efectos genéticos de cada hibrido se calcularon a partir de la suma de los
efectos individuales de ACG de cada uno de sus parentales y la ACE producto de la
combinacion particular entre ambos padres (Ec. 3.12). No se tuvieron en cuenta los
efectos reciprocos por resultar no significativos (P > 0,05) para todos los atributos (ver
Capitulo 3). Para caracterizar las relaciones genéticas entre las variables evaluadas con
un enfoque causal, se realizaron dos analisis de sendero (Balzarini et al., 2008), uno
para el PGg y otro para el PGy. En el analisis de sendero se pretende construir modelos
de causa-efecto entre las variables respuesta a través de la particion de la correlacion
entre dichas variables como la suma de los efectos directos de una variable sobre otra
(senderos simples) y los efectos indirectos de una variable sobre otra, via una 0 mas
variables componentes (senderos compuestos). La construccion de los dos modelos
causales (para PGg y para PGy) se basd en dos fuentes de informacion, (i) el
conocimiento previo de las asociaciones fisiologicas entre los atributos evaluados (ver
Cap. 1), y (ii) los resultados obtenidos a partir de los analisis de ordenamiento y
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correlacion para los distintos efectos genéticos desarrollados en este capitulo.
Asimismo, se cumplié con los requisitos necesarios para dearrollar un anélisis de
senderos (distribucion normal de los residuales, linealidad de las relaciones causales,
temporalidad de las relaciones causales).

4.3. Resultados
4.3.1. Aptitud combinatoria general de las lineas y asociacion con su fenotipo

Al analizar la ACG de las lineas parentales en cada condicién de N, se observé que
hubo lineas que se destacaron en sus efectos positivos, mientras que otras sobresalieron
por sus efectos negativos en términos del comportamiento de su progenie hibrida
(Cuadros 4.1 y 4.2). En general, tanto para el PGg como para sus componentes
fisiologicos, la linea de mayor valor de ACG (en verde, Cuadro 4.1) tendié a destacarse
conjuntamente en ambos niveles de N (excepto en el caso de TCG y MCAQG).
Asimismo, las correlaciones de los valores de ACG entre condiciones de N (i.e.
ACG_NO vs. ACG_N1) fueron intermedias (r = 0,50 — 0,65; P < 0,05) para MVG,
TCG, DLLG, DFL, MCAG y DLLE, y altas (r = 0,76 — 0,83; P < 0,01) para PGg, TDG
y CHMF. Es necesario hacer una salvedad respecto de lo que sucede con las ACGs de
TDG y CHMF, ya que un aumento en el valor de ambos atributos (en valor absoluto
para TDG) suele asociarse negativamente con la duracién del llenado (ver Cap. 1). Por
lo tanto, la linea méas favorable para TDG y CHMF seria la de menor ACG para estos
rasgos (en rojo, Cuadro 4.1), lo que se mantuvo entre condiciones de N.

Los valores més altos de ACG de cada combinacion atributo x N (en verde, Cuadro
4.1) se repartieron entre tres lineas (LP2, LP561 y LP662); sin embargo, dichas lineas
también expresaron los valores méas bajos de ACG para algunos atributos. Asi, LP2
produjo hibridos superiores (P < 0,001) para PGg (cuyo peso supero al promedio en 9,3
y 12 mg grano™ en NO y N1, respectivamente), CHMF (obtuvo el menor valor) y TCG
(sobre todo en N1). En contraste, esta linea tuvo en N1 el menor valor de ACG para
DLLG y DLLE (enrojo, Cuadro 4.1) y, consecuentemente, el mayor valor de ACG para
TDG en dicha condicion de N. Respecto de LP561, pese a que también generd
descendencia superior para PGg (aunque en menor magnitud que LP2 vy
significativamente solo en NO), esta linea se destacO notablemente en sus niveles de
ACG para la duracion total de la fase de llenado del grano (DLLG), como asi también
para el periodo de llenado efectivo (DLLE). En concordancia con esto Gltimo, LP561
expreso el menor valor de ACG para TDG y uno de los menores para CHMF (Cuadro
4.1). Ademas, la descendencia de dicha linea tuvo en promedio el menor valor de TCG
(en rojo), y uno de los méas bajos para MCAG y DFL. Por su parte, LP662 también dio
hibridos con valores de PGg mayores al promedio (ACG positiva), y de magnitud
similar a LP561 (Cuadro 4.1). Asimismo, LP662 tuvo los valores mas altos de ACG (P
< 0,01) para MVG y DFL en ambos niveles de N, y para TCG, MCAG, TDG y CHMF
en NO. En concordancia con la alta ACG para TDG y CHMF, dicha linea expreso la
menor ACG para DLLE en NO (en rojo, Cuadro 4.1). En oposicion a lo comentado
previamente, la linea de menor ACG (P < 0,001) para PGg fue LP611. Esta linea tuvo
valores negativos de ACG para MVG, DLLG y DLLE. En concordancia con lo
observado para estos Ultimos dos atributos, LP611 también expresé los valores méas
altos de ACG para TDG y CHMF como promedio de ambas condiciones de N.

Las diferencias entre las ACGs de las lineas parentales (EE, en Cuadro 4.1) fueron
mayores en N1 para la mayoria de los rasgos, excepto para el MCAG. La magnitud del
aumento en el EE de las ACGs al pasar de NO a N1 fue elevada (>10%) para PGe
(45%), MVG (34,7%), TCG (25%), DFL (27,8%) y TDG (33,3%). Respecto de las
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correlaciones entre el valor de ACG de las lineas parentales y su valor fenotipico per se
(racc_vr), se destacaron (P < 0,001) las correspondientes a TCG (0,72), MCAG (0,70) y
TDG (0,68), siendo intermedias (P < 0,05) las de MVG y DFL (0,46). Por su parte, el
PGe experimentd, en promedio, la menor race_ve. EXistio una variacion notable en los
valores de racg vr entre condiciones de N, observandose en N1 una disminucion
marcada para MVG pero un incremento importante para DLLG, DFL, DLLE, TDG y
CHMF (Cuadro 4.1).
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Cuadro 4.1. Aptitud combinatoria general (ACG) de las lineas parentales para peso de grano y determinantes fisioldgicos, y correlacion entre la ACG y
el valor fenotipico de las lineas (racc_ ve) para cada combinacion Atributo x N (n = 12). Los valores positivo y negativo mas altos de ACG para cada
combinacion Atributo x N se encuentran en color verde y rojo, respectivamente.

Atributo N B100 LP2 LP561 LP611 LP662 ZN6 EE*  raco.vr
PG NO -1,6 9,37 272" -8, 7 1,9 -3,6 2,2 0,27
(mg grano™) N1 -0,5 12%** 1,0 11 2,6 -2,3 3,2 -0,06
MVG NO -1,3 0,4 5,1* -4,4 13*** 13** 2.3 0,68**
(ul grano™) N1 5,4 7.4 2,4 -6,2* 9,1** -7,2* 31 0,37
TCG NO -0,008* 0,010* -0,009* 0,000 0,015***  -0,008 0,004  0,77**
(mg grano™°Cd) N1 -0,006 0,024***  .0,014™  -0,010" 0,004 0,003 0,005  0,68**
DLLG NO 4,4 -1,7 18* -16 2,4 -3,1 8,2 0,18
(°Cd) N1 4,2 20** 21** -7,6 17* -13 8,3 0,55*
DFL NO -9,4* -4,5 -11** 11** 30*** -16™* 3,6 0,32
(°Cd) N1 -16™* 0,49 -8,5 45 20*** -0,3 4,6 0,59*
DLLE NO 14 2,7 30™* =27 -33** 13 11 0,06
(°Cd) N1 20 -21* 30** -12 -3,6 -13 11 0,48
MCAG NO 1,8 -5,0** -3,5* 2,8 11%** T4 16 0,70**
(mg grano™) N1 7,2 4,.4** -10*** 1,9 5,2*** -8,3** 15 0,72**
TDG NO 0,008 0,001 -0,038*** 0,016  0,020"*  -0,006 0,003 0,48
(gkg*grano™°Cd®) N1 0,005 0,022%**  -0,044**  0,016™* 0,006 -0,005 0,004 0,78
CHMF NO  -0,54 -0,77* -0,17 0,95* 1,2** -0,7 0,37 0,11
(%) N1 0,016 -0,63 -0,20 0,98* 0,32 -0,48 0,38 0,39

2EE: error estandar de la diferencia entre dos ACGs.

®CHMF: concentracion de humedad a madurez fisioldgica; DFL: duracién de fase lag; DLLE: duracion del llenado efectivo del grano; DLLG: duracion total del llenado de grano;
MCAG: maximo contenido de agua del grano; MVG: maximo volumen del grano; PGe: peso de grano estimado; NO: sin fertilizar; N1: fertilizado con 200 kg N ha*; TCG: tasa de
crecimiento del grano; TDG: tasa de desecacion del grano.

% % %%k rapresenta valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente.
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A partir del andlisis de las ACGs de las lineas parentales para los atributos de
crecimiento de la planta, relacién fuente-destino y componentes del RG (PGy y NGP),
se observd en general que los genotipos con altos valores en N1 también se destacaron
en NO (Cuadro 4.2). Asimismo, las correlaciones de los valores de ACG entre
condiciones de N para la mayoria de los atributos fueron altas (r = 0,60 — 0,94; P <
0,01), excepto para el CPp_ e (r = -0,19; P > 0,05). La linea LP561 fue la de mayor
ACG para PGy y para los atributos que se definen en el llenado efectivo, i.e. CPp g Y
CPpLLe grano™ (sobre todo en NO); sin embargo, expresé el menor valor (P < 0,001)
para el NGP (en rojo, Cuadro 4.2). Por el contrario, B100 obtuvo los valores més altos
(P <0,001) de ACG para el NGP, asi como también para la TCPpc (sobre todo en NO);
pero estuvo entre las de menor ACG (P < 0,01) para PG, al igual que para ambas
relaciones fuente-destino (sobre todo en NO, Cuadro 4.2). Por su parte, LP611 fue la
peor (P < 0,01) en términos del comportamiento de su progenie para TCPpc y PGy (en
rojo, Cuadro 4.2), y estuvo entre las peores para NGP, TCPpc grano™ y CPp_ e. Resulta
Ilamativo el comportamiento de LP2 ya que, a pesar de ser la de mayor ACG para PGg,
no se destacd para el PGy pero si lo hizo para el NGP. Ademas, esta linea expreso
valores de ACG de signo contrario entre niveles de N (positivos en N1 y negativos en
NO) para el CPp.i g, CPpie grano™ y PGy (Cuadro 4.2). En concordancia con esto
altimo, se encontro que el CPp e tuvo valores de ACG de signo contrario entre
condiciones de N no solo para LP2, sino tambien para otras tres lineas parentales (B100,
LP611, LP662).

En la mayoria de los atributos, las diferencias entre las ACGs de las lineas
parentales (EE, en Cuadro 4.2) fueron mayores en N1, con un incremento en el EE de
mas del 80% para la TCPpc, Yy de alrededor del 50% para CPp e Y PGum. Esta tendencia,
que también se detectd previamente para los determinantes fisiologicos del PGg
(Cuadro 4.1), tuvo como unica excepcion al NGP. Respecto de las correlaciones entre la
ACG de las lineas parentales y su valor fenotipico per se, se destaca la observada para
el NGP (r = 0,76; P < 0,01) en ambos niveles de N (Cuadro 4.2). Estas correlaciones,
sin embargo, fueron notablemente mas altas en NO que en N1 para todos los demas
atributos, aunque significativas en bajo N sélo para TCPpc grano™, CPpiie Y CPpLie
grano™. Resulta llamativo lo observado para el CPpi e en sus valores de race vr entre
condiciones de N, los cuales fueron similares en sus magnitudes pero contrarios en su
signo (Cuadro 4.2).
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Cuadro 4.2. Aptitud combinatoria general (ACG) de las lineas parentales, y correlacion entre la ACG y el valor fenotipico de las lineas (racs ve) para
cada combinacion Atributo x N (n = 12) para atributos de crecimiento de la planta, relacion fuente-destino y componentes numéricos del rendimiento.
Los valores positivo y negativo mas altos de ACG para cada combinacion Atributo x N se encuentran en color verde y rojo, respectivamente.

Atributo N B100 LP2 LP561 LP611 LP662 ZN6 EE*  raccvr
TCPp NO 17 4,2 -14** 21 0,4 13** 45 0,40
(mg pl™ °Cd™) N1 13 6,3 9,2 3% -6,0 27 8.2 0,10
TCPpcgrano™ NO  -0,022 -0,037* 0,010 0,000 0,025 0,023 0,015 0,52*
(mg °Cd™* grano™) N1  -0,043** -0,021 0,022 0,047 0,025 0,064 0,015 0,02
CPpiie NO 4,0 -2,5 4.4* -5,2* 0,8 -1,5 2,0 0,52*
gpl) N1 2.2 8,2** 3,5 1,8 5,8 5,5 3,1 -0,40
CPp_ egrano™ NO -13** 23 30™** 1,7 5,2 -1,6 4,6 0,73**
(mg grano™) N1 -33*** 2,6 23*** 8,5 4,0 5,1 5,2 0,30
NGP NO 49*** 22* -35*** -26* 8,7 2.1 10 0,75*
(eI N1 60™** 24*** -36*** -16** 27 55 6,1 0,78**
PG NO -6,3** -5,8** 14*** -8,6™** 45" 2,0 2,2 0,47
(mg grano™) N1 -8,8** 4,3 6,9* -10** 3,9 4,3 32 0,22

®EE: error estandar de la diferencia entre dos ACGs.

®CPp, g Crecimiento por planta durante el periodo de llenado efectivo; CPpi e grano‘l: CPpLLe por grano; NO: sin fertilizar; N1: fertilizado con 200 kg N hat; NGP: nimero de granos
por planta; PGy peso medio de grano; TCPec: tasa de crecimiento por planta durante el perodo critico para la fijacién de granos; TCPpc grano™: TCPpc por grano.

Ox % %%k rapresenta valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente.
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4.3.2. Asociaciones de los efectos de aptitud combinatoria: peso de grano y sus
determinantes fisioldgicos

Las asociaciones entre las ACGs del PGg y sus determinantes fisiologicos, asi como
la proporcién de la variabilidad total explicada por los primeros dos componentes
principales (CP1 y CP2), variaron entre condiciones de N (Fig. 4.1). Asi, dichos
componentes principales explicaron, en conjunto, el 78 y 70% de la variacion en NO
(Fig. 4.1A) y N1 (Fig. 4.1B), respectivamente. Las ACGs para DLLE, MVG y DFL
fueron las que més explicaron (14%, 14%, y 12%, respectivamente) la variabilidad total
de los primeros dos componentes principales en NO; mientras que las ACGs para PGg
(15%), TCG (14%), y DLLE y MVG (13% cada una) se destacaron en N1. La ACG
para PGg se asocio (i) en NO, positiva y fuertemente con el MVG, y en menor medida
con DLLG, DLLE, TCG y MCAG, y negativamente con la TDG; y (ii) en N1, positiva
y fuertemente con el MVG y la TCG, y en menor medida con el MCAG y la DFL. Lo
observado en N1 se condice con la alta correlacion detectada entre las ACGs para PGegy
para MVG y TCG, las cuales fueron superiores en dicha condicion de N (Cuadro 4.3).
Ademas, en N1 el PGg no se asocio con la DLLG (angulo entre vectores igual a 90°,
Fig. 4.1B), y lo hizo débil y en forma negativa con la DLLE y la CHMF (&4ngulo entre
vectores mayor a 90°, Fig. 4.1B).

En el caso de los dos componentes fisiologicos mas importantes del PG, i.e. TCG y
DLLG, sus ACGs se asociaron negativamente entre si en ambos niveles de N (angulo
mayor a 90°, Fig. 4.1). Sin embargo, mientras las ACGs de ambos atributos participaron
positivamente de la determinacion de la ACG del PGg en NO (Fig. 4.1A), s6lo la ACG
de la TCG conservé esta tendencia en N1 (Fig. 4.1B). Asimismo, la ACG de la DLLG
siempre se asocio fuerte y positivamente con la correspondiente a la DLLE, y ambas se
correlacionaron de manera negativa con las ACGs de casi todos demas los atributos
(excepto con el PGe y el MVVG en NO). Por su parte, en ambos niveles de N se verifico
que las ACGs de los rasgos TCG, DFL, MCAG y MVG se asociaron positivamente
entre si; lo mismo se observoé entre las ACGs de la TDG y la CHMF (Fig. 4.1).

Las lineas endocriadas variaron marcadamente en sus patrones de respuesta, lo que
se evidencid a partir del arreglo diferencial entre genotipos y atributos en ambas
condiciones de N (Fig. 4.1). Entre las lineas que mas contribuyeron a explicar la
variabilidad de las ACGs de los atributos evaluados, se destaca la importancia de LP662
y LP561 en NO (ca. 55% de la variabilidad total), y de LP2 y LP561 en N1 (ca. 50% del
total). Por el contrario, B100 expreso un efecto reducido, ubicandose cercana al origen
en ambos niveles de N. Las asociaciones de las lineas con la ACG para PGg fueron (i)
positivas (proyeccion perpendicular en sentido positivo del vector) en el caso de LP2 y
LP662 en ambos niveles de N, y de LP561 en NO; (ii) fuertemente negativas
(proyeccidn perpendicular negativa) para LP611 en ambos niveles de N, y para ZN6 en
NO; y (iii) casi nulas en el caso de B100. Dichas respuestas coinciden con los valores
comentados de ACG para PGg de cada una de las lineas (ver Cuadro 4.1).

En cuanto a las asociaciones de las lineas con las ACGs de los atributos secundarios
del PGg, LP662 se asoci6 positivamente con la ACG de MVG, TCG, MCAG y DFL en
ambas condiciones de N, aunque de manera mas robusta en NO; similar comportamiento
se observo para LP2, pero solo en N1 (Fig. 4.1). Esto se condice con los valores altos de
ACG expresados por las lineas LP2 y LP662 en los atributos mencionados (Cuadro 4.1).
Resulta relevante lo observado para el genotipo LP561, el cual se asocié positivamente
con la AGC para DLLG y DLLE (maximo valor de ACG para dichos atributos, Cuadro
4.1), y negativamente con la ACG para CHMF y TDG. A diferencia de lo observado
para LP561, la linea parental LP611 expreso el patron inverso (Fig. 4.1).
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Figura 4.1. Biplots de los dos primeros componentes principales (CP 1y CP 2) para aptitud
combinatoria general (ACG) del PGg y sus determinantes fisiologicos, evaluados en seis lineas
endocriadas bajo (A) NO, y (B) N1. Los resultados corresponden a dos afios experimentales
(2013-14 y 2014-15). Los atributos estan representados por vectores y los genotipos por puntos.
CHMF: concentracion de humedad a madurez fisioldgica; DFL: duracion de fase lag; DLLE:
duracién del llenado efectivo del grano; DLLG: duracién total del llenado de grano; MCAG:
maximo contenido de agua del grano; MVG: maximo volumen del grano; TCG: tasa de
crecimiento del grano; TDG: tasa de desecacion del grano.
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Cuadro 4.3. Correlacion de Pearson para las aptitudes combinatorias general (r_ACG) y
especifica (r_ACE) del PGg con las correspondientes a sus atributos secundarios. Los datos
corresponden a seis lineas endocriadas evaluadas en sus 30 hibridos simples derivados, a través
de todos los ambientes (Prom.; n=24 para ACG, n=60 para ACE), y para cada condicion de N
(NO: sin fertilizar, N1: fertilizado con 200 kg N ha™; n=12 para ACG, n=30 para ACE).

. r ACG r ACE
Atributo

Prom. NO N1 Prom. NO N1
MVG? 0,77%** 0,59+ 0,86*** 0,76*** 0,57*** 0,84***
TCG 0,73*** 0,49+ 0,87*** 0,57*** 0,46* 0,62***
DLLG -0,09 0,14 -0,23 0,78+ 0,72%** 0,84***
DFL 0,20 -0,09 0,43 0,14 -0,24 0,26
DLLE -0,17 0,14 -0,42 0,63*** 0,69*** 0,60***
MCAG 0,35* 0,11 0,49+ 0,62%** 0,38+ 0,73
TDG 0,03 -0,24 0,19 0,44 0,38+ 0,47
CHMF -0,21 -0,22 -0,24 -0,61*** -0,68*** -0,57**

®Para la descripcion detallada de los atributos referirse a la Cuadro 4.1.
bx x sk representa valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente.

Cuando se realizé el analisis de componentes principales para las ACEs de los
atributos secundarios del PGg, se comprobo que CP1 y CP2 explicaron en conjunto una
mayor proporcion de la variabilidad total en N1 (87%) que en NO (74%); i.e. un patron
opuesto al observado previamente en el analisis de ordenamiento para las ACGs de
dichos atributos. Las ACEs de los atributos PGg, DLLG, DLLE y TCG fueron las que
méas contribuyeron a explicar la variabilidad total de CP1 y CP2, alcanzando en
conjunto el 58 y 50% en NO y N1, respectivamente. Por el contrario, las ACEs de TDG
y MCAG fueron las que menos contribuyeron a explicar la variabilidad del sistema, lo
que se evidencié en la menor longitud de sus vectores (Figs. 4.2A y B).

En general, la condicion de N no modificé el patron de asociacion entre la ACE
para PGg y la de sus componentes fisiologicos (Fig. 4.2). En este sentido, la ACE del
PGe tuvo una asociacion (i) negativa con la ACE de la CHMF (angulo entre vectores
mayor a 90°); (ii) nula con la ACE de la DFL (&ngulo recto); y (iii) positiva (angulo
menor a 90°) con las ACEs del resto de los atributos (Fig. 4.2). Respecto de las
asociaciones positivas con la ACE para PGg, se destacaron en NO aquellas con las ACEs
para MVG, TDG, MCAG y DLLG; mientras que en N1, sobresalieron las relaciones
con las ACEs para MVG, MCAG y DLLG (Fig. 4.2). El grado de correlacion de los
efectos de ACE para PGg y ACE para sus atributos secundarios tendié a ser mayor en
N1 (Cuadro 4.3). El mecanismo de asociacion genética entre el PGe y la DLLG merece
ser destacado, ya que de expresar una correlacion casi nula (r = -0,09) entre sus efectos
de ACG, ambos atributos pasaron a estar fuertemente correlacionados entre si en sus
efectos de ACE (r = 0,78; Fig. 4.2). Por su parte, las ACEs de los dos determinantes
fisiologicos mas importantes del peso de grano (i.e. TCG y DLLG), no se asociaron
entre si (N1, Fig. 4.2B) o lo hicieron débilmente y de manera negativa (NO, Fig. 4.2A).
Al igual que lo observado para las ACGs y mas alla del nivel de N analizado, las
asociaciones via ACE fueron positivas entre si para (i) TCG, MVG, MCAG, TDG y
DFL; y (ii) DLLG y DLLE. Para el caso de DLLG y DLLE, sus ACEs se asociaron en
forma negativa con la ACE para CHMF (angulo entre vectores cercano a 180°, Fig.
4.2).

Los hibridos variaron sustancialmente en sus patrones de respuesta a partir de sus
ACEs, lo que se evidencio en el arreglo espacial diferencial entre genotipos y atributos
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en ambas condiciones de N (Figs. 4.2). Del total de la variabilidad explorada por los
CP1 y CP2, alrededor del 60% fue explicada solo por cuatro genotipos, tanto en NO
(LP2xLP662, LP561xLP662, LP2xLP561, LP2xZN6) como en N1 (LP611xZNG6,
LP611xLP662, LP2xZN6, LP662xZN6). Solo seis de los 15 hibridos se asociaron
positivamente con la ACE para PGg en N1 (genotipos en naranja, Fig. 4.2B); mientras
que en NO la cantidad de genotipos que expresd dicho patron ascendié a nueve (Fig.
4.2A). Respecto de las asociaciones particulares entre los genotipos y la ACE para PGg,
el hibrido LP2xLP662 tuvo la relacién positiva mas fuerte en NO, y una de las mas
importantes en N1 (Figs. 4.2A y B), condicion de N en la que LP611xZN6 fue el que
tuvo la asociacion positiva mas robusta con el PGe (Fig. 4.2B). Cabe destacar que,
como se menciond anteriormente, los parentales del hibrido LP2xLP662 también
expresaron altos valores de ACG para PGg; mientras que el hibrido LP611xZN6
proviene de parentales con la menor ACG para PGg (Cuadro 4.1). Asimismo,
LP2xLP662 se asocié fuertemente con las ACEs para TCG, MVG, MCAG, DFL y
TDG (sobre todo en NO), mientras que LP611xZN6 se asoci6 con las ACEs
correspondientes a la DLLG y DLLE (principalmente en N1). Por el contrario,
LP2xZN6 y LP611xLP662 se asociaron fuertemente con las ACEs para PGg y CHMF
de manera negativa y positiva, respectivamente (Figs. 4.2A y B). Paralelamente, se
destaca la asociacion positiva y robusta de LP2xLP561 con la DLLG y DLLE en ambas
condiciones de N.
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Figura 4.2. Biplots de los dos primeros componentes principales (CP 1y CP 2) para aptitud
combinatoria especifica (ACE) del PGg y sus determinantes fisioldgicos, evaluados en 15
hibridos y bajo (A) NO, y (B) N1. Los resultados corresponden a dos afios experimentales
(2013-14 y 2014-15). Los atributos estan representados por vectores y los genotipos por puntos.
Genotipos naranjas y azules corresponden a asociaciones con la ACE del PGg positivas y
negativas, respectivamente. Para la descripcion de los atributos referirse a la Fig. 4.1.

4.3.3. Asociaciones de los efectos de aptitud combinatoria: crecimiento de la
planta, relacién fuente-destino y componentes del rendimiento

El analisis de componentes principales para las ACGs de los atributos de
crecimiento por planta y por grano, y componentes del rendimiento explico, a través de
sus primeros dos componentes (CP1 y CP2), el 80 y 75% de la variabilidad total en NO
y N1, respectivamente (Fig. 4.3). Las ACGs que mas contribuyeron a explicar la
variabilidad de ambos CPs fueron las correspondientes al NGP y el PGy (40% en
conjunto) en NO, y las de los atributos de relacion fuente-destino (42%) en N1. Por el
contrario, la ACG del CPp_ e fue notoriamente la que menos contribuyé a explicar la
variabilidad del sistema (menos del 5%) en N1, lo que se evidencié en la longitud
reducida de su vector (Fig. 4.3B).
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Mas alla de la condicién de N, la ACG para PGy se asocié negativamente con la
del NGP y positivamente con la de ambas relaciones fuente-destino (Fig. 4.3); sin
embargo, en N1 la correlacién fue mas estrecha con la ACG de la TCPpc grano™ (r =
0,70; P < 0,01). Ademas, la ACG del PGy no se asocid con la de TCPpc en NO, ni con
la del CPpLie en N1 (Fig. 4.3). Por su parte, la ACG para NGP se correlaciond (i)
positivamente con la ACG para TCPpc (r = 0,57; P < 0,01), aunque de manera mas
estrecha en NO; y (ii) negativa y fuertemente con las ACGs de ambas relaciones fuente-
destino (Figs. 4.3A y B; Cuadro 4.4). Ambos componentes del rendimiento se
correlacionaron negativamente entre si en sus efectos de ACG, especialmente en NO
(Cuadro 4.4).

En relacion a las asociaciones entre las ACGs de los rasgos de crecimiento y
relacién fuente-destino, se pudo observar que una mayor ACG para TCPpc se asocio
positivamente con la correspondiente a un mayor crecimiento durante la fase
subsiguiente (i.e. ACG del CPp_.g) en NO, pero lo inverso se observo en N1 (asociacion
negativa). Asimismo, la ACG para TCPpc grano™ se correlacioné fuertemente con la del
CPpLLe grano™ en NO (ambos vectores superpuestos), pero dicha asociacién fue casi
nula en N1 (Figs. 4.3A y B). Es curioso lo observado para las asociaciones entre las
ACGs de crecimiento por planta y crecimiento por grano dentro de cada sub-fase
(periodo critico y llenado efectivo), las cuales fueron positivas en N1 (angulo agudo
entre TCPpc y TCPpc grano™, y entre CPp e y CPpLie grano™), pero nulas o incluso
negativas en NO.

Las lineas que se destacaron en su nivel de contribucion para explicar la
variabilidad observada fueron B100 y LP561 (50% del total) en NO, y B100 y LP611
(60% del total) en N1. Por el contrario, ZN6 y LP2 fueron las que menos explicaron
(cercanas al origen) la variabilidad total explorada en NO y N1, respectivamente (Fig.
4.3). Los genotipos B100 y LP561 expresaron patrones opuestos en ambas condiciones
de N, ya que B100 se asocié de manera positiva con las ACGs para NGP y TCPpc, Y en
forma negativa con las ACGs para PGy Yy relaciones fuente-destino, mientras que lo
inverso se observo para LP561 (Figs. 4.3). Esto concuerda con los valores de ACG
registrados en ambos genotipos, los cuales se detallaron en la seccién 4.3.1 (Cuadro
4.2). Adicionalmente, la linea LP662 presentd un comportamiento similar a LP561, pero
de menor magnitud para las ACGs de la mayoria de los atributos (ubicacion mas
cercana al origen). EI mismo patrén de respuesta se detecto en el caso de LP2 y B100,
pero solo en NO (Fig. 4.3A). Resulta relevante lo observado para LP611, ya que se
asocid negativamente con casi todos los atributos evaluados en sus valores de ACG
(excepto con el CPp e Y CPpiie grano™ en N1).
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Figura 4.3. Biplots de los dos primeros componentes principales (CP 1 y CP 2) para aptitud
combinatoria general (ACG) de los atributos de crecimiento por planta, relacion fuente-destino
del llenado, y componentes del rendimiento, evaluados en seis lineas endocriadas bajo (A) NO, y
(B) N1. Los resultados corresponden a dos afios experimentales (2013-14 y 2014-15). Los
atributos estan representados por vectores y los genotipos por puntos. CPpg: crecimiento por
planta durante el periodo de llenado efectivo; CPpe grano™: CPp e por grano; NGP: nimero
de granos por planta; PGy: peso medio de grano; TCPpc: tasa de crecimiento por planta durante
el perfodo critico para la fijacion de granos; TCPpcgrano™: TCPpc por grano.
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Cuadro 4.4. Correlacién de Pearson para las aptitudes combinatorias general (r_ACG) y
especifica (r_ACE) del NGP (valor en la celda superior) y del PGy (valor en la inferior) con las
correspondientes a atributos del crecimiento por planta y relacion fuente-destino durante el
llenado de los granos. Los datos corresponden a seis lineas endocriadas evaluadas en sus 30
hibridos simples derivados. Prom. corresponde al valor a lo través de todos los ambientes
(Prom.; n=24 para ACG, n=60 para ACE), y para cada condicion de N (NO: sin fertilizar, N1:
fertilizado con 200 kg N ha™; n=12 para ACG, n=30 para ACE).

r ACG r ACE
Atributos
Prom. NO N1 Prom. NO N1

TCPpc* NGP 0,57*b 0,73 0,46* 0,46 0,31 0,54

PGwm 0,20 0,01 0,34 0,16 0,46* 0,12
TCPpc NGP -0,60™™* -0,68™ -0,65* -0,62*** -0,83*** -0,42*

-1

grano PGwm 0,69 0,69™ 0,70™ 0,12 0,22 0,07
CPpiLiE NGP 0,19 0,33 0,12 0,63 0,85 0,54™

PGwm 0,27 0,32 0,25 0,56™* 0,14 0,70™*
CPF,LLEl NGP -0,79* -0,79™* -0,80™** 0,02 0,18 -0,05
grano PGwm 0,58** 0,66™ 0,52* 0,69™* 0,47 0,76***
PGy NGP -047* -0,54* -0,41 -0,05 -0,25 0,04

®Para la descripcion detallada de los atributos referirse a la Cuadro 4.2.
bx s s representa valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente.

A partir del analisis de ordenamiento para las ACEs de los atributos, los CP1y CP2
explicaron en conjunto el 76% (NO) y 81% (N1) de la variabilidad total. La ACE del
CPpLLe fue la que mas contribuyé a explicar la variabilidad entre ambas condiciones de
N, mientras que las correspondientes a la TCPpc grano™ se destaco en NO y la TCPpc en
N1 (Figs. 4.4A y B). ElI PGy se asocié positivamente en su valor de ACE con el del
CPpLLe grano™, independientemente de la condicion de N (r = 0,69; P < 0,001; Fig. 4.4),
y con los atributos de crecimiento por planta, aunque con diferencias entre los niveles
de N. Respecto de esto ultimo, la ACE del PGy se asocio en forma mas robusta con la
de la TCPpc en NO, y con la del CPp_ e en N1 (Figs. 4.4A y B; Cuadro 4.4). Por su
parte, la ACE para NGP se asoci6 fuertemente y en sentido opuesto con la del CPp g (r
= 0,63) y de la TCPpc grano™ (r = -0,62) en ambos niveles de N, aunque de manera mas
fuerte en NO (Fig. 4.4; Cuadro 4.4). Asimismo, los efectos de ACE del NGP tuvieron
una relacion (i) positiva (N1) o nula (NO) con los de la ACE del PGy, y (ii) siempre
positiva con los de la ACE de la TCPpc, aunque significativa s6lo en N1 (Cuadro 4.4).
Dentro de cada sub-fase analizada, una alta ACE para crecimiento por planta se asocio
con una alta ACE para oferta de asimilados por grano (i.e. correlacion positiva de ACEs
de TCPpc— TCPpc grano™y de CPpy g — CPpiLe grano™).

Los hibridos que se destacaron en su nivel de contribucion porcentual para explicar
la variabilidad observada fueron B100xLP2 (22%) y LP561xLP611 (15%) en NO, y
LP611xLP662 en N1, el cual explico por si solo el 22% de la variabilidad total.
Respecto de las asociaciones particulares entre los genotipos con la ACE para PGy, seis
hibridos de un total de 15 genotipos se asociaron positivamente con dicho atributo en
NO (en naranja, Fig. 4.4A); mientras que en N1 la cantidad de genotipos que expreso
dicho patron ascendi6 a nueve (sefialados en color naranja, Fig. 4.4B). Sélo cuatro
hibridos expresaron valores positivos de ACE para PGy de manera conjunta en ambas
condiciones de N (B100xLP561, B100xLP662, LP2xLP561, LP611xZN6). Asimismo,
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dos de estos cuatro hibridos (B100xLP561 y LP611xZN6) también expresaron altos
valores relativos de ACE para NGP (Figs. 4.4A y B). Por el contrario, B100xLP2 y
LP611xLP662 lograron los menores valores relativos de ACE para PGy en NO y N1,
respectivamente (Figs. 4.4A y B). Estos ultimos hibridos, ademas, fueron los de menor
ACE para NGP. Cabe resaltar lo observado para el hibrido LP561xZN6, el cual se
asocié en forma negativa con la mayoria de los atributos en ambos niveles de N.
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Figura 4.4. Biplots de los dos primeros componentes principales (CP 1y CP 2) para aptitud
combinatoria especifica (ACE) de los atributos de crecimiento por planta, relacion fuente-
destino durante el llenado, y componentes del rendimiento, evaluados en 15 hibridos bajo (A)
NO, y (B) N1. Los resultados corresponden a dos afios experimentales (2013-14 y 2014-15). Los
atributos estan representados por vectores y los genotipos por puntos. Genotipos haranjas y
azules corresponden a asociaciones con la ACE del PGy, positivas y negativas, respectivamente.
Para la descripcion de los atributos referirse a la Fig. 4.2.

4.3.4. Asociaciones genéticas

Las asociaciones genéticas entre los atributos, producto de considerar los efectos
conjuntos de ACG y ACE a través de todos los ambientes estudiados, se evaluaron
mediante analisis de senderos, tanto para el PGe como para el PGy. En el analisis para
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el PGe se hipotetizo acerca de la existencia de relaciones genéticas causales directas con
sus dos determinantes principales (TCG y DLLE), e indirectas con dos grupos de
atributos: (i) MCAG, MVG y DFL (todos via efectos en la TCG); y (ii) CHMF y TDG
(via efectos en la DLLE).

La determinacién genética del PGg se correlacion6 fuertemente y de manera
positiva con la TCG (r = 0,64; P < 0,001) y el MVG (r = 0,75; P < 0,001) en sus valores
genéticos (Cuadro 4.5), pero por mecanismos distintos. Se pudo establecer (i) un efecto
directo preponderante de la TCG en su asociacién con el PGg; y (ii) un efecto indirecto
importante y positivo de la TCG a través de los efectos del MVG sobre el PGg (en
verde, Cuadro 4.5). La TCG también ejercié un importante efecto indirecto positivo
(Cuadro 4.5) sobre el PGg via la DFL, MCAG y TDG, y negativo via DLLE, y coincide
con los valores altos de correlacion entre la TCG vy dichos atributos (r > 0,45; P < 0,001,
Fig. 4.5). Esto sugiere que el efecto de los rasgos mencionados sobre el PGg estaria
mediado en gran parte por la accion de la TCG, principalmente en el caso del MVG,
MCAG y TDG, cuyos efectos directos fueron muy bajos (Cuadro 4.5).

Respecto del impacto de la DLLE sobre el PGg, se observo que tuvo un importante
efecto directo sobre este ultimo, pese a la baja correlacion entre ambos atributos (r =
0,20; P > 0,05). Esta baja correlacion se debidé en gran medida al efecto indirecto
negativo sobre el PGg mediado por la TCG (Cuadro 4.5), lo que concuerda con la alta
correlacién negativa (r ~ -0,60) entre TCG y DLLE. Ademas, el PGg se correlacioné (P
< 0,01) positivamente con el MCAG vy negativamente con la CHMF; aunque el efecto
directo de ambos atributos sobre el PGg no resultd importante. Asi, en el caso del
MCAG, se destacé el efecto indirecto y positivo a través de la TCG (en verde), y en el
caso de la CHMF, el efecto negativo via DLLE (en rojo, Cuadro 4.5). Esto dltimo se
condice con la correlacion negativa entre ambos rasgos (CHMF y DLLE) en sus efectos
genéticos (r = -0,54; P < 0,001).

Cuadro 4.5. Coeficientes de senderos directos (en negrita) e indirectos de los efectos genéticos
correspondientes a los determinantes fisiol6gicos del peso de grano sobre los efectos genéticos
del PGe. PGe (r) representa el coeficiente de correlacion entre el PGe y cada uno de sus
componentes fisioldgicos. Para los casos de correlacién significativa, el efecto indirecto mas
alto en términos absolutos se destaca con color (en verde y en rojo para el valor positivo y
negativo, respectivamente).

Efecto Efecto Indirecto sobre PGg?
Variable directo PGk ()
sobrePG. MVG TCG DFL DLLE MCAG TDG CHMF
MVG 0,17 - 065 004 -0,12 003 000 -0,02 0,757
TCG 0,93 0,12 - -004 -045 003 -001 -0,02 0,64
DFL 0,07 0,09 0,58 - 052 003 -001 -0,07 0,17
DLLE 0,77 -0,03 -054 -0,05 - -0,02 001 008 0,23
MCAG 0,05 0,10 057 004 -026 - 0,01  -0,05 0,44
TDG -0,01 002 042 003 -029 0,03 - -0,01 0,17
CHMF -0,13 002 016 004 -052 002 0,00 - -0,40”

®para la descripcion detallada de los atributos referirse a la Cuadro 4.1.
D ek Hekx representa valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente.
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Figura 4.5. Diagrama de senderos mostrando relaciones entre los efectos génicos del PGe v el
de sus determinantes fisiolégicos. Las flechas dobles representan asociaciones mutuas entre
variables estimadas a partir del coeficiente de correlacion (r) y las flechas simples representan
influencias directas estimadas a partir de los coeficientes de sendero. Flechas de color negro y
rojo representan asociaciones positivas y negativas, respectivamente. Los valores de correlacion
(r) entre cada variable componente y la variable respuesta se presentan en la Cuadro 4.5. Para la
descripcidn de los atributos referirse a la Fig. 4.1. Valor-r significativo con una probabilidad de
*0,05; **0,01 6 ***0,001 (n=60).

En el caso de las asociaciones genéticas con el PGy, se hipotetiz6 acerca de la
existencia de relaciones genéticas causales directas con la oferta de asimilados por
grano del periodo critico (TCPpc grano™) y del llenado (CPp. e grano™), e indirectas
con la produccion de biomasa (TCPpc y CPpLig), Cada una de ellas actuando via sus
correspondientes relaciones fuente-destino. Ambas relaciones fuente-destino se
correlacionaron positivamente (P < 0,001) con el PGy, destacandose el efecto directo de
la TCPpc grano™, el cual resulté ser el més alto (Cuadro 4.6). En contraposicion a lo
hipotetizado, la incidencia directa del CPp_ £ grano™ sobre el PGy fue mucho menor,
siendo importante el efecto indirecto via CPp_ g, atributo con el cual se correlaciond
positivamente (r = 0,51; P <0,001). Pese a que el CPp_ g tuvo un efecto directo
importante sobre el PGy, el efecto indirecto negativo via TCPpc grano™ determiné que
su correlacion con el PGy, sea menor (Cuadro 4.6). EI PGy y el NGP se correlacionaron
entre si de manera negativa (Fig. 4.6). A su vez, este ultimo se asocio en sus efectos
genéticos (i) de forma negativa y fuertemente (r ~ -0,60; P <0,001) con ambas
relaciones fuente-destino; y (ii) positivamente con el crecimiento por planta de ambos
periodos (critico y llenado efectivo) (Fig. 4.6).
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Cuadro 4.6. Coeficientes de senderos directos (en negrita) e indirectos de las variables de
crecimiento por planta y relacion fuente-destino durante el periodo critico y el llenado efectivo
sobre el peso del grano medio (PGy). PG (r) representa el coeficiente de correlacion entre el
PGy v los atributos evaluados. Para los casos de correlacion significativa, el efecto indirecto

mas alto en términos absolutos se destaca con color (en verde y en rojo para el valor positivo y
negativo, respectivamente).

_ Efecto directo Efecto indirecto sobre PGy
Variable ; P 1 PGwm(n)
sobrePGv  TCPpc® TCPpcgrano® CPpe  CPpuie grano
TCPec 0,05 - 0,18 0,00 -0,09 0,15
TCPpcgrano™ 0,66 0,01 - -0,18 0,05 0,55
CPppie 0,49 0,00 -0,24 - 0,10 0,36
CPpiegrano™ 0,20 -0,02 0,18 0,25 - 0,61

®Para la descripcion detallada de los atributos referirse a la Cuadro 4.2.
bx x4k representa valores P significativos al 0,05; 0,01; y 0,001, respectivamente.
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Figura 4.6. Diagrama de senderos mostrando relaciones entre los efectos génicos del peso del
grano medio (PGy) vy los correspondientes a las variables consideradas determinantes del
mismo; i.e. tanto el NGP como el crecimiento por planta y la relacion fuente-destino durante el
periodo critico y el llenado efectivo. Las flechas dobles representan asociaciones mutuas entre
variables estimadas a partir del coeficiente de correlacion (r) y las flechas simples representan
influencias directas sobre PGy, estimadas a partir de los coeficientes de sendero. Flechas de
color negro y rojo representan asociaciones positivas y negativas, respectivamente. Los valores
de correlacion (r) entre cada variable componente y la variable respuesta se presentan en el

Cuadro 4.6. Para la descripcién de los atributos referirse a la Fig. 4.2. Valor-r significativo con
una probabilidad de *0,05; **0,01 6 ***0,001 (n=60).

4.4. Discusion

En el presente capitulo se analizaron los patrones de asociacion genética entre los
rasgos evaluados, con el fin de cuantificar la magnitud de las asociaciones, asi como
también las vias genéticas preponderantes por las cuales los atributos secundarios se
relacionaron entre si y con el atributo primario (PGe y PGy) objeto de estudio.
Asimismo, se caracterizo a las lineas parentales mediante sus valores de ACG, y se
determiné el grado de correlacién entre dichos niveles de ACG y el valor fenotipico de
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las lineas para cada condicion de N. Es importante dejar en claro que las correlaciones
genéticas obtenidas deben ser tomadas con cautela, ya que si bien el nimero de hibridos
evaluado fue considerable, los mismos provienen de una muestra fija y relativamente
pequefa de lineas endocriadas de diferente origen y background de seleccién, lo que
podria conducir a estimaciones sesgadas en los efectos de ACG y/o ACE (Lariepe et al.,
2017).

4.4.1. Correlacion entre el comportamiento de las lineas y su aptitud
combinatoria

Las lineas parentales se diferenciaron notablemente entre si en sus valores de ACG
para los atributos evaluados, lo que se atribuye en gran parte a la diversidad genética del
germoplasma utilizado (flint, semiflint, dentado), como se menciond en el capitulo
anterior. Para cada atributo, las lineas que se destacaron en sus valores de ACG en N1
tendieron a sobresalir también en NO; en consecuencia, los niveles de correlacion en los
valores de ACG entre NO y N1 fueron medio-altos, excepto para el CPp_g. ESto
pareceria indicar a priori la ausencia de un control genético diferencial segun la
disponibilidad de N, salvo en el CPp_e. En oposicion a esto, en el Cap. 3 se habia
detectado la presencia de interaccion ACG x A significativa para casi todos los atributos
analizados. Esta aparente contradiccion entre ambos resultados: altos niveles de
correlacién para los valores de ACG entre tratamientos de N vs. presencia de
interaccion ACG x A significativa, merece dos consideraciones. Por un lado, que la
interaccion ACG x A incluye no solo el efecto del tratamiento de N sino también la
incidencia del efecto del afio, principalmente a través de los registros de temperatura y
radiacion solar experimentados. Dichas variables climaticas resultaron contrastantes
entre las dos estaciones de crecimiento evaluadas, sobre todo en el periodo critico y en
la fase de llenado efectivo (Cap. 2). Por otro lado, los efectos de interaccion ACG x N
se deberian mas a cambios en la magnitud que en el orden de merito de las ACGs de las
lineas, las cuales tendieron a variar en forma moderada entre condiciones de N, excepto
en el caso del CPp g. Para este ultimo atributo se observo que varias lineas expresaron
valores de ACG de signo contrario al comparar entre niveles de N (Cuadro 4.2).

La correlacion entre el valor per se de las lineas (i.e. fenotipo) y su valor de ACG
fue mayor para sus componentes fisiologicos que para el PGg, el cual tuvo la
correlacién mas baja (Cuadro 4.1). Aqui se destacaron la TCG, el MCAG y la TDG en
sus valores de correlacion promedio (ca. 0,70), los cuales a su vez habian presentado
una alta proporcion de efectos genéticos de naturaleza aditiva (ver Cap. 3). Lo
observado sugiere que el valor fenotipico de las lineas resultaria mas predictivo del
comportamiento del hibrido para los atributos secundarios (en particular para TCG,
MCAG y TDG) que para el PGg. Esto concuerda con lo informado por Betran et al.
(2003c) para RG y sus atributos secundarios, i.e. mayor correlacion entre el
comportamiento de las lineas y su ACG para los rasgos determinantes del RG que para
este ultimo. En consecuencia, resultaria mas beneficioso seleccionar a las lineas en
funcion de los caracteres secundarios antes que evaluarlas directamente por PG en
combinaciones hibridas. Cabe recordar que el PGg ademas tuvo la menor proporcion de
efectos genicos aditivos en comparacién con sus determinantes fisioldégicos (Cap. 3), lo
que refuerza ain mas la importancia en el uso de sus caracteres secundarios con el fin
de mejorar dicho atributo con mayor eficiencia.

Cuando se analiz6 la correlacién entre el valor del rasgo per se y la ACG de las
lineas para el NGP, el patron observado fue opuesto al encontrado para el PGg, ya que
dicha correlacion fue mayor para el NGP que para los rasgos de crecimiento por planta
y relacién fuente-destino (Cuadro 4.2). En este caso, seleccionar directamente por NGP
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resultaria mas eficiente que hacerlo por su principal determinante fisiolgico (i.e
TCPec), y concuerda en parte con la alta proporcion de efectos aditivos detectada para
dicho atributo (Cap. 3). Es notable, ademas, que pese a que la correlacion para NGP no
se modificéd entre condiciones de N, si varié en forma notoria para los rasgos de
crecimiento por planta y relacién fuente-destino, al igual que para el PGy,
incrementandose todos en NO. Esto se condice con lo informado para RG, donde las
correlaciones entre el comportamiento de las lineas y sus ACGs fueron mayores con
baja oferta de N (Betran et al., 2003b). Sin embargo, las lineas usadas por Betran et al.
(2003b) provenian de poblaciones seleccionadas en ambientes con estrés abidtico en
general y de N en particular, con la consiguiente esperable acumulacion de genes
favorables para adaptacion a dichas condiciones, mientras que para las lineas evaluadas
en esta tesis no sucedid lo mismo. Por consiguiente, la mayor correlacion se atribuiria
en gran parte al efecto del ambiente explorado en NO, el cual favorece la expresion de
efectos aditivos via disminucion del componente de ACE (Cap. 3) y de los niveles de
heterosis. En este sentido, merece ser destacado lo observado para el CPp_ g, Ya que
ademas de expresar la mayor diferencia en sus correlaciones entre niveles de N (rno =
0,52 vs. ry; = -0,40), dicha correlacion resultd negativa en N1. Esto indicaria que la
componente atribuible al control genético en el valor observado de CPp g resultaria
baja en comparacion con la incidencia del ambiente. Es probable que la caida
considerable en la proporcion de efectos aditivos en N1 en combinacion con el gran
aumento en los niveles de heterosis (Cap. 3) sean los principales responsables de la falta
de capacidad para predecir el comportamiento del hibrido a partir del de sus lineas
parentales en dicha condicion de N.

A diferencia de lo comentado en el parrafo anterior para los rasgos de crecimiento
de la planta y relacion fuente-destino, en NO se observd una menor correlacion entre el
valor del rasgo per se y la ACG de las lineas para varios rasgos secundarios del PGg, en
particular aquellos que dependen fuertemente de las condiciones exploradas durante el
llenado efectivo del grano (DLLG, DLLE, TDG, CHMF; Gambin et al., 2007; Sala et
al., 2007a; Borras y Gambin 2010). Es importante dejar en claro que si bien el modo de
accion génica se estima sobre el hibrido, la correlacion incluye el fenotipo de las lineas,
el cual depende de su respuesta al tipo de estrés aplicado. Como se discutié en el
Capitulo 2, el déficit en la oferta de N impacta directamente sobre el crecimiento por
planta durante el llenado efectivo, reduciéndose la oferta de asimilados por grano en
dicho periodo (menor CPp e grano™), una tendencia que no se verificé en la relacion
fuente-destino del inicio del llenado (TCPpc grano™), la cual permanecio relativamente
estable. Esto Gltimo concuerda con lo observado para el conjunto de atributos que se
define a comienzos del llenado (MCAG, MVG, TCG). Estos dependen de la oferta de
asimilados por grano en dicho momento (Borras y Westgate, 2006; Gambin et al., 2006;
2008), cuyo comportamiento fue opuesto al de la DLLG y sus rasgos asociados. Asi,
para MCAG, MVG y TCG las correlaciones entre el fenotipo de las lineas parentales y
sus ACGs tendieron a no variar o incluso aumentar con la disminucion en la oferta de
N.

4.4.2. Asociaciones genéticas entre el PGg y sus componentes fisiologicos

El PGe se asocid fuertemente en sus efectos genéticos con el MVG, producto de la
alta asociacion entre ambos en sus componentes de ACG, al igual que entre sus ACEs.
Esto sugiere que tanto la via aditiva como la no aditiva serian importantes en la
determinacion del PGg a través del MVG. Los dos mecanismos genéticos principales
detras de las correlaciones genotipicas entre caracteres cuantitativos son la pleiotropia y
el ligamiento. En el primero, un gen o conjunto de genes afecta en forma simultanea a
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dos 0 més caracteres, mientras que en el segundo genes independientes se transfieren
conjuntamente a la siguiente generacion debido a su proximidad fisica (Falconer y
Mackay, 1996). En este sentido, se han detectado varios QTLs co-localizados para PG y
MVG (Peng et al., 2011). Numerosos estudios han informado acerca de la fuerte
relacion entre dichos atributos (Millet y Pinthus, 1984; Kiniry et al., 1990; Saini y
Westgate, 2000), definiéndose el MVG poco después de alcanzarse el MCAG, rasgo
con el cual a su vez se encuentra intimamente asociado (Saini y Westgate, 2000; Borras
et al., 2003; Borréas y Westgate, 2006). Esto concuerda con la alta correlacion genética
observada entre el MCAG y MVG (Fig. 4.5). Si bien ambos atributos se asocian con el
peso potencial, el primero depende basicamente del nimero de células diferenciadas en
la fase lag, mientras que el segundo integra ademas la capacidad de expansion de esas
células (Sala et al., 2007b), lo que explica su fuerte asociacion con el PGg. Cabe
destacar que las correlaciones entre los efectos aditivos (asociaciones ACG-ACG), y
entre los no aditivos (asociaciones ACE-ACE) del MCAG y MVG con el PGg variaron
en forma considerable con la condicion de N, aumentando marcadamente en N1. Esto se
deberia al impacto negativo del déficit de N sobre el PG final, por lo que en la condicion
NO no se alcanzaria el potencial definido temprano en el llenado y, por lo tanto, el PG
pasaria a depender en mayor medida de las condiciones exploradas durante el periodo
de llenado efectivo (ver Cap. 1; Borras et al., 2004). Asi, el PG final estaria determinado
principalmente por los atributos secundarios que se definen en dicho periodo (e.g.,
DLLE, CHMF y TDG). Esto se sustenta en la mayor correlacion observada en NO
respecto de N1 entre el PGy los atributos mencionados, sobre todo para sus efectos de
ACE.

Los dos determinantes fisiologicos principales del PGg (i.e. TCG y DLLE) se
asociaron genéticamente con este ultimo en forma directa (Cuadro 4.5), pero a través de
mecanismos distintos. En la mayor correlacion genética del PGg con la TCG preponderé
la via aditiva (correlacion ACG-ACG mayor que ACE-ACE), aungue las asociaciones
via ACE fueron considerables, especialmente en N1. Esto concuerda con la mayor
importancia de la TCG respecto de la DLLG para explicar las diferencias en el PG
(Borras y Gambin, 2010). Por el contrario, la DLLG y la DLLE se asociaron
genéticamente con el PGg, sobre todo a través de los efectos de ACE (Cuadro 4.3). En
coincidencia con esto Ultimo, trabajos previos han referido que la heterosis (asociada
comunmente a efectos no aditivos) para PG se relaciono principalmente con aquella
para DLLG (Daynard et al., 1971; Poneleit y Egli, 1979; Alvarez Prado et al., 2013a).
La TCG y DLLG son atributos que estan controlados por procesos fisioldgicos distintos
(Borras 'y Gambin, 2010), diferenciandose también en sus controles genéticos
subyacentes. La presencia de QTLs para PG, TCG y MCAG co-localizados en las
mismas regiones cromosomicas (Liu et al., 2011; Li et al., 2012; Alvarez Prado et al.,
2013b; Alvarez Prado et al., 2014) respalda la existencia de una base genética comdn
para dichos atributos. Por el contrario, la existencia de QTLs para TCG y DLLG
localizados conjuntamente no parece ser tan clara, reportandose ausencia en algunos
casos (Alvarez Prado et al., 2013b), y existencia de regiones genémicas comunes en
otros (Mandolino et al., 2016). Es importante resaltar que pese a la relativa
independencia entre los procesos fisiologicos inherentes a la TCG y DLLG (Borrés et
al., 2009; Borras y Gambin, 2010), ambos atributos se correlacionaron negativamente
en sus efectos genéticos (Fig. 4.5), sobre todo en los de naturaleza aditiva (Fig. 4.1), ya
que casi no se observaron asociaciones negativas entre sus ACE (Fig. 4.2). No
sorprende entonces que ninguna linea haya presentado alta ACG para TCG y DLLG en
forma simultanea, lo que refuerza la existencia de un control genético diferencial para
ambos determinantes fisiologicos del PG. Asi, las lineas que se destacaron en sus ACGs
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para PGg via alta ACG para TCG (LP2, LP662) presentaron valores bajos de ACG para
DLLG; mientras que lo inverso se observo en la linea que se destac6 para PGg via alta
ACG para DLLG (LP561). Esto suma un nivel mas de complejidad respecto del proceso
de mejoramiento del rasgo primario (i.e. PG), ya que seleccionar por alguno de sus
principales caracteres asociados podria ir en detrimento de algin otro/s, reduciendose el
progreso en la seleccion.

Por lo tanto, en términos generales se pueden diferenciar dos grandes grupos de
rasgos secundarios. El primero se asocia genéticamente con el PGg principalmente
mediante efectos aditivos. Este grupo esta encabezado por la TCG (relacion directa con
el PGg), e integrado ademéas por MVG, MCAG y DFL (asociacion indirecta y positiva
de la TCG con el PG a través de los atributos mencionados). Dicho grupo también
posee una incidencia considerable sobre el PGg, aunque de menor magnitud, mediante
efectos no aditivos (sobre todo en el caso del MCAG). En linea con esto, los dos
parentales (LP2 y LP662) que se destacaron en sus valores de ACG para PGg mediante
alta ACG para TCG Yy sus rasgos asociados, generaron una descendencia (LP2xLP662)
que se destacd en sus valores de ACE para PGg. el segundo grupo de atributos esta
representado por la DLLG, la DLLE (asociacion directa con el PGg) y la CHMF
(asociacion indirecta negativa). Este grupo afecta al PGg sobre todo via efectos no
aditivos. Por su parte, la TDG resulta un caso particular, ya que se asocia en forma
positiva con el primer grupo en sus efectos de ACE (via no aditiva), y de manera
negativa con el segundo grupo mediante el componente de ACG (via aditiva). Dichas
asociaciones de la TDG resultaron en ambos casos mas fuertes en NO, lo que también se
tradujo en una asociacion mas fuerte con el PGg en dicha condicion de N, aunque de
signo contrario dependiendo del modo de accidn génica considerado (negativa via ACG
y positiva via ACE; Figs. 4.1A y 4.2A). Este efecto contrario de la TDG sobre el PGg,
sujeto a la via genética considerada, probablemente sea el responsable de la baja
asociacion genética entre ambos atributos. En consecuencia, la mejora indirecta del PGg
mediante la TDG, dependera previamente del rasgo asociado que se pretende mejorar.
Asi, en el caso de la TCG, serd mas favorable una mayor TDG, y concuerda con la
estrecha asociacion entre las dinamicas de ingreso de materia seca y pérdida de agua en
la semilla (Gambin et al., 2007). Para aumentar la DLLG, en cambio, sera deseable
reducir la velocidad con la que se pierde humedad en el grano. Las diferencias ya
comentadas en la naturaleza de las asociaciones genéticas en ambos grupos de atributos
(TCG vy sus determinantes vs. DLLG y sus componentes) poseen importantes
implicancias a la hora de incluirlos en el proceso de mejora con el fin de incrementar el
peso de grano. En este sentido, aquellos rasgos con preponderancia de correlaciones
aditivas seran mas apropiados para ser considerados en una seleccién temprana, ya que
los efectos génicos aditivos tienden a mantenerse entre generaciones reproductivas. Por
el contrario, los atributos donde prevalecen las correlaciones entre los efectos genéticos
no aditivos seran favorables para ser usados en una seleccibn mas tardia, i.e. en
generaciones mas avanzadas dentro del proceso de mejora (Mariotti y Collavino, 2014).

4.4.3. Asociaciones genéticas entre los componentes del rendimiento,
crecimiento por planta y relacion fuente-destino

El NGP se correlacion6 genéticamente con la TCPpc principalmente via ACG
(sobre todo en NO), y a través del componente de ACE s6lo en N1. Asi, por un lado la
asociacioén genética entre ambos atributos se caracterizaria por la existencia de una
porcion aditiva preponderante, la cual ademas predomina en NO; pero por otro lado
también se caracterizaria por una proporcion de efectos no aditivos, cuya magnitud
disminuye en forma considerable en dicha condicion de N. Este patron de correlacién de
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los efectos de ACG entre NGP y TCPp¢ bajo distintos niveles de N concuerda con el
tipo de respuesta (curvilineo; Andrade et al., 1999; 2002) del NGP al aumento en la
TCPpc. Dicha respuesta inicialmente es alta cuando los valores de TCPpc son bajos-
intermedios (comunes en NO), y va disminuyendo con valores cada vez méas altos de
TCPpc (comunes en N1). Esto a su vez se condice con la correlacion genética negativa
entre el NGP y la TCPp¢ grano™. La misma fue mucho més fuerte en NO, ya que como
consecuencia del patrén de respuesta del NGP a la TCPpc descrito, la TCPpc grano™
aumenta con el incremento en la oferta de N, disminuyendo el impacto negativo del
namero de granos sobre dicho cociente. Por lo tanto, la eficiencia en la mejora genética
del NGP por intermedio de la TCPpc variara con la condicion de N, aumentando en NO.
Esta respuesta obedeceria a que no sélo la proporcion de varianza aditiva en ambos
atributos es mayor con baja oferta de N (ver Cap. 3), sino que ademas aumenta
sustancialmente la correlacion entre sus efectos aditivos (Cuadro 4.4). Por otra parte,
resulta notable la fuerte asociacion positiva entre los efectos de ACE del NGP y CPpy g,
sobre todo en NO. Esta correlacién robusta en NO se basaria en la presuncion formulada
en el capitulo previo respecto del efecto de retroalimentacion positivo del nimero de
granos (fuerza de los destinos) sobre la actividad de la fuente durante el llenado
(Calderini et al., 1997; Reynolds et al., 2005), principalmente bajo condiciones
desfavorables durante el llenado de los granos (Rajcan y Tollenaar; 1999; He et al.,
2005). Asimismo, el CPp g fue el Gnico atributo cuyo componente de ACE superé en
magnitud al de ACG (Cap. 3), por lo que no resulta extrafio ademas que su via de
asociacion genetica preponderante con el resto de los atributos sea la no aditiva, algo
que también se verifico en su correlacion con el PGy (Cuadro 4.4).

El PGy se correlaciond genéticamente de manera positiva con ambas relaciones
fuente-destino (Cuadro 4.6), lo que concuerda con la fuerte asociacion entre dicho
componente del rendimiento y tanto la TCPpc grano™ (Gambin et al., 2006; 2008) como
el CPpLLe grano™ (Borras y Otegui, 2001; Cap. 2). No obstante, el PGy se asoci6 sélo
por la via aditiva con la TCPpc grano™, y tanto por via aditiva como no aditiva (sobre
todo en N1) con el CPp_ e grano™. La naturaleza de la asociacion genética entre el PGy
y la TCPp¢ grano™ da lugar a dos consideraciones. Por un lado, pese a que la correlacion
fenotipica entre ambos atributos disminuy6 bajo déficit de N (Cap. 2), su correlacion
mediante efectos genéticos aditivos se mantuvo (Fig. 4.3; Cuadro 4.4), reflejando una
alta estabilidad de la asociacion genética entre el PGy y la TCPpc grano™ en ambientes
contrastantes en N. Por el otro, en la correlacion genética entre dichos atributos se
destacd el efecto directo de la TCPpc grano™ sobre el PGy (Cuadro 4.6), lo que pone en
evidencia la importancia de la oferta de asimilados por grano temprano en el llenado en
la determinacién del peso de la semilla (Gambin et al., 2006). Lo comentado
previamente respecto de la naturaleza genética de la asociacion entre el peso de grano y
la TCPpc grano™ va en linea con lo observado para la relacion entre la TCG y el PG ya
discutida en la seccion anterior. En dicha relacion se observo una alta correlacion via
efectos aditivos, y preponderancia de efectos directos en la asociacion genética de la
TCG con el peso del grano. Asi, no sorprende que atributos asociados entre si, como lo
son la TCG y TCPp¢ grano™ (Gambin et al., 2006), se hayan correlacionado con el PG
mediante mecanismos genéticos semejantes.

En relacién a lo observado para el CPpe grano™, dicho atributo se asoci6
genéticamente con el PGy a través de los efectos de ACG y de ACE, aunque la primera
via fue mas importante en NO, mientras que la segunda lo fue en N1. Si ademas de esto
se tiene en cuenta que el PGy se relacioné fuertemente en sus valores fenotipicos con el
CPpLe grano™ en ambas condiciones de N (Cap. 1), se pueden diferenciar dos
escenarios de seleccién segun la condicion de N considerada. Con alta disponibilidad de
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N, la mejora del PG mediante altos CPp e grano™ se da sobre una base de efectos
genéticos tanto aditivos como no aditivos, pero con preponderancia de estos Gltimos por
la incidencia del CPp. g (Cuadro 4.6), el cual afecta al PG exclusivamente por la via no
aditiva. Con baja oferta de N, la mejora del PG mediante alto CPp e grano™ se da mas
que nada via efectos aditivos (y por lo tanto la seleccion resulta mas efectiva),
probablemente debido a una menor incidencia del CPp g, pero a causa de un mayor
efecto indirecto mediado por la TCPpc grano™ (Cuadro 4.6). Asimismo, la linea parental
que se destaco en sus valores de ACG para PGy (LP561) también lo hizo para el CPp g
grano™, y a su vez, como se comentd previamente, sobresali6 para la DLLG vy sus
componentes asociados (Cuadro 4.1). Esto refleja la fuerte dependencia de la oferta de
asimilados disponibles por grano que posee la duracion del periodo en el cual estan
creciendo los granos (Andrade y Ferreiro 1996; Sala et al., 2007a). En este sentido, seria
de interés analizar en profundidad como son los patrones de asociacién genética de los
atributos de crecimiento y particion de asimilados durante el periodo critico y de llenado
de los granos con los componentes fisiologicos del peso del grano.

Ambos componentes del RG (NGP y PGy) se correlacionaron genéticamente en
forma negativa (Fig. 4.6), producto de la asociacion negativa entre sus efectos aditivos
(sobre todo en NO, Cuadro 4.4), ya que los no aditivos no se asociaron o incluso lo
hicieron levemente de manera positiva (Fig. 4.4). Lo observado para la relacion entre
los efectos de ACG de ambos componentes del RG pareceria contradecir la relativa
independencia comunmente encontrada entre los valores fenotipicos de dichos atributos,
y por lo tanto, la ausencia de una posible compensacion entre ellos. Cabe destacar que
ninguna linea presentd alta ACG para NGP y PGy en forma conjunta, y la que
sobresali6 en sus valores de ACG para NGP (B100) se ubicé entre las peores para PGy,
mientras que el patron inverso se observo en el parental de alta ACG para PGy (LP561).
Este patron de asociacion genética entre los componentes del RG es analogo al
observado previamente entre los dos determinantes del PGg (TCG y DLLG), y advierte
tanto respecto de la dificultad de acumular alelos favorables para PG y NG en forma
simultanea como de la existencia de posible relaciones negativas entre ambos rasgos, lo
que dificultaria ain mas el proceso de mejora genética del RG.

4.5. Conclusiones

En este capitulo se aplico un enfoque que combina un modelo basado en genética
cuantitativa con uno ecofisiologico, con la finalidad de descomponer un atributo
complejo en sus componentes fisiologicos, y analizar los mecanismos genéticos
preponderantes en la determinacion del atributo de interés. La correlacion entre el valor
per se de las lineas y su ACG fue mayor para sus atributos secundarios que para el PGeg,
siendo beneficiosa la seleccion de las lineas mediante sus componentes fisiologicos
antes que su evaluacion directa por peso de grano. Dicha correlacion disminuyé en NO
para los atributos que dependen de las condiciones exploradas durante el llenado
efectivo (DLLG, DLLE, TDG y CHMF), mientras que se mantuvo o aumentoé entre los
que se definen a inicios del periodo de llenado (MVG, MCAG y TCG). EIl impacto
negativo del déficit de N sobre el crecimiento post-floracion explicaria en parte el
patrén de respuesta diferencial entre ambos grupos de atributos.

El PGe se asocio genéticamente en forma mas fuerte con el MVG y la TCG que con
la DLLG, y mediante mecanismos distintos. La TCG junto con el MVG, el MCAG y la
DFL se asociaron positivamente entre si y con el PGg principalmente mediante efectos
aditivos; mientras que la DLLG junto con el DLLE y la CHMF afectaron al PGg casi
exclusivamente a través de la accidn génica no aditiva. En términos del mejoramiento,
los rasgos asociados al PGg via efectos aditivos seran mas apropiados para ser
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considerados en una seleccion temprana, producto de la estabilidad que poseen dichos
efectos génicos entre generaciones reproductivas. EI NGP se correlaciond positivamente
con la TCPpc sobre todo mediante la accion génica aditiva, pero negativamente con la
TCPpc grano™, y de manera mas fuerte en NO. Este patron se deberfa a la alta respuesta
inicial del NG a la TCPp¢, cuando ésta explora un rango de valores bajos/intermedios
(comunes en NO), la cual disminuye con valores de TCPpc altos, tipicos de una
condicion de suficiencia de N. El PGy se correlaciond positivamente via efectos
aditivos con la TCPpc grano™, lo que refleja la importancia de dicho atributo en la
definicién del PG; mientras que se asocié con el CPp e grano™ mediante la accion
aditiva en NO, y no aditiva en N1. Por un lado, la fuerte incidencia del CPp_ g en N1,
cuya via de asociacion preponderante fue la no aditiva, y por el otro, la mayor
incidencia relativa de la fuente de asimilados por grano del periodo critico en NO,
explicarian el patrén genético diferencial en la asociacion CPpy e grano™ — PGy segin
la condicion de N.



CAPITULO 5

“Discusion general”
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5.1. Contexto de la problematica abordada

La produccion actual y futura de la mayoria de los cultivos extensivos se encuadra
en un contexto caracterizado por un incremento en la frecuencia e intensidad de eventos
climaticos cada vez mas extremos (IPCC, 2014), lo que se traduce en condiciones de
produccion mucho mas hostiles. A su vez, existe una creciente necesidad de hacer un
uso mas eficiente de los insumos/recursos, no sélo por su alto costo en términos
econdmicos, sino también por las consecuencias negativas sobre el ambiente derivadas
de su uso desmedido (e.g. fertilizantes, plaguicidas) y produccion, o el aumento de la
demanda para consumo humano (e.g. agua para riego) (Tilman et al., 2002; Connor et
al., 2011; Fisher y Connor, 2018). En consecuencia, serd deseable que los cultivos
expresen no s6lo una alta estabilidad en sus rendimientos alcanzados, sino también una
alta eficiencia en el uso de los recursos disponibles. En este sentido, la disponibilidad de
N es uno de los factores abidticos mas importantes que afectan el crecimiento y
rendimiento del cultivo de maiz. La seleccion y desarrollo de cultivares superiores en la
utilizacion del N es una manera de reducir el impacto de la deficiencia del mismo sobre
la produccion de este cultivo (Lafitte y Edmeades, 1994). Dicha seleccion requiere del
analisis en ambientes sub-6ptimos en cuanto a la disponibilidad de N, pero tales
ambientes no son muy favorables para los mejoradores, ya que en ellos la variabilidad
ambiental aumenta, disminuyendo la heredabilidad, lo que resulta en una menor tasa de
ganancia genética (Rosielle y Hamblin, 1981). Por tal motivo, es deseable el desarrollo
de estudios en ambientes no potenciales que evallen la respuesta de los distintos
atributos que definen el rendimiento. La mayoria de los estudios basados en el impacto
de la disponibilidad de N se han centrado en caracteres asociados principalmente con el
componente numérico mas importante del rendimiento (i.e. el NG), siendo escasa la
existencia de aquellos que consideren los rasgos fisioldgicos que determinan el peso de
grano, y menos aun que realicen un analisis del control genético de los mismos. Bajo
este contexto el objetivo principal de esta tesis fue “estudiar las bases fisioldgicas y
geneticas que controlan el peso de grano (PG) en maiz (Zea Mays, L.) en ambientes
contrastantes en disponibilidad N”. Para cumplir con dicho objetivo se analizaron los
principales componentes fisiologicos del peso de grano, y de las relaciones de particion
de biomasa (relacion fuente-destino) durante el periodo critico y el llenado efectivo del
grano. Se llevaron a cabo estudios fisioldgicos a campo tendientes a cuantificar la
varianza genética y sus componentes (i.e. varianza aditiva y no aditiva) sobre un
conjunto de genotipos diversos (lineas endocriadas de distinto origen y sus hibridos
derivados), utilizando un disefio de cruzamientos dialélico completo. Este capitulo
comienza con el contraste de las hipotesis que guiaron los tres capitulos de resultados
que conforman la tesis, describiendo los hallazgos principales que se desprenden de
dichos resultados. Asimismo, se propone un novedoso modelo conceptual fisolégico-
genético (Figura 5.1), el cual integra la naturaleza y modo de accién de las asociaciones
genéticas entre los caracteres encuadrandose en un marco fisioldgico. Luego se
describen las principales contribuciones al conocimiento e implicancias de los hallazgos
obtenidos. Se finaliza mencionando y detallando brevemente los nuevos interrogantes
surgidos, y en conexion con ellos se plantean las lineas de investigacion tentativas a
realizarse a futuro.

5.2. Contraste de hipotesis

A lo largo de la tesis se abordaron tres objetivos especificos que guiaron los tres
capitulos de presentacion de resultados que la componen. EI primer obijetivo fue
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“evaluar la respuesta del peso de grano a la disponibilidad de N a través del efecto de
condiciones de N contrastantes sobre la relacion fuente-destino durante el periodo
critico (TCPpc grano™) y el llenado efectivo (CPpie grano™); a su vez, caracterizar
dichas respuestas en distintos grupos genotipicos (i.e. lineas endocriadas e hibridos)” .
A partir de los resultados del Capitulo 2, se observé que el efecto de la oferta de N sobre
el peso de grano estuvo mediado por cambios en el CPp £ grano™, pero no por cambios
en la TCPpc grano™ (Figs. 2.1 y 2.3). El crecimiento en post-floracién fue el principal
responsable de la respuesta del CPp £ grano™ a la disponibilidad de N; mientras que la
variacion de similar magnitud de la TCPpc y el NGP con el cambio en la oferta
nitrogenada fue el responsable de la ausencia de variacién de la TCPpc grano™ entre
niveles de N (Cuadros 2.3 y 2.4). A partir de este hallazgo se infirié que los cambios en
el peso de grano final en respuesta al N no estuvieron asociados a cambios en el peso
potencial. En consecuencia, se planted que ante un déficit de N se produciria un
desacople entre ambas relaciones fuente-destino, producto de la notable disminucion en
el crecimiento en post-floracion (i.e. CPpg), Y que dicho desacople seria el responsable
de la falta de respuesta del peso de grano final a la TCPpc grano™. Por lo tanto, no
existen evidencias suficientes para rechazar la hipotesis 1.a que establece que “el efecto
de la disponibilidad de N sobre el peso de grano estd asociado principalmente con
cambios en la relacion fuente-destino durante el periodo de llenado efectivo”. Por su
parte, hibridos y lineas exploraron similar TCPpc grano™, pero el CPp e grano™ de los
hibridos fue mucho mas alto, como resultado de su mayor respuesta del crecimiento por
planta durante el llenado del grano al aumento en la oferta de N (CPp.g, Cuadro 2.4).
Por consiguiente, no se rechaza la hipdtesis 1.b que plantea que “las diferencias entre
lineas e hibridos en sus valores de asimilados disponibles por grano seran mayores
durante el periodo de llenado efectivo, como resultado de una mayor respuesta a la
disponibilidad de N del crecimiento por planta en post-floracion en los hibridos en
relacion a las lineas”. De todas maneras, cabe destacar que esta no seria la causa del
menor peso de grano alcanzado por las lineas. Para dichos genotipos, la ausencia de un
efecto claro del N sobre el PG y el CPp, e grano™ (Cuadro 2.4; Fig. 2.1B), sumado a la
débil relacion entre el PG y la TCPpc grano™ (adn con alto nivel de N; Fig. 2.3B), se
deberia a un efecto per se de restriccion a la expansion de la semilla producto de la
depresion por endocria. Esto resultaria en una limitacion intrinseca de las lineas en la
determinacion de su PG potencial.

El sequndo objetivo consistio en “determinar para los atributos evaluados la
variabilidad de los componentes genético (G), ambiental (A) e interaccion GxA, y su
heredabilidad. A su vez, analizar la naturaleza de los efectos genéticos a lo largo de
distintos ambientes, los cuales estuvieron dados por disponibilidad de N contrastante
(alto y bajo contenido de N) y variabilidad interanual (radiacion solar incidente,
temperatura del aire)”. A partir de los resultados del Capitulo 3 se observo que en casi
la totalidad de los rasgos evaluados predominaron los efectos génicos aditivos, a partir
de la superioridad del componente de aptitud combinatoria general (ACG) sobre el de la
especifica (ACE) (Cuadros 3.3 y 3.4). Ademas, la proporcién de varianza genética
aditiva aumento en la condicion de baja oferta de N en casi la totalidad de los caracteres
analizados (Fig. 3.2). Este incremento estuvo dado en mayor medida por la disminucién
en el componente de ACE, el cual expresd en promedio una alta sensibilidad al cambio
en la disponibilidad de N, reduciéndose notablemente con la disminucién en la oferta de
dicho nutriente (Fig. 3.3). EI mismo patrén se observo para los niveles de heterosis,
cuyas magnitudes aumentaron con alta disponibilidad de N (Fig. 3.4) sobre todo en el
grupo de atributos de crecimiento por planta, particion de biomasa durante las etapas
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reproductivas y componentes del rendimiento. Por lo tanto, no fue posible rechazar la
hipdtesis 2 que propone que “en condiciones potenciales se maximiza la expresion de
los efectos genéticos de naturaleza no aditiva, lo que se traducira en incrementos en la
magnitud del componente de aptitud combinatoria especifica y en los niveles de
heterosis. En ambientes sub-6ptimos, menos favorables para la expresion de los efectos
no aditivos, aumentara la proporcion de la varianza genética aditiva respecto de la
variabilidad genética total”.

Adicionalmente, el PGg tuvo la menor proporcion de varianza génica aditiva en
comparacion con sus componentes fisiologicos (Fig. 3.2A), lo que evidencio la
importancia del uso de los caracteres secundarios con el fin de mejorar el peso del
grano; sin embargo, lo inverso se observo para el NGP, ya que dicho componente del
rendimiento expres6 altos valores de heredabilidad y de varianza aditiva. Entre los
atributos secundarios del PGg se destacaron la TDG, la DFL y el MCAG por sus altos
niveles de heredabilidad y proporcién de varianza aditiva, superando a los dos
principales determinantes del peso de grano (i.e. TCG y DLLG) (Cuadro 3.3; Fig.
3.2A). Por su parte, se observé un control génico fuertemente aditivo para el CPp g
grano’ y PGy, aunque en el CPp e preponderaron los efectos no aditivos y su
heredabilidad fue baja (Cuadro 3.4; Fig. 3.2B). Se sugirio que la existencia de un
retrocontrol positivo entre el nimero de granos y la actividad de la fuente durante el
crecimiento de los granos (Calderini et al., 1997; Reynolds et al., 2005) seria el
responsable de que el CPp e grano™ se mantenga mucho més estable frente a los
cambios en el ambiente explorado durante el llenado de los granos que el CPpy k.

El tercer objetivo consistié en “analizar los patrones de asociacion genética entre
los atributos mediante las correlaciones de tipo aditivo—aditivo y no aditivo—no aditivo,
examinando a su vez la naturaleza directa o indirecta de dichas correlaciones con el fin
de comprender los mecanismos genéticos subyacentes de la expresion del peso de
grano”. En el Capitulo 4 se establecio que el PG guarda una asociacion genética mas
fuerte con el MVG y la TCG que con la DLLG (Cuadro 4.5), y a su vez, los
mecanismos de asociacion variaron entre los distintos rasgos. Asi, se diferenciaron dos
grupos de atributos: el primero, integrado por la TCG vy sus atributos asociados (MVG,
MCAG, DFL), los cuales se correlacionaron con el PGg principalmente via efectos
aditivos; y el segundo, conformado por la DLLG, la DLLE y la CHMF, que se
asociaron con el PGg sobre todo via efectos no aditivos (Cuadro 4.3; Figs. 4.1y 4.2). En
consecuencia, se hizo en dicho capitulo alusién a las distintas implicancias derivadas del
uso de cada uno de los grupos de atributos secundarios en el mejoramiento,
destacandose la ventaja de los rasgos asociados al PGg via efectos aditivos para ser
usados en una seleccion temprana dentro del proceso de mejora genética del peso del
grano. Asimismo, el PGy se correlaciond, positivamente y en magnitud similar para
ambas condiciones de N, via efectos aditivos con la TCPec grano™, lo que reflejo la
importancia de dicho atributo en la definicion del PG; la asociacion con el CPp g
grano™, en cambio, fue sobre todo via efectos aditivos en NO y no aditivos en N1
(Cuadro 4.4; Figs. 4.3 y 4.4). Entre las causas detras del patron genético diferencial en
la asociacién CPp. e grano™—PGy segin el nivel de N se mencioné, por un lado, la
fuerte incidencia del CPp_ e en la condicion de alta oferta de N, cuyo modo de
asociacion fue exclusivamente en base a efectos no aditivos; por el otro, la mayor
incidencia relativa de la fuente de asimilados por grano del periodo critico fue
condicionante del PGy en la condicion de bajo N. Por lo tanto, no hubo evidencias
suficientes para rechazar la hipdtesis 3 que sefiala que “es posible identificar patrones
de asociacion genética entre el peso de grano y sus determinantes fisioldgicos,
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cuantificando para dichos caracteres la importancia del tipo de accion génica
preponderante para el logro de altos pesos de grano. Genotipos que expresen elevada
aptitud combinatoria para dicho atributo también la expresaran para alguno/s de sus
componentes fisiologicos”. Respecto del NGP, se detectd una asociacidn genética
positiva y dominada por los efectos aditivos con la TCPpc, pero negativa y mas fuerte
en NO con la TCPpc grano™ (Cuadro 4.4; Figs. 4.3 y 4.4). Se argumenté que este patron
se deberia a la alta respuesta inicial del NGP a la TCPpc cuando esta Gltima explora un
rango de valores bajos/intermedios (comunes en NO), respuesta que va disminuyendo
conforme los valores de TCPpc son mas altos (tipicos de la condicién N1 del presente
trabajo). Se detectd una correlacion genética negativa entre ambos componentes del RG
(NGP y PGwm) producto de la asociacion negativa entre sus efectos aditivos (sobre todo
en NO), lo que advierte respecto de la dificultad de acumular alelos favorables en forma
simultdnea para PG y NG, asi como de la existencia de efectos de compensacion entre
ambos. Esto resulta en un nivel mayor de complejidad dentro del proceso tendiente a
mejorar el RG.

Dentro del tercer objetivo se buscd también “caracterizar a las lineas en cuanto a
su aptitud combinatoria, y determinar el grado de correlacion entre el valor per se de
las lineas y su aptitud combinatoria general ”. Se encontrd que dicha correlacion fue
mayor para sus atributos secundarios que para el PGg (Cuadro 4.1), de manera que se
concluyo que seria beneficiosa la seleccion de las lineas mediante sus componentes
fisiologicos antes de su evaluacion directa por peso de grano. Ademas, las correlaciones
disminuyeron con bajo nivel de N en los atributos dependientes de las condiciones
exploradas durante el llenado efectivo (DLLG, DLLE, TDG y CHMF), mientras que se
mantuvieron o incluso aumentaron en los rasgos que se definen a inicios del llenado
(MVG, MCAG y TCG). Se hizo alusion al impacto negativo del déficit de N sobre el
crecimiento de la planta en post-floracion como el causal de las diferencias en el patrén
de respuesta observado entre ambos grupos de atributos secundarios.

5.3. Mecanismos de asociacion genética del peso del grano y sus determinantes
fisioldgicos: un modelo conceptual

En la Figura 5.1 se presenta un esquema conceptual que integra las vias de
asociacion genética entre los atributos analizados, y la naturaleza directa e indirecta de
dichas asociaciones, tomando como marco de referencia las relaciones fisiologicas ya
conocidas entre los atributos y descriptas en el capitulo 1. A su vez, se indica para cada
rasgo el sentido y la magnitud de variacion en la proporcion de efectos aditivos y en los
niveles de heredabilidad al pasar de la condicion de alta a baja oferta de N.

En la determinacion genética del PG intervienen directamente (i) la TCG mediante
efectos aditivos principalmente y no aditivos en menor medida, y (ii) la DLLE mediante
la via no aditiva. A su vez, ambos atributos se correlacionan negativamente en sus
efectos genéticos, sobre todo en los de naturaleza aditiva. EI MVG, el MCAG vy la DFL
afectan indirectamente y de manera positiva al PG via su efecto sobre la TCG mediante
la accion génica aditiva y no aditiva. La TDG impacta indirectamente sobre el PG, por
un lado, a través de su efecto positivo de tipo no aditivo mediado por la TCG, y por el
otro, mediante la incidencia negativa sobre la DLLE por la via aditiva. Por su parte, la
CHMF impacta sobre el PG por intermedio de la regulacion genética negativa sobre la
DLLE, la cual se da por via aditiva y no aditiva. Adicionalmente, en el esquema se
puede visualizar la magnitud del aumento en la proporcion de los efectos aditivos en la
condicién de bajo N tanto para el PG como para sus atributos secundarios. Para dicha
variable se destaca la respuesta del MVG, CHMF y DFL. Lo mismo se puede observar
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para los niveles de heredabilidad, los cuales aumentan en la condicion de bajo N en casi
todos los atributos (sobre todo en MVG y DFL).

Respecto de la determinacion genética del PG a partir de los atributos de
produccion y particion de biomasa durante el periodo critico y el llenado efectivo, se
observa la incidencia directa de la TCPpc grano™ por la via genética aditiva, y del
CPpLLE por la via no aditiva. A su vez, el CPp_ e Se encuentra regulado por la TCPpc
grano™ (negativamente) y el NGP (positivamente) via efectos no aditivos. La TCPpc
grano™ afecta también el CPp_ e grano™ pero por la via aditiva, y este Gltimo impacta
fuertemente sobre el PG pero en forma indirecta, mediado por la incidencia del CPp .
El NGP, el cual se asocia con la TCPpc por ambos modos de accion génica, regula (en
forma negativa) las relaciones fuente-destino via efectos aditivos, impactando
negativamente sobre el PG. Es contrastante lo que sucede entre ambas relaciones
fuente-destino cuando se considera el efecto de la disminucion en la oferta de N sobre
los valores de heredabilidad y proporcion de efectos aditivos. Asi, ambos parametros se
incrementan para el CPp, e grano™, pero disminuyen en la TCPpc grano™, sobre todo en
lo referido a la heredabilidad. Asimismo, los niveles de heredabilidad también se
reducen con la caida en la oferta de N en los atributos de crecimiento por planta, y en
menor medida, en el NGP.
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Figura 5.1. Esquema general de los principales mecanismos genéticos asociados a la
determinacién del peso de grano (PG) identificados en esta tesis. Las flechas continuas
representan efectos directos y las punteadas efectos indirectos las cuales controlan las llaves de
flujo que regulan a las variables de efectos directos. Conectores con punta triangular y lisa
representan efectos positivos y negativos, respectivamente. Al costado de cada atributo se indica
su nivel de cambio al pasar de NO a N1 para la proporcion de varianza aditiva (flecha vertical
gris oscuro) y heredabilidad en sentido amplio (H?, +,-,=). CHMF: concentracién de humedad a
madurez fisiologica; CPpe: crecimiento por planta durante el periodo de llenado efectivo;
DFL.: duracién de fase lag; DLLE: duracion del llenado efectivo del grano; MCAG: maximo
contenido de agua del grano; MVG: maximo volumen del grano; NGP: nimero de granos por
planta; TCG: tasa de crecimiento del grano; TCPp¢: tasa de crecimiento por planta durante el
periodo critico; TDG: tasa de desecacion del grano.
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5.4. Contribucion al avance del conocimiento
5.4.1. Efecto del nitrégeno sobre el peso de grano

El estrés causado por el déficit de N consiste en una restriccién progresiva cuyo
efecto se va intensificando conforme avanza el ciclo del cultivo, y afecta fuertemente
ambos componentes numéricos (NG y PG) del rendimiento en grano (Uhart y Andrade,
1995b). El efecto sobre el componente NG esta ampliamente estudiado; sin embargo, la
incidencia sobre el PG se encontraba escasamente abordada desde lo fisiologico y
mucho mas en lo que se refiere a su control genético en condiciones contrastantes del
nutriente. Respecto del impacto de la disponibilidad de N sobre la determinacion del
PG, en la presente tesis se ha demostrado que el mismo no se produce mediante un
efecto sobre la definicion del peso potencial, sino principalmente sobre la “realizacion”
de dicho potencial durante la fase de crecimiento activo del grano. Esto refleja la
importancia del periodo de llenado efectivo cuando se considera un déficit como el de
N, destacandose la oferta de fotoasimilados por grano de dicha fase (CPpL e grano™)
como un indicador fisiolégico directo del impacto de la restriccion nitrogenada sobre el
PG alcanzado.

Asimismo, en esta tesis se ha demostrado que existen diferencias entre grupos
genotipicos en las respuestas de sus respectivos PGs a los cambios en la oferta de N.
Esto se verifico a partir de las diferencias entre lineas e hibridos en los atributos
fisiologicos responsables de un PG superior, en particular en la condicion de alta
provision de N. En dicha condicién, la TCPpc grano™ resulta preponderante en la
determinacion del PG en hibridos pero no en lineas, como resultado de la restriccion
inherente (i.e. depresion por endocria) en las lineas a la expansion de la semilla. Estas
respuestas diferenciales merecen ser tenidas en cuenta en el proceso de mejoramiento
del PG, ya que estos hallazgos demuestran que los mecanismos fisiologicos
responsables de un PG superior en las lineas no serian los mismos que en los hibridos.

5.4.2. Mejoramiento en ambientes sub-0ptimos

La principal desventaja de aplicar mejoramiento en ambientes no potenciales reside
en la falta de uniformidad en las condiciones exploradas a nivel de lote (Baenziger et
al., 2006). Esto afecta negativamente la heredabilidad del rasgo cuantitativo que se
pretende mejorar, y la tasa de ganancia genética se reduce (Richards, 1996; Araus et al.,
2002; Duvick, 2005; Makumbi et al., 2011). Es por ello que la combinacion de
condiciones potenciales y alta densidad poblacional han resultado exitosos en el
mejoramiento en términos de obtencién de materiales de alto rendimiento y alta
estabilidad en el mismo (Duvick, 2005). No obstante, Lafitte et al. (1997) han notado
algunas desventajas de llevar adelante el proceso de mejora en ausencia de restriccién
de recursos (hidricos, nutricionales), principalmente en relacién a la pérdida de rasgos
adaptativos asociados con su capacidad de captura y eficiencia de uso. En consecuencia,
resulta necesario que los programas de mejoramiento desarrollen estrategias para aplicar
seleccion en condiciones de baja oferta de nitrdgeno (Tester y Landgridge, 2010). La
eficiencia de seleccién para RG en dichas condiciones se puede incrementar mediante la
seleccion de atributos secundarios que estén correlacionados con el RG en ambientes de
bajo N (Banziger y Lafitte, 1997; Badu-Apraku et al., 2011; 2012).

En la presente tesis se ha demostrado que en los ambientes sub-6ptimos aumentaria
la eficiencia del proceso de mejora genética, al seleccionar sobre una base mayor de
efectos génicos aditivos (i.e. predecibles), producto del incremento en la proporcion de
varianza aditiva en los ambientes con baja oferta de N. En consecuencia, se ha
propuesto como alternativa llevar adelante el proceso de mejoramiento genético en
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condiciones de disponibilidad de N moderadas, facilmente alcanzables con una
fertilizacién en baja dosis, con el fin de reducir el efecto de la heterogeneidad espacial
(y por lo tanto, minimizar la componente de varianza no genética), y al mismo tiempo
favorecer la expresion de los efectos genéticos aditivos. Respecto de la proporcion de
varianza genética total, la misma parece no variar o incluso aumenta en NO. Esto se
desprende de lo observado en el nuevo esquema fisiologico-genético (Fig. 5.1),
puntualmente en la variacion entre condiciones de N para los niveles de heredabilidad
del PG y sus componentes fisiologicos. Esto implica que la seleccion fenotipica se
realizaria sobre un componente de efectos genéticos mayor, el cual a su vez estard
conformado por una porcion aditiva también mayor, lo que se traduce en mayor
respuesta a la seleccion aplicada. No obstante, para el conjunto de atributos compuesto
por los componentes del RG, relacion fuente-destino y crecimiento por planta se
observa en general una disminucion de la heredabilidad en la condicién NO. Esto refleja
la alta sensibilidad de dichos atributos a la mayor heterogeneidad en el ambiente
generada en NO, y la ventaja mencionada respecto de aplicar fertilizaciones moderadas.
Pese a esta reduccion en los niveles de heredabilidad, la proporcién de los efectos
aditivos aumentd en NO, patron que se observdé de manera contundente en casi la
totalidad de los atributos evaluados en esta tesis.

5.4.3. Mecanismos de asociacion genética del peso de grano y sus componentes
fisiologicos

El PG resulta de la combinacién de dos atributos principales, TCG y DLLG, los
cuales se definen en distintos momentos del llenado, y a su vez, se asocian con distintos
procesos fisioldgicos (Borras y Gambin, 2010). Si bien existen numerosos estudios
acerca del modo de herencia para los atributos evaluados en la presente tesis (Cross,
1975; Alvarez Prado et al., 2013a,b; 2014; Wang et al., 1999; Josue y Brewbaker,
2018), es escaso el conocimiento de las vias genéticas de asociacion entre los caracteres
del PG, y nulo directamente si se pretende considerar en el analisis niveles contrastantes
en oferta de N. En esta tesis se ha demostrado que el PG se asocia genéticamente con
sus dos principales determinantes en forma directa (Fig. 5.1), pero mediante
mecanismos genéticos distintos, lo que permitio diferenciar dos grandes grupos de
atributos. Asi, prepondera la via aditiva en su relacion con la TCG y sus atributos
asociados (MVG, TCG y DFL), y la no aditiva con el grupo integrado por la DLLG, la
DLLE y la CHMF (Fig. 5.1). Asimismo, la TDG se mantuvo por fuera de esta
clasificacidn, ya que para dicho caracter se detect una asociacion positiva por la via no
aditiva con la TCG, y negativa y preponderantemente aditiva con la DLLG (Fig. 5.1), lo
que determina que el logro de una mayor o menor TDG dependera del atributo que se
pretenda mejorar. Las diferencias entre ambos grupos de atributos en la naturaleza de
las correlaciones genéticas con el PG poseen importantes implicancias respecto de su
uso en el mejoramiento, especificamente en lo referido al momento méas apropiado para
ser considerados dentro del proceso de mejora (Mariotti y Colavino, 2014). Para los
rasgos entre los que preponderan las vias de asociacion aditiva resultaria mas efectiva su
inclusion temprana en el mejoramiento, ya que los efectos génicos aditivos se
mantendran entre generaciones reproductivas (Hallauer y Carena, 2009). Por el
contrario, los atributos donde prevalecen las correlaciones entre los efectos genéticos no
aditivos, seran favorables para ser usados en una seleccion mas tardia, cuando el
proceso de mejora se encuentra en etapas avanzadas (Hallauer y Carena, 2009). Merece
ser destacada la presencia de correlacion genética negativa entre TCG y DLLG, sobre
todo en sus efectos aditivos, a pesar de la relativa independencia fisiologica existente
entre ambos caracteres (Borras et al., 2009; Borras y Gambin, 2010). Esto advierte
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sobre posibles efectos no deseados respecto de la mejora genética del PG via sus
atributos secundarios, ya que hacerlo por alguno/s de sus principales rasgos podria
afectar negativamente a otro/s, resultando en una disminucion del progreso en la
seleccion.

En relacion a los patrones de asociacion genética del PG con los atributos de
crecimiento por planta y particion, se destaca la estrecha asociacion genética de tipo
aditiva con la TCPpc grano™ (Fig. 5.1), lo que sustenta la fuerte respuesta cominmente
observada del PG en sus valores fenotipicos frente a los cambios en la TCPpc grano™
(Gambin et al., 2006). Lo observado para el CPp g también merece ser destacado, no
s6lo por su incidencia directa sobre la determinacion genética del PG (via efectos no
aditivos), sino porque ademas dicho atributo se vio afectado negativamente por la
TCPpc grano™ y positivamente por el NGP, en ambos casos por la via genética no
aditiva (Fig. 5.1). Asi, el NGP se asocia genéticamente con ambos rasgos del
crecimiento por planta, ya que en primer término responde fuertemente a la TCPpc, y
luego afecta positivamente al CPp_ ¢ Vvia el efecto mencionado de retroalimentacion
positivo de la magnitud de los destinos sobre la actividad de la fuente durante el llenado
de los granos. De todas maneras, esto no significa que el crecimiento por planta por
grano fijado resulte mas alto; de hecho, se observo lo contrario, ya que el NGP se asocio
negativamente con la TCPpc grano™ y el CPp. e grano™ (Fig. 2.4), atributos con los que
el PG se relaciona positivamente. En consecuencia, y a pesar de la relativa
independencia fisiolégica comunmente sefialada entre ambos componentes del
rendimiento, NGP y PG se asociaron negativamente en sus efectos genéticos aditivos
(Figs. 4.3 y 4.6). Este hallazgo resulta importante y pone en evidencia no sélo la
dificultad de mejorar el RG simultdneamente por ambos componentes, es decir,
acumular genes favorables para PG y NGP al mismo tiempo, sino que ademas advierte
respecto de la presencia de efectos de compensacion negativa entre dichos atributos.
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5.5. Nuevos interrogantes y futuras lineas de investigacion

5.5.1. Variabilidad genotipica en la respuesta del peso de grano a la oferta de
nitrogeno mediada por los cambios en la relacion fuente-destino

En esta tesis se evalu6 el impacto de la oferta de N en la determinacién del PG a
través del efecto en la oferta de asimilados por grano durante el llenado, considerando
ademas dos grupos genotipicos contrastantes, i.e. lineas endocriadas e hibridos simples.
La razon por la cual se evaluaron ambos grupos fue poder entender fisiolégicamente sus
respuestas en términos generales, aportando conocimiento valioso para ser considerado
en mejoramiento genético con el objetivo de aumentar el PG. No obstante, poco se
indag6 respecto de la incidencia de las condiciones climaticas experimentadas en cada
estacion de crecimiento (i.e. efecto del afio experimental) sobre el efecto del tratamiento
de N (i.e. interacciones del N con otros factores del ambiente, como los de naturaleza
foto-termal). Méas importante ain, no se explor6 en detalle la variabilidad genotipica
observada en la respuesta de los hibridos. En este sentido, no sorprendi6 la gran
variabilidad encontrada en la respuesta a la oferta de N dentro de los hibridos tanto para
los valores de oferta de asimilados por grano como para los de PG, ya que se tratd de un
pool de genotipos contrastante (flint, semiflint, semidentados). Es sabido que genotipos
de distinto tipo de grano varian considerablemente en sus PG potencial, final y en sus
relaciones de particion durante el llenado (Severini et al., 2011; Tamagno et al., 2015).
En consecuencia, resultara deseable que estudios futuros analicen en detalle las
respuestas de hibridos de distinto tipo de grano frente a los cambios en la oferta de N
para el PG y la relacidn fuente-destino durante el crecimiento de los granos, con el fin
de entender las diferencias en las repuestas observadas entre genotipos de distinto fondo
genético como los evaluados en la presente tesis.

5.5.2. Asociaciones geneticas entre los rasgos de particion de biomasa y
componentes fisioldgicos del peso de grano

La TCG se asocia principalmente con la determinacion del PG potencial, y guarda
buena correlacion con la disponibilidad de asimilados por grano durante la etapa
temprana del llenado, i.e. TCPpc grano™ (Gambin et al., 2006). En cambio, la DLLG
depende fuertemente de la produccion de asimilados durante el periodo de llenado
efectivo del grano (Kiniry et al., 1992; Andrade y Ferreiro, 1996). Respecto de la TCG
y la TCPpc grano™, se observé que ambos atributos ejercieron un efecto similar sobre la
determinacion genética del PG, asociandose con este Gltimo de manera directa y
mediante la accidn génica aditiva. Sumado a esto, lineas que se destacaron en su aptitud
combinatoria para TCG también sobresalieron para TCPpc grano™. Por su parte, la
DLLG y el CPp_ e ejercieron su efecto sobre el PG también en forma parecida, ya que
ambos se asociaron con éste directamente y mediante efectos génicos no aditivos. En
este sentido, seria de interés analizar en profundidad cémo son los patrones de
asociacion genética de los atributos de crecimiento y particion de asimilados del periodo
critico y llenado de los granos con los componentes fisioldgicos del PG. Esto permitiria
ampliar el modelo actual de analisis hacia uno de mayor alcance en términos de
asociaciones entre variables, lo que probablemente mejoraria el entendimiento de la
determinacion genética del peso del grano.

5.5.3. Regresiones aptitud combinatoria general de las lineas parentales—
fenotipo de los hibridos

El grado de correlacion entre el fenotipo de la linea parental y el de su progenie
hibrida depende en gran medida de la proporcion de varianza genética correspondiente a
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la fraccion de genes aditivos (Falconer y Mackay, 1996), que son los que se transmiten
de una generacién a la siguiente. En esta tesis se evalud el grado de correlacion entre el
fenotipo de las lineas y su ACG para los atributos de interés con el fin de conocer en
qué grado el comportamiento per se de las lineas se refleja via efectos aditivos en su
progenie. Otras metodologias son también usadas con fines parecidos, como por
ejemplo la regresién padre-progenie, la cual constituye una herramienta sencilla para
evaluar el grado de semejanza entre individuos emparentados entre generaciones
reproductivas para un determinado rasgo. Sin embargo, el valor de ACG de la linea
parental resulta ser un predictor mas confiable del comportamiento del hibrido que su
valor fenotipico per se (Gilbert et al., 1958). Esto se vuelve méas evidente aiin cuando las
determinaciones se llevan a cabo en ambientes sub-6ptimos, donde las correlaciones
fenotipicas entre lineas e hibridos dependen ademas de sus tipos de respuesta al nivel de
estrés aplicado (Betran et al., 2003b), poniendo en evidencia las limitaciones en el uso
de las estimaciones basadas en regresiones padre-progenie. Seria pues importante poder
llevar a cabo un andlisis acerca del grado de asociacion entre las ACGs de las lineas y el
fenotipo de sus hibridos, ya que nos permitiria conocer de manera practica cuanto de lo
expresado en los hibridos se debe a la accion de genes de efecto aditivo, es decir, cuan
heredable resulta ser el valor observado para el caracter.

5.5.4. Utilidad de los atributos secundarios del peso de grano para ser
considerados en el mejoramiento genético

La aptitud de un atributo secundario para ser incluido en el proceso de mejora
requiere de una serie de caracteristicas, de las cuales sobresalen: (i) presencia de
variabilidad genética, (ii) tener valores medio-altos de heredabilidad, y (iii) estar
correlacionado genéticamente con el caracter primario que se pretende mejorar
(Falconer y Mackay, 1996; Bénziger et al., 2000; Betran et al, 2003b; Royo et al, 2005;
Araus et al., 2008). A esto seria necesario agregar ademas que el rasgo debe ser medible
o estimable en forma rapida y sencilla y que el costo de su medicién debe ser
relativamente bajo en términos econdOmicos, ya que si estos requisitos no se cumplen,
dificilmente sea tenido en cuenta en un programa de mejoramiento. En esta tesis el
analisis genético se centrd en los tres puntos comentados al inicio, lo que permitid
detectar (i) la presencia de variabilidad para todos los caracteres; (ii) la existencia de
atributos que se destacaron en sus valores de heredabilidad (MCAG, DFL, TDG,
TCPpc, TCPpc grano™, CPpi e grano™), superando a la alcanzada por el PG; vy (iii)
atributos con una importante correlacion genética con el PG (MVG, TCG, MCAG,
CHMF, TCPpc grano™, CPpe grano™), discriminando ademas en funcién de la
naturaleza (directa e indirecta) y el modo de accion génica (aditivo y no aditivo) de
dichas correlaciones. También existe una manera de determinar el mérito de la seleccion
indirecta respecto de la directa mediante la estimacion de un indice que incluye en
forma conjunta los Ultimos dos puntos (heredabilidad y correlacidon genética)
mencionados. EI mismo se obtiene como el producto entre la heredabilidad en sentido
estricto (h?) del caréacter secundario y su correlacién genética aditiva (ra) con el atributo
primario, es decir, h**ra (Mariotti y Collavino, 2014). Si este producto supera a la h? del
caracter primario, entonces es posible obtener un progreso genético mas rapido via
seleccion indirecta por el atributo secundario, aconsejandose su uso. Esto mismo se
podria utilizar para comparar entre distintos ambientes, es decir, cuan eficiente
resultaria llevar adelante el proceso de mejora de un cardcter en un ambiente
determinado en relacion a otro contrastante. Esto Gltimo resultaria interesante, ya que en
relacion a nuestro andlisis podria aplicarse para comparar la eficiencia de mejorar el
rasgo en ambientes de bajo N respecto de aquellos bien provistos en dicho nutriente.
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