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Dinamica de la acumulacién de proteinas del gluten en genotipos de trigo pan
(Triticum aestivum L.) en respuesta a la fertilizacién complementaria con Nitrégeno y

Azufre y su impacto sobre parametros de calidad final

La calidad del trigo esta determinada por factores genéticos y ambientales y por la
interaccion genotipo x ambiente que, en conjunto, afectan la composicion proteica del
grano. Las proteinas de reserva del grano, gluteninas y gliadinas, son los principales
determinantes de la calidad del uso final y se acumulan en diferentes momentos durante el
llenado. La fertilizacion del cultivo es una practica utilizada para incrementar tanto el
rendimiento como la calidad de los granos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
influencia de la fertilizacion temprana con N y la fertilizacion foliar complementaria con N
y S en etapas mas avanzadas del cultivo, en la acumulacion de proteinas de reserva, la
calidad final y el rendimiento y sus componentes, de 6 genotipos comerciales
pertenecientes a los tres grupos de calidad, y de dos pares de lineas isogénicas con diferente
calidad potencial derivadas de una variedad del grupo de calidad dos. Se llevaron a cabo
tres experimentos de campo en Azul (Provincia de Buenos Aires), y se probaron los
siguientes tratamientos de fertilizacion: T (tratamiento sin fertilizante de N y S), N (con
fertilizante nitrogenado temprano) y NS (con fertilizacién foliar complementaria con
nitrégeno y azufre). Se cosecharon espigas en distintos momentos durante la etapa de
llenado de granos para cuantificar las fracciones proteicas, y a madurez se cosecharon todas
las espigas para estimar el rendimiento y medir la calidad de los granos y masas. Se
encontré que el tratamiento NS no tuvo un rendimiento significativamente mayor que el

tratamiento N. La acumulacién de GAPM difirié entre tratamientos de fertilizacion, entre
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los momentos del llenado y entre los genotipos, similar a la observado para los parametros
de calidad de la harina, que también se asociaron con la composicion de GBPM y el valor

calculado mediante el indice de calidad Glu-1.

Palabras clave: GLUTENINAS- ACUMULACION DE PROTEINAS- CALIDAD DE

TRIGO- FERTILIZACION FOLIAR COMPLEMENTARIA
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Dynamics of gluten protein accumulation in bread wheat genotypes (Triticum
aestivum L.) in response to complementary fertilization with Nitrogen and Sulfur and

its impact on end use quality parameters

Bread wheat quality is determined by genetic and environmental factors and by genotype x
environment interaction that, together, affect grain protein composition. The storage
proteins, glutenins and gliadins, are the main determinants of end-use quality and
accumulate at different times during grain filling stage. Crop fertilization is a practice used
to increase both the yield and quality of the grain. The objective of this work was to
evaluate the influence of early fertilization with N and complementary foliar fertilization
with N and S in advanced stages of the crop, on the accumulation of storage proteins, end-
use quality and yield and its components, of six genotypes belonging to the three national
quality groups, and of two pairs of isogenic lines with different potential quality derived
from a variety of quality group two. Three field experiments were carried out in Azul
(Province of Buenos Aires), and the following fertilization treatments were tested: T
(treatment without N and S fertilizer), N (with early nitrogen fertilizer) and NS (with
complementary foliar fertilization with nitrogen and sulfur). Ears were harvested at
different times during the grain filling stage in order to quantify the protein fractions, and at
maturity all the ears were harvested to estimate yield and measure grain and dough quality.
It was found that the NS treatment did not have a significantly higher yield than the N
treatment. The accumulation of HMW glutenins differed between fertilization treatments,

between grain filling times and between genotypes, similar to that observed for the flour
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quality parameters, which were also associated with the LMW glutenin composition and

the value calculated using the Glu-1 quality score.

Keywords: GLUTENINS- PROTEIN ACCUMULATION- WHEAT QUALITY-

COMPLEMENTARY FOLIAR FERTILIZATION.



CAPITULO N°1. INTRODUCCION

1.1 Planteo del Problema

La calidad de uso final de las harinas de trigo esta determinada principalmente por
la cantidad y calidad de las proteinas que componen el gluten; fundamentalmente por la

combinacidn de gluteninas de alto y bajo peso molecular y gliadinas (Wieser, 2007).

Dichas fracciones proteicas estan compuestas por subunidades determinadas
genéticamente, para las cuales existe variabilidad alélica, y muestran diferencias en la
dinamica de acumulacién, por lo cual se van depositando en el grano en distintos momentos
a lo largo de la etapa de llenado. En su conjunto, estos aspectos suman complejidad al
entendimiento de la calidad de uso final. Asimismo, la expresion de dichos grupos
proteicos esta fuertemente influenciada por el ambiente y por la interaccién genotipo x
ambiente (DuPont y Altenbach, 2003). La incidencia de estos factores hace que la calidad
final obtenida no sea constante a través de todas las cosechas (Abbate et al., 2010) y que la

performance relativa entre variedades también varie entre cosechas.

Una préactica comdn para mejorar, tanto la calidad de uso final de los granos como
el rendimiento por unidad de superficie, es la fertilizacion del cultivo con macronutrientes
como nitrogeno (N) y azufre (S). Sin embargo, como es ampliamente conocido, no todos
los cultivares de trigo presentan la misma magnitud de respuesta, en cuanto a calidad y a
rendimiento. En Argentina esto se hace evidente en cultivares de distinta calidad panadera
potencial o pertenecientes a distintos grupos de calidad (Lerner et al., 2013). No obstante,
en base al conocimiento actual no es posible discriminar si esa respuesta diferencial frente a

la fertilizacion se debe sélo a diferencias en la calidad panadera potencial, o se explica



también por diferencias en el rendimiento en el sentido de la demostrada correlacion

negativa entre calidad y rendimiento (Verges et al., 2006).

Por lo tanto, resulta importante conocer como préacticas tradicionales de manejo de
los nutrientes, como la fertilizacion nitrogenada y practicas menos difundidas, como
fertilizaciones complementarias foliares con N y S, influyen sobre la acumulacion de las
proteinas de reserva del grano y finalmente sobre la calidad panadera de genotipos de trigo
pan con diferentes composiciones de gluteninas y gliadinas, contemplando ademas, la

relacién de dicha respuesta con el efecto de la fertilizacion sobre el rendimiento.

1.2 Antecedentes

1.2.1 Calidad de trigo

El trigo pan (Triticum aestivum L.) es uno de los cereales mas importantes del
mundo utilizado para la alimentacion humana, con una produccién global de
aproximadamente 740 millones de toneladas (FAO, 2017). Provee alrededor de un quinto
de las calorias totales consumidas por la poblacion mundial, a través de los multiples

productos que se pueden elaborar con sus granos (Rasheed, 2014).

La harina obtenida de los granos de trigo es el ingrediente principal en la
elaboracion de pan, galletitas dulces, crackers, productos de reposteria, pastas frescas, etc.
La elaboracion de cada uno de estos productos difiere, tanto en su procesamiento, como en
las caracteristicas finales, por lo que cada uno de ellos requiere de una harina con

caracteristicas especificas (Pefia, 2002). Es decir que los requerimientos de calidad



industrial de la harina dependen del producto que se pretenda obtener. Por ello, por
ejemplo, un determinado genotipo que posea buena calidad para elaborar panificados puede

ser considerado como de mala calidad para la elaboracion de galletitas.

La calidad intrinseca del trigo estd determinada por la textura del grano y por sus
proteinas (fundamentalmente las que conforman el gluten, que determina propiedades
unicamente observadas en trigo), ademas de almidones, lipidos y otros constituyentes
menores, como las enzimas. Los componentes constitutivos del grano estan controlados
genéticamente, pero el ambiente tiene a su vez incidencia sobre los mismos. El impacto del
ambiente durante el llenado del grano puede afectar tanto la cantidad, como el balance entre
distintos tipos de proteinas, de carbohidratos o de lipidos del grano (DuPont y Altenbach,

2003).

En la actualidad, los modernos procesos de panificacién necesitan mayor cantidad
de gluten que los métodos tradicionales, llegando, en algunos casos, a ser necesario el
agregado de gluten seco para elaborar algunos productos (Fossati, et al 2011). EI aumento
del automatismo y mecanizacion de la industria han incrementado las exigencias en cuanto

a la estabilidad en los parametros de calidad del trigo que se utiliza.

El gluten de trigo es un factor muy importante en la calidad de uso final de la
harina. La fuerza del gluten y su desempefio funcional estdn gobernados por caracteristicas
especificas de las proteinas que lo conforman: contenido de proteinas, secuencia de
aminoéacidos, relacion relativa entre tipo y peso molecular de las proteinas (Seghezzo,

1998).



Las proteinas de reserva del grano de trigo, gluteninas y gliadinas, constituyen
aproximadamente el 85% de las proteinas del grano y conforman el gluten. El gluten es una
matriz proteica con propiedades reoldgicas que resultan de hidratar la harina y someterla a
un amasado para formar una masa. Durante la panificacion ocurren cambios estructurales
en las proteinas insolubles de la harina, los puentes disulfuro entre las proteinas son
redistribuidos, a la vez que, las fibrillas y cuerpos de proteinas se alinean en el sentido de la
fuerza ejercida por el amasado. El desarrollo de la masa se obtiene cuando se forma una red
tridimensional de proteinas insolubles estabilizada por varias uniones quimicas y fisicas
asociadas con la superficie de las proteinas participantes. A esta red se la denomina gluten

(Pefia, 2002).

El gluten le otorga a la masa de trigo las caracteristicas reoldgicas necesarias para la
panificacion, debido a la capacidad de retener anhidrido carbonico durante la fermentacion,
generando los alvéolos caracteristicos y la cohesion a la masa. La viscoelasticidad o fuerza
del gluten es el principal factor que determina el uso potencial de las variedades de trigo

(Pefia, 2002).

Ademas, el contenido de gluten es para la industria molinera y panadera, uno de los
parametros mas importantes de la calidad triguera. Sin embargo, la cantidad de proteinas
por si sola no siempre explica las diferencias en las caracteristicas de elasticidad de las
masas, también resulta importante la relacion gluteninas/gliadinas (Seghezzo y Molfese,

2002).

Para determinar la calidad de procesamiento y del producto terminado es necesario

conocer las interacciones intra- e inter-moleculares a partir de caracteristicas funcionales



(elasticidad, extensibilidad, viscosidad, etc,.) determinadas con pruebas sobre las masas, el

tipo de proteinas del gluten y de los polisacaridos (Pefia, 2014).

Todos los constituyentes de los granos estan bajo control genético y son los
principales factores determinantes de la absorcion de agua de la harina al formar una masa,
la elasticidad, extensibilidad y viscosidad de la misma, la expansion de la masa durante el
horneado y la textura y vida util del producto terminado (panes, galletas, pastas, entre otros)

(Pefia, 2014).

El principal destino de la harina de trigo es la elaboracion de pan, este es fuente
importante de carbohidratos, proteinas y vitaminas B y E. A su vez, existen distintos tipos
de pan consumidos en todo el mundo, que difieren en las propiedades del producto final, las
condiciones de procesamiento y las necesidades especificas de calidad del grano (Pefia,

2002).

En nuestro pais, el 94% de la produccion de pan corresponde al pan tradicional de
panaderia y el 6% al pan industrial (Lezcano, 2011). El Comité de Cereales de Invierno de
la Comision Nacional de Semillas (CONASE) del Instituto Nacional de Semillas (INASE),
realiza anualmente la categorizacién de las nuevas variedades de trigo pan segin su indice

de calidad en tres grupos de calidad panadera (GC).

1.2.2 Grupos de calidad

En Argentina las variedades comerciales de trigo pan se dividen en tres grupos de

calidad (GC), segun sus atributos para panificacion: Grupo de calidad 1 (GC1), Grupo de



calidad 2 (GC2) y Grupo de calidad 3 (GC3). Siendo el GC1 el correspondiente a trigos
aptos para panificacion industrial, el GC2 conformado por variedades indicadas para
panificacion tradicional (necesitan més de ocho horas de fermentacion) y el GC3 son trigos
para panificacion directa que requieren menos de ocho horas de fermentacion (Salomén y

Miranda, 2001; Cuniberti, 2004).

Esta clasificacion se establece en base a parametros de calidad que conforman el
indice de calidad. Las variables utilizadas para la elaboracion de este indice son: peso
hectolitrico, porcentaje de extraccién de harina, porcentaje de cenizas, porcentaje de
proteinas en grano, gluten hdmedo, fuerza de la masa (W del alveograma), estabilidad
farinogréfica y volumen de pan. Cada grupo de calidad esta asociado a usos industriales

diferentes (INASE, 2019).

Los trigos del GC1 son generalmente tenaces y al mezclarse con trigos débiles
potencian la calidad de las masas de estos Gltimos dando un excelente volumen de pan, de
alli su caracter de corrector. Los trigos de GC2 tienen también buena calidad panadera, sin
llegar a ser correctora, y los trigos del GC3 suelen ser muy rendidores, pero de calidad

panadera deficitaria.

Debido a la interaccion genotipo x ambiente que incide sobre la calidad industrial y
a la posibilidad de tener que modificar criterios, esta clasificacion no es rigida y puede ser

actualizada en la medida que se cuenta con mayores datos (Cuniberti, 2004).

A pesar de dicha categorizacién, en la practica se ha encontrado que la calidad de
las harinas no es siempre homogénea dentro de cada GC. Abbate et al. (2014) informaron

que no hubo una clara diferenciacién entre GC para las variables peso hectolitrico,



porcentaje de proteinas y porcentaje de gluten; sin embargo, la fuerza panadera (W)
promedio para los trigos del GC1 fue mayor que la de los cultivares del GC2 y ésta, a su
vez, mayor que la de los trigos del GC3. Asimismo, para las mismas camparias analizadas
(entre 2001 y 2012) dentro de un mismo GC, la diferencia entre cultivares fue sustancial.
Por ejemplo, dentro del GC 2, el cultivar ACA 320 presenté un valor de W de 150 J 10
sobre el promedio, mientras el W del cultivar Nidera Baguette 31 fue 110 unidades menor

al promedio.

A su vez, las variedades pertenecientes a cada GC pueden tener diferentes
composiciones bioquimicas de las fracciones que conforman las proteinas de reserva del
grano, por lo que no todos los cultivares serian potencialmente aptos para fabricar los
mismos productos (Lerner et al., 2013). Las diferencias en las caracteristicas intrinsecas de
la harina de trigo, asociadas a su composicion proteica, son las que definen su aptitud
industrial, aun cuando el comportamiento reologico de las masas es influido por el

ambiente y la interaccion genotipo x ambiente (Cornish et al., 2006).

1.2.3 Tipos de proteinas del gluten

Como ya se menciond, las propiedades de cada variedad de trigo se relacionan
fuertemente con las proteinas de reserva del grano, que constituyen el 85% de las proteinas
totales del grano. Desde hace mas de cien afios es ampliamente utilizada la clasificacién de
las proteinas del endosperma del grano de trigo, propuesta por Osborne (1907), basada en la
solubilidad diferencial de los distintos grupos proteicos. Se reconocen cuatro tipos basicos

de proteinas: albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en solucién salina),



gliadinas (solubles en etanol 70%) y gluteninas (solubles en acidos débiles o alcalis)
(Payne, 1987; Gianibelli et al., 2001). Las dos primeras fracciones proteicas tienen
funciones fisioldgicas, es decir, corresponden a las enzimas que controlan principalmente el
proceso germinativo. En la panificacion un exceso de estas proteinas resulta negativo, dado
que destruyen la estructura interna de la masa provocando una pérdida del anhidrido
carbonico y una falta de homogeneidad en la textura interna del pan. Por su parte, las
gluteninas (GLU) y gliadinas (GLI) son proteinas de reserva, que en el proceso germinativo
aportan al embrion aminoacidos y son las mas importantes para determinar la calidad
industrial, por ser las responsables de la formacion del polimero del gluten (De la Vega

Ruiz, 2009).

Las gluteninas (GLU) son proteinas poliméricas conformadas por dos grupos:
gluteninas de alto peso molecular (GAPM) y gluteninas de bajo peso molecular (GBPM),
unidas por enlaces disulfuro, que le aportan elasticidad a las masas. Las gliadinas (GLI) son
proteinas monomeéricas que confieren viscosidad y extensibilidad, aunque se cree que dicho
aporte es indirecto, a través de su ligamiento genético con las GBPM (Gianibelli et al.,

2001).

Cada variedad puede expresar hasta cinco subunidades de GAPM y aln mayor
cantidad de GBPM, conformando un “patrén” de subunidades proteicas Unico para cada
variedad de trigo (Wieser, 2007). Se ha reportado que la combinacion total de las proteinas
del gluten (GAPM, GBPM y GLI) es un fuerte determinante de la calidad intrinseca de la

harina (Hernandez-Espinosa et al., 2013).



Los puentes disulfuro que se forman entre ciertas proteinas durante el desarrollo del
grano de trigo, tienen un rol fundamental en la determinacion de la estructura y propiedades
del gluten (Altenbach et al., 2016). Las proteinas monoméricas o/p, @ y y- Gli presentan 3 6
4 puentes disulfuro intracatenarios respectivamente, mientras que, las poliméricas GBPM y
GAPM incluyen puentes intra e intercatenarios (Shewry y Tatham, 1997). Se ha propuesto
que los enlaces intracatenarios se forman més rapidamente que los enlaces intercatenarios

(Kasarda, 1999).

A su vez, las proteinas de reserva se clasifican en ricas en azufre (S-ricas) y pobres
en azufre (S-pobres). Las prolaminas (proteinas de almacenamiento ricas en prolina y
glutamina), S-pobres incluyen las w-Gli, que no contienen residuos de cisteina o metionina.
En tanto que, las prolaminas S-ricas incluyen las a y y-GLI y las GBPM, que tienen un
elevado contenido de cisteina. Las GAPM tienen un contenido moderado de residuos de
cisteina. Por lo tanto, debido a estas diferencias en el contenido de amino&cidos azufrados
entre las proteinas de reserva del trigo, no es extrafio que la composicion de las proteinas
esté influenciada por la disponibilidad de S que tenga el cultivo (Zhao et al., 1999; Rogers

et al., 2006).

La distribucion del peso molecular de las GLU y su constitucion han sido
reconocidas como uno de los principales determinantes de las propiedades de las masas y la
calidad final. Los macropolimeros de GLU contribuyen directamente a las propiedades de
las masas y ademas su cantidad en la harina de trigo esta fuertemente correlacionada con la

fuerza del gluten y el volumen de pan (Wieser, 2007).
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Gliadinas

Las GLI tienen un tamafio molecular entre 30.000 a 75.000 Da y componen el 50%
del gluten. Se dividen en cuatro subgrupos: a-, -, y- y o- Gli, que pueden ser separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE- del inglés Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis o A-PAGE- del inglés Acid-Polyacrylamide Gel

Electrophoresis, a pH bajo, movilidad decreciente) (Gianibelli et al., 2001).

La mayoria de las GLI son controladas por seis loci principales, denominados Gli,
localizados en los cromosomas de los grupos homeodlogos 1 (Gli-1) y 6 (Gli-2). Cabe
aclarar que cada locus es multigénico. Aunque determinadas definiciones de locus expresan
que es el sitio preciso de un cromosoma donde esta situado un gen, en el caso de las
gliadinas y gluteninas, estd ampliamente aceptado que cada locus es un lugar en el
cromosoma donde puede haber mas de un gen, estrechamente ligados que controlan un

caracter (Wieser, 2007).

Los genes que codifican y- y w- Gli estan ligados a los genes que codifican GBPM,
por encontrarse muy cerca, en el brazo corto de los cromosomas de los grupos 1y 6

(Branlard et al., 2003).

El polimorfismo en las GLI de trigo pan es considerable, pero aun asi, tiene un
efecto directo relativamente escaso sobre la calidad de las masas (Yu et al., 2011); no
obstante, algunos autores, como Branlard et al. (2001), asociaron alelos especificos de GLI

con caracteristicas de calidad de la masa.

En la actualidad, esta ampliamente aceptado que la contribucion de las GLI a la

viscosidad y extensibilidad del gluten no es de forma directa, es decir que no puede
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atribuirseles de manera inequivoca, debido al estrecho ligamiento genético, que determina
herencia conjunta, con ciertas GBPM (Gianibelli et al., 2001; Rasheed et al., 2014).
Algunos autores, como Flaete y Uhlen (2003) y Bonafede et al. (2015), estudiaron el efecto
sobre la calidad de las harinas de distintas combinaciones de GLI y GBPM en variedades

con similar composicion de GAPM, y encontraron cambios asociados a la fuerza del gluten.

Gluteninas

Las GAPM tienen un tamafio molecular entre 80.000 y 120.000 Da y representan el
10% del total del gluten. Estan codificadas por el locus Glu-1 ubicado en el brazo largo de

los cromosomas del grupo 1 (1A, 1By 1D).

Segun la bibliografia especializada (Payne et al., 1981, Gianibelli et al., 2001,
Wieser, 2007) cada locus incluye dos genes ligados que codifican para dos tipos distintos
de subunidades de GAPM, subunidades de tipo x y subunidades de tipo y; las subunidades
de tipo x tienen en general un mayor peso molecular y por ende menor movilidad

electroforética en SDS-PAGE que las subunidades de tipo y.

Payne y Lawrence (1983) encontraron tres posibles formas alélicas o subunidades
en el locus Glu-A1l, once en el locus Glu-B1, seis en el locus Glu-D1. Actualmente, segun el
catalogo de genes y sus actualizaciones (Komugi, 2021,
https://shigen.nig.ac.jp/wheat/komugi/genes/symbolClassListAction.do?geneClassificationl
d=339), se han encontrado para los trigos diploides, tetraploides y hexaploides: 53 alelos
del locus Glu-Al, 83 para el locus Glu-B1 y 74 para el locus Glu-D1. A pesar de este

polimorfismo, las variedades comunes de trigo pan pueden presentar de tres a cinco
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subunidades de GAPM, claramente distinguibles en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

(Shewry, 2009).

También en algunos casos se puede producir la ausencia de estas subunidades
debido al silenciamiento de los genes codificantes. El locus Glu-Al puede no codificar
ninguna subunidad o codificar una del tipo x; el locus Glu-B1 puede codificar sélo la
subunidad x o ambas y el locus Glu-D1 codifica generalmente ambas subunidades (Payne,
1987). Aun asi, existe al menos una linea experimental en la cual Glu-Al codifica dos

subunidades y la linea expresa seis subunidades en total (Rogers et al., 1997).

Un alto porcentaje (30% - 79%) de la variacion en la calidad industrial de trigo se
puede atribuir a la composicion de GAPM de los genotipos, porcentaje que varia de
acuerdo con la variacion genética presente en cada una de las distintas colecciones de
genotipos estudiadas. Por eso los alelos que codifican GAPM son utilizados para explicar,
en parte, la calidad industrial de los cultivares. La relacion entre la variacion alélica en la
composicion de GAPM vy la calidad ha sido analizada por genetistas usando variedades,
lineas isogeénicas, lineas recombinantes y doble haploides. Numerosos autores han
reportado datos al respecto: Payne, 1987; Rogers et al., 1989, 1991, 2001; Carrillo et al.,

1990, Gao et al., 2016, entre otros.

La base molecular de las diferencias en calidad que confieren las distintas GAPM
estd aun en investigacion. La secuenciacion de ADN de los genes que las codifican ha
revelado algunas caracteristicas de este tipo de proteinas, como lo son el nimero y la
distribucion de los residuos de cisteina en las mismas, que juegan un papel muy importante

en la formacion de polimeros de GLU, porque de ello depende la factibilidad de generar
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puentes intermoleculares y la consiguiente expansion del polimero (Lindsay et al., 2000).
En base a esto se ha sugerido que la mayor calidad panadera de la harina asociada, por
ejemplo, a las subunidades de GAPM Dx5+ Dy10 frente a las subunidades Dx2+Dy12, se
debe principalmente a la presencia de un residuo extra de cisteina en la subunidad Dx5

(Lafiandra et al., 1993; Gupta y MacRitchie, 1994).

Por la simplicidad anteriormente mencionada de este grupo proteico, la relacion de
numerosas subunidades de GAPM con la calidad de las masas ha sido ampliamente
estudiada (Payne, 1987; Rogers et al, 1989, 1991, 2001; Gupta y MacRitchie, 1994; Lerner

etal., 2009; Liu et al., 2010).

Por su parte, las GBPM tienen un peso molecular entre 30.000 y 51.000 Da,
constituyen el 40% del gluten (Gianibelli et al., 2001) y un 60% del total de las gluteninas
(Bietz y Wall, 1973; Shuaib et al., 2007). Tienen una influencia significativa en el uso final
de la harina de trigo (Wang et al., 2009). Su habilidad para formar puentes disulfuro
intermoleculares con otras GBPM y/o con GAPM, es importante para la formacion de los
polimeros de GLU, que son las moléculas mas grandes presentes en la naturaleza.
Cuantitativamente se asocian en el polimero con una relacién de GAPM y GBPM de 1:2

(Wieser, 2007).

Las GBPM son codificadas por familias multigénicas presentes en los loci Glu- A3,
Glu-B3 y Glu-D3, en los brazos cortos de los cromosomas 1AS, 1BS y 1DS, cerca de los
genes que codifican ciertas Gli, por lo que en parte se heredan en forma conjunta

(Metakovsky et al., 1990). Se ha encontrado gran polimorfismo entre las subunidades de
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GBPM,; se reconocen, segun el catalogo de genes, 50 alelos para el locus Glu-A3, 29 alelos

para el Glu-B3y 13 alelos para Glu-D3 (KOMUGI, 2021).

A pesar de su abundancia, las GBPM, han recibido mucha menos atencion que las
GAPM, probablemente debido a su complejidad, la heterogeneidad y la co-migracion con
las GLI en SDS-PAGE (D’Ovidio y Masci, 2004). Aun asi, algunos autores como Gupta y
MacRitchie (1994) encontraron diferencias en la cantidad total de GBPM, asociadas con

formas alélicas especificas, como la causa de diferencias en la calidad de trigo pan.

1.2.4 Deposicion de proteinas

De los distintos grupos proteicos presentes en el endosperma del grano de trigo, las
albuminas y las globulinas comienzan a acumularse desde la antesis hasta 20 dias después
de antesis (DDA), permaneciendo luego en un nivel constante. En tanto que las proteinas de
reserva, GLI y GLU, se comienzan a acumular a partir de sexto dia después de antesis y
contintan hasta el final del llenado de granos (Stone and Nicolas, 1994; Panozzo et al.,
2001). A su vez, se ha reportado que durante el llenado de los granos las GLI comienzan a
depositarse antes que las GLU (Stone and Nicolas, 1994; Panozzo et al., 2001; Rondanini et
al., 2018), aunque, por lo contrario, Skerritt et al. (1998) detectaron subunidades de GAPM
a los 8 DDA, mientras que no detectaron las GLI hasta unos pocos dias después que las

GAPM.

De lo arriba expuesto, y aun cuando el tiempo preciso de iniciacion de la sintesis de
las subunidades de las distintas fracciones proteicas no esta completamente dilucidado, se

puede inferir que la acumulacion de las fracciones proteicas que componen el gluten es
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asincronica y que, como consecuencia, la composicion cuantitativa de las proteinas del

grano cambia durante el desarrollo de los mismos (Triboi et al., 2003).

Se puede establecer que la iniciacion de la sintesis de proteinas ocurre dentro de la
primera semana después de la antesis, aunque puede depender de una serie de factores

ambientales, tales como la temperatura y la nutricion (Panozzo et al., 2001).

Algunos |autores han reportado diferencias en la polimerizacion de las distintas
subunidades de GLU durante el llenado de los granos. Carceller y Aussenac (1999)
compararon dos cultivares: Soissons (combinacion de subunidades para Glu-Al, Glu-Bl y
Glu-D1: 2*, 748, 5+10, respectivamente) de buena calidad panadera y Thesee
(combinacion Glu-Al, Glu-B1 y Glu-D1: nulo, 6+8, 2+12) de calidad pobre®. Los autores
observaron que, durante el llenado de los granos, la cantidad de GAPM se increment6 méas
abruptamente para el cultivar Soissons, y ademas alcanzé un mayor valor a la madurez, que

para el cultivar Thesse.

Gupta et al. (1994), evaluando lineas isogénicas, es decir genotipos con un fondo
genético comun y diferencias de alelos en un solo gen, encontraron que la deposicion de
las GAPM comenzaba al menos tres dias antes en las lineas que presentaban el par 2+12 en

el locus Glu-D1, y mantenian sus valores hasta la madurez.

En el mismo sentido, Naeem y MacRitchie (2005) comprobaron, tanto en
condiciones de campo como en invernaculo, que la cantidad de Glu de las lineas isogénicas

que contenian el par 5+10 comenzaron a incrementarse antes en el tiempo que las que

! Desde esta seccion en adelante se utilizara una designacion simplificada de las subunidades proteicas,
omitiendo la indicacion del tipo de subunidad, correspondiéndose la primera mencidn a la subunidad x y la
segunda a la subunidad del tipo y.
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contenian el par 2+12, y a su vez alcanzaron mayores valores a madurez. Ademas, el valor
de desarrollo de la masa, pardmetro de calidad obtenido del mixdgrafo, también fue mayor

en el primer caso.

Para el caso en el que las variantes alélicas fueron del locus Glu-B1, las lineas que
presentaron el par 7+9, con mayor fuerza de la masa, comenzaron la polimerizacion de las
gluteninas unos dias antes que las lineas que presentaron el par 20+20. Es decir que la
polimerizacion temprana y altos valores de cantidad de GLU a madurez se relacionaron con

la presencia de GAPM de elevada fuerza de gluten.

Hasta el presente no se ha evaluado el comportamiento para otras subunidades de

Glu, ni tampoco se han realizado estudios en este sentido para GBPM/Gli.

1.2.5 Efecto de la fertilizacién con azufre y nitrégeno

Durante el desarrollo del grano, muchos efectos ambientales pueden influir en la
calidad final, entre ellos la disponibilidad de nutrientes, por ejemplo, azufre (S) y nitrégeno
(N), el calor y el estrés por sequia, las lluvias y los dafios por heladas. Estd ampliamente
difundido el uso de técnicas de fertilizacion para influir, tanto en el rendimiento como en la
calidad del trigo. A su vez, se han reportado diferentes efectos de la disponibilidad de Sy N

sobre la polimerizacion de las gluteninas (Naeem et al., 2012).

La deficiencia de S puede provocar, tanto disminuciones en el rendimiento en grano
como en la calidad de los mismos (Zhao et al., 1999). Por ejemplo, las relaciones entre las

concentraciones en grano de N y S superiores a 17/1 causan bajos rendimientos y
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deficiencias en las propiedades de procesamiento de la masa, que conlleva a la necesidad de
mezclas con harinas que producen masas mas resistentes al estiramiento y menos

extensibles (Wrigley et al., 1984).

Ademas, cuando la disponibilidad de S es deficiente, las proteinas pobres en S se
incrementan a expensas de las ricas en S, es decir, como consecuencia se eleva la relacion
GAPM/GBPM en los granos y por lo tanto se generan cambios en la calidad (Southan y

MacRitchie, 2006).

Con respecto a la oportunidad de aplicacion del fertilizante, se ha investigado el
efecto de la aplicacion de S después de antesis, durante el desarrollo de los granos, y se
encontrd que la sintesis y acumulacion de las proteinas de reserva comenz6 méas temprano
en los granos que tenian deficiencia de S que en los que tenian mayor disponibilidad. Esto
puede deberse a que la deficiencia de S acorta la fase inicial de desarrollo del grano que se
caracteriza por una alta tasa de division celular y una baja tasa de acumulacién de proteinas

(Zhao et al., 1999).

Por lo tanto, la nutricion con S tiene importantes efectos en la composicion de las
proteinas de reserva de los granos, pero poco efecto sobre la concentracion total de
proteinas. La presencia de proteinas S-ricas y S-pobres permite mantener altos niveles de

proteinas de reserva a pesar de las variaciones en la disponibilidad de S.

En términos generales, se ha demostrado que deficiencias de S provocan finalmente,
a cosecha, menores rendimientos y pobre calidad industrial, resultando en masas menos
extensibles y mas resistentes a la extensién dando panes de menor volumen y de textura

pobre (Jarvan et al., 2012).
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Con respecto a la disponibilidad de N, que es el nutriente mas comdnmente aplicado
como fertilizante al cultivo de trigo, se han demostrado ampliamente efectos positivos
sobre el rendimiento en grano (Lerner et al., 2016; Reussi Calvo et al., 2006) y también se
han encontrado diferencias en la cantidad (Landriscini et al., 2015) y calidad de las
proteinas en el grano maduro como resultado de la fertilizacion con N. Zhang et al. (2016)
reportaron que un cultivar de trigo pan creciendo con 240 Kg ha' de N aportado por
fertilizacion a la siembra, presenté un aumento del contenido total de proteinas del grano y

también en la concentracion de GLU y GLI respecto de un testigo sin fertilizacion.

Altenbach et al. (2016) observaron en un cultivar de trigo con fertilizacion pos-
antesis de 20:20:20 de N:P:K, el doble del contenido de proteinas en la harina resultante,
respecto al mismo cultivar sin fertilizacion pos-antesis. También encontraron efectos
positivos sobre el tamafio del polimero del gluten y un aumento en la relacion

GAPM/GBPM.

En ensayos a campo, Yue et al. (2007) encontraron siete dias de diferencia en el
comienzo de la acumulacion de la fraccion de GAPM entre dos cultivares con diferente
composicion y que esta respuesta se mantuvo para cinco tratamientos de fertilizacion con
N. No obstante, el contenido individual de GAPM en ambos cultivares mostrd diferentes

patrones durante el llenado de granos en respuesta a la dosis de N.

Chope et al. (2014) hallaron que la cantidad de GLI se incrementd en una pequefia
proporcion entre los 28 y 35 DDA, comparado con los rapidos cambios registrados entre
los 21 y 28 DDA o entre los 35 y 42 DDA, en tratamientos fertilizados con N. Este

pequefio incremento durante el desarrollo de los granos fue sélo registrado para tres de los
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seis cultivares estudiados. En el mismo experimento, los cambios observados en las GBPM
fueron inversos a los de las GLI. En ambos grupos la respuesta frente al agregado de dosis
crecientes de N fue en el mismo sentido durante el crecimiento de los granos, en tanto que

no fue asi para la fraccién de GAPM.

Asimismo, se han reportado diferencias entre cultivares con determinada
composicion de GAPM; por ejemplo, Malik et al. (2008) encontraron a madurez diferencias
en la cantidad y distribucion de las proteinas poliméricas ante el agregado de N en antesis
del cultivo, en variedades de trigo con distinta composicion de GAPM (Glu- D1 5+10
versus 2+12), siendo mayor en el cultivar con el par 2+12. Esos resultados estan en
discordancia con Diaz- DellaValle et al. (2006), donde el comportamiento de los genotipos,

en respuesta al agregado de N, fue variable a lo largo del llenado.

Por su parte, Liu et al. (2012) encontraron que el incremento de las GAPM de un
genotipo durante el desarrollo de los granos fue en el siguiente orden de subunidades
5>10>14>15y el contenido de cada subunidad present6 diferencias significativas desde el

comienzo del llenado hasta pasados los 21 dias del mismo.

Para genotipos argentinos, teniendo en cuenta la aplicacion combinada de
nutrientes, se ha reportado que la aplicacion conjunta de N y S es una buena estrategia para
incrementar tanto el rendimiento como la calidad de los granos de trigo, aunque la
respuesta de variedades pertenecientes a los distintos grupos de calidad resul6 diferente
(Fernandez et al., 2007). En un ensayo con cultivares de GC1 y GC3, Fernandez et al.
(2007) reportaron que la aplicacion de 100 Kg ha* de N resulté en mayores rendimientos

los cultivares del GC3, mientras que, a dosis maxima de fertilizante con N y S (50Kg ha +
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24 Kg ha de S), no se presentaron diferencias en el rendimiento en grano entre los GC. En
tanto que el volumen de sedimentacion en SDS (sodium dodecyl sulfato) aumento en los
dos grupos de calidad, cuando se aplicaron las dosis maximas de fertilizacion Ny S en

macollaje.

Aunque en la actualidad esta difundida la préactica de fertilizacion combinando N y
S como fertilizacion de base o en etapas tempranas de cultivo (Loewy et al., 2008), no esta
estudiada al mismo punto la aplicacion foliar combinada de N y S en etapas mas tardias del
ciclo, tendientes a mejorar la calidad de los granos. Por todo lo mencionado es que esta
tesis intentara aportar conocimiento sobre como la fertilizacién complementaria con Ny S
influye sobre la deposicion de los grupos proteicos que forman el gluten y, a su vez, cémo
incide sobre la calidad final y el rendimiento de distintos genotipos de trigo con diferente

composicion del gluten.

En base a los antecedentes planteados, se proponen las siguientes hipdtesis y

objetivos:

1.3 Hipdtesis

- Variedades de trigo pan pertenecientes a distintos grupos de calidad (GC1, GC2 y
GC3) muestran diferencias en el patron de acumulacion de las fracciones que conforman el

gluten en respuesta a la fertilizacion complementaria (con Ny S).

- Dentro de las fracciones proteicas que conforman el gluten de genotipos de trigo

pan existen diferencias en su patron de acumulacién en respuesta a la fertilizacion
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complementaria (con N y S), que son explicadas por las subunidades participantes.
Subunidades asociadas a mejor calidad panadera mostrardn incrementos en la
concentracion en grano en respuesta a la fertilizacion N/S, a igual incremento de

rendimiento.

- El efecto que las préacticas de fertilizacion complementaria (con N y S) sobre las
distintas fracciones y subunidades proteicas del gluten de variedades argentinas de trigo pan

pertenecientes a los distintos GC determina respuestas diferenciales en la calidad panadera.

1.4 Objetivo general:

Contribuir al conocimiento del proceso de acumulacion de las diferentes fracciones
proteicas que conforman el gluten (GAPM, GBPM y GLI) durante el llenado de granos de
genotipos de trigo pan con diferentes perfiles proteicos y su relacion con la calidad final y

el rendimiento, en respuesta a la fertilizacion complementariacon Ny S.

1.5 Objetivos especificos:

N°l: Estudiar coémo practicas de fertilizacién tradicionales (con N) vy
complementaria (con N y S) afectan al rendimiento en grano de variedades argentinas de

trigo pan de distintos GC.

N°2: Analizar como préacticas complementarias de fertilizacion (con N y S) afectan

la calidad final de variedades de trigo pan de los distintos GC.
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N°3: Estudiar como practicas de fertilizacion tradicionales (con N) vy
complementarias (con N y S) afectan la acumulacion de las fracciones proteicas que
componen el gluten (gluteninas de alto y de bajo peso molecular y gliadinas) de variedades

de trigo pan de distintos GC.

N°4: Profundizar el estudio del efecto de la fertilizacion tradicional con N, y
complementaria con N y S, sobre la acumulacion de subunidades contrastantes para los loci
Glu-D1 y Glu-B1, expresadas en un fondo genético comun con calidad potencial medio, y

la calidad final de las mismas.



CAPITULO N°2. CONDICIONES AMBIENTALES

Puesto que en la presente investigacion se pretende analizar la incidencia de
distintas préacticas de fertilizacion (una temprana sélo con N, y otra complementaria foliar
con N y S), reviste importancia realizar una caracterizacion y analisis edafo-climatico del
sitio de los experimentos, debido a que la respuesta a la fertilizacion depende en gran
medida de la disponibilidad de nutrientes del suelo, del potencial de rendimiento de la

variedad utilizada y de su adaptacién a las condiciones de clima y suelo del sitio.

Todos los datos analizados en el presente capitulo corresponden a las condiciones
de clima y suelo durante los tres ensayos a campo realizados en la Chacra de la Facultad de
Agronomia de Azul (UNCPBA), ubicada en Ruta Nacional N°3, Km 307 (36° 49’ 53>’
latitud Sur, 59° 53° 23"’ longitud Oeste), y se retomaran en las discusiones de los capitulos

posteriores de esta tesis.

Los dos primeros ensayos se realizaron en los afios 2014 y 2015, respectivamente, y
corresponden a un mismo experimento repetido en afos sucesivos; para una mejor
organizacion se presentan los datos en conjunto. El tercer ensayo corresponde a un
experimento diferente realizado en 2018, en el que se intenté profundizar la investigacién

sembrando lineas isogénicas de trigo.

Los datos climaticos fueron aportados por el Centro Regional de Agrometeorologia
y los datos de suelo por el Laboratorio de andlisis de suelos, ambos pertenecientes a la

mencionada Facultad.

23
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2.1 Datos histéricos

La caracterizacion climatica del sitio donde se realizaron los ensayos se observa en
la figura 2.1, elaborada con datos histéricos provenientes de los Boletines
Agrometeoroldgicos de la Facultad de Agronomia de Azul (UNCPBA). Cabe aclarar que se
consideran los datos entre los meses de julio y diciembre porque comprenden el ciclo del

cultivo de trigo en la region.

Las precipitaciones en el segundo semestre del afio para el partido de Azul rondan
los 418 mm. Las temperaturas maximas van desde los 12,6 °C en el mes de julio hasta los
26,9°C en diciembre; en tanto que las temperaturas minimas van desde 1°C hasta 12,4°C en

el mismo periodo (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Datos mensuales histéricos (medias del periodo 1994-2016) de precipitaciones y
temperaturas maximas, medias y minimas desde julio a diciembre en la region Centro del Partido de
Azul (Boletines Agrometeoroldgicos del Centro Regional de Agrometeorologia de la Facultad de
Agronomia, UNCPBA).
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Cabe mencionar que los requerimientos hidricos del cultivo de trigo en zonas
templadas son de 500-550 mm durante su ciclo, la temperatura base (por encima de la cual
existe desarrollo) es de 0°C y las temperaturas 6ptimas de desarrollo oscilan entre los 10°C
y 24°C (Miralles et al., 2014), por lo que se podria considerar que el rango de temperaturas
experimentadas por el cultivo de trigo en la zona se encuentra dentro del rango apropiado
para la produccion de trigo, evitando asi un excesivo aumento de la tasa de desarrollo que
podria acortar la duracién de las etapas fenologicas, afectando de forma negativa el ciclo

del cultivo y por lo tanto su rendimiento (Slafer et al., 2004).

A pesar que la disponibilidad de agua del sitio esta un poco por debajo de los
requerimientos considerados Optimos como se mencion6 en el parrafo anterior, es de
destacar que se siembran aproximadamente 54.031 has de trigo en el partido de Azul, con
un rendimiento promedio de 3626 kg ha, superando el promedio del pais que fue de 2582
kg ha?l, para la misma serie de afios analizadas (desde 1994 a 2016, Ministerio de
Agricultura, ganaderia, pesca y alimentacién), lo que indicaria la aptitud agroecoldgica de

la zona para la produccion del cereal en cuestion.

2.2 Condiciones agrometeoroldgicas y de suelo durante los afios 2014 y 2015 en el sitio

de los experimentos

Las precipitaciones en el afio 1 (492mm) fueron superiores a las del afio 2 (399mm)
(Figura 2.2), superando a su vez en el primer caso al promedio histérico (Figura 2.1) y

encontrandose muy préxima a los 500 mm, que seria aproximadamente lo que requiere el
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cultivo de trigo durante su ciclo en condiciones normales de crecimiento (Slafer et al.,

2004).
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Figura 2.2: Precipitaciones y temperaturas maximas, medias y minimas mensuales desde julio a
diciembre, en los dos afios de ensayos (Afio 1 corresponde a 2014 y Afio 2 corresponde a 2015).

Con respecto a las temperaturas del afio 1, en el mes de agosto, solo se registraron 5
heladas posteriores a la fecha de siembra del cultivo y hubo 3 dias con temperaturas
superiores a los 30°C en el mes de Noviembre (los dias 15, 17 y 18) y 9 en diciembre (4, 6,
18, 19, 25, 26, 27, 28, 29 y 30). En tanto que en afio 2 hubo 7 heladas durante el ciclo,
registrandose la Gltima el dia 27 de septiembre, y 12 dias con temperaturas elevadas,

superiores a los 30°C en el mes de diciembre (9, 10, 11, 12, 13, 22, 25, 26, 27, 28, 29 y 30).
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Por lo tanto, el afio 1 resultd con temperaturas mas templadas que el segundo, es
decir con temperaturas menos limitantes para el crecimiento y el desarrollo del cultivo.
Cabe mencionar que las heladas en los dos afios ocurrieron temprano durante el ciclo del
cultivo, es decir previas a inicio de encafiazon. En cuanto a las temperaturas elevadas, por
encima de los 30°C, ocurrieron solo en 5 dias durante el llenado de los granos en los dos
afios. Cabe destacar que en el afio 2 las altas temperaturas se sucedieron en un periodo de 5

dias consecutivos, llegando a tener un pico maximo de 34,5°C.

Adicionalmente se cuenta con el indice de estrés hidrico, calculado por el Centro
Regional de Agrometeorologia de la Facultad de Agronomia (Cuadro 2.1). Estos datos
indican que en el afio 1 hubieron menos semanas con estrés hidrico “Muy fuerte” con
respecto al afio 2, si consideramos hasta la segunda semana del mes de diciembre que fue
cuando se produjo la madurez fisioldgica en ambos afios. Asimismo, existieron 8 semanas
durante el segundo afio, correspondientes a los meses de octubre y noviembre, en que no

hubo estrés hidrico.
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Cuadro 2.1: Indice de estrés hidrico (E.H.) semanal de los cultivos para la region Centro del partido
de Azul, desde julio a diciembre, en los dos afios de ensayos (Afio 1: 2014 y Afio 2: 2015).

Mes Semana Afo 1 Afio 2
E.H E.H

Julio 1° Semana |Sin estrés Sin estrés
Julio 2° Semana | Sin estrés Sin estrés
Julio 3°Semana |EstréslLeve |EstrésLeve
Julio 4° Semana | Sin estrés Sin estrés
Agosto 1° Semana |Estrés Leve |Sin estrés
Agosto 2° Semana |Estrés Leve |Sin estrés
Agosto 3°Semana |Estrés Leve |Estrés Leve
Agosto 4° Semana | Sin estrés Estrés Leve
Septiembre |1° Semana |Sin estrés Muy fuerte
Septiembre |2°Semana |Estrésleve |Muy fuerte
Septiembre |3°Semana |Estrés Leve | Muy fuerte
Septiembre |4° Semana |EstrésLeve |Muy fuerte
Octubre 1° Semana |Estrés Leve |N/D!
Octubre 2° Semana |Muy fuerte |N/D
Octubre 3°Semana | Estrés fuerte | N/D
Octubre 4° Semana | Sin estrés N/D
Noviembre |1°Semana |Sin estrés N/D
Noviembre |2°Semana |Muy fuerte |N/D
Noviembre |3°Semana |Estrésleve |N/D
Noviembre |4°Semana |Estrésleve |[N/D
Diciembre 1° Semana | Muy fuerte |Estrés fuerte
Diciembre |2° Semana |Estrés Fuerte | Estrés fuerte
Diciembre |3°Semana |Muy fuerte |Estrésfuerte
Diciembre |4°Semana |Muy fuerte |Muy fuerte

1 N/D Dato no disponible

En cuanto al suelo donde se desarrollaron los experimentos, se trato de un Argiudol
tipico, con una profundidad efectiva superior al metro. Los analisis realizados previos a la
siembra en los dos afios arrojaron como resultado una baja disponibilidad de P en el primer

afio, ascendiendo a casi el doble en el segundo afo resultando moderada; en el caso de S
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fue similar en los dos afios en los primeros centimetros del perfil (0-20cm), pero superior en

la mayor profundidad el primer afio (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2: Datos provenientes del andlisis de suelo (pH, Materia organica, Fésforo, Sulfatos y
Nitrogeno) en las profundidades 0-20cm y 20- 40cm, en los dos afios de experimentos (el afio 1
corresponde al afio 2014 y el afio 2 a 2015).

Afio | Prof. pH Mat.Org. Faésforo S-S04* Nitrogeno
Walkle Bray & Turbidimetria
(cm) ( y (Bray ( ) Kg N/ha
& Black) | Kurtz I) ppm ppm
%
1 0-20 [5,93 (mod. | 3,51 7,43 (Bajo) 17,9 (Moderado) | 14,46
acido) (Bajo) (Bajo)
20-40 15,4 8,01
2 0-20 | 6,9 (Neutro) | 3,51 13,84 (Mod. ) | 17 (Moderado) | 18,62
(Bajo) (Bajo)
20-40 8,35 16,26

Si bien el laboratorio de suelos clasifica los niveles de S en los primeros 20 cm de
profundidad como moderados, segn Reussi Calvo et al. (2020) suelos con disponibilidades
menores a 45 kg S-SO4 en los primeros 20cm de perfil, es probable que muestren respuesta

en el rendimiento si se fertiliza al cultivo de trigo con un fertilizante que aporte S.
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Cabe mencionar que en general las deficiencias de S se observan asociadas a suelos
con bajo contenido de materia orgéanica y con un prolongado uso agricola, debido a que el
95% o0 mas del S total del suelo se encuentra en formas organicas y su suministro al cultivo
es altamente dependiente de los procesos de mineralizacion-inmovilizacion en el suelo, al

igual que el N (Garcia y Reussi Calvo, 2014).

Con respecto al nivel de N disponible a la siembra, éste resulto bajo en los dos afios
de ensayos, siendo 22,47 kg ha en el afio 1y 34,88 kg ha™ en el afio 2, cuya diferencia
(12,41 kg hal) equivaldria a 414 kg ha? de rendimiento de trigo, considerando que el
cultivo requiere aproximadamente 30 kg de N ha* cada 1000 kg de granos (Reussi Calvo et

al., 2020).

En relacion con la disponibilidad de N en el suelo, Garcia y Reussi Calvo (2014),
citan que en bajos niveles de disponibilidad de N en el suelo, el agregado de N incrementa
principalmente los rendimientos del cultivo de trigo, pero disminuye o no afecta los niveles
de proteina en grano; con disponibilidades medias de N el incremento de la oferta de N
incrementa simultaneamente el rendimiento y la proteina, y con alta disponibilidad de N en
el suelo, el efecto de la aplicacion de N se registra solamente en la concentracion de

proteina en grano.

En base a los resultados de los analisis de suelos realizados en ambos afios previos a

la siembra seria factible esperar respuesta frente a la fertilizacion tanto con N, como con N

yS.
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2.3 Condiciones agrometeorologicas y de suelo durante el afio 2018

Las precitaciones durante el segundo semestre del afio 2018 ascendieron a 488mm,
siendo noviembre el mes en el que mas precipitaciones se registraron, coincidiendo con los
datos historicos (Figura 2.3) y con el periodo critico para la definicion del rendimiento del

cultivo de trigo en la region analizada, es decir alrededor de la floracion (Miralles et al.,

2014).
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Figura 2.3: Precipitaciones y temperaturas maximas, medias y minimas mensuales desde julio a
diciembre durante el afio 2018.

Por su parte las temperaturas (maxima y minima) también se asemejaron a los datos
historicos, la ultima helada del afio fue la segunda semana de septiembre, y, por otro lado,
en dos ocasiones en el mes de noviembre (los dias 9 y 21) y 9 veces en diciembre (9, 16,

22,23, 24, 25, 26, 27 y 28) las temperaturas fueron elevadas (>30°C).
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Con respecto a las caracteristicas del suelo resultantes del andlisis correspondiente
(Cuadro 2.3), se puede mencionar el bajo contenido de materia organica, un moderado
contenido de P, probablemente resultado de fertilizar con criterio de enriquecimiento de
dicho nutriente, también un moderado contenido de S, y una baja disponibilidad de N, lo
que limitaria el crecimiento y rendimiento del cultivo seguin los modelos de respuesta a este
nutriente en la region (Garcia y Reussi calvo, 2014) y haria al cultivo altamente

dependiente del N provisto por la fertilizacion para satisfacer sus requerimientos.

Cuadro 2.3: Datos provenientes del andlisis de suelo (pH, Materia orgéanica, Fosforo, Sulfatos y
Nitrogeno) en las profundidades (Prof.) 0-20cm y 20- 40cm, en la Chacra experimental de la
Facultad de Agronomia (UNCPBA) en Azul, afio 2018.

Prof. pH Mat.Org. Fosforo S-S042- Nitrogeno
Walkley & Bray & Turbidimetria
(cm) ( Y (Bray ( ) Kg N/ha
Black) % | Kurtz I) ppm ppm
0-20 | 5,97 3,84 18,94 11,63 7,80
Moderadamente ) )
Bajo Moderado Moderado Bajo
acido
20- |5,86 2,60 15,96 15,18 9,79

40 Moderadamente

acido




CAPITULO N°3. INCIDENCIA DE LA FERTILIZACION TRADICIONAL CON N
Y COMPLEMENTARIA CON N Y S SOBRE EL RENDIMIENTO EN GRANO DE
VARIEDADES ARGENTINAS DE TRIGO PAN DE DISTINTOS GRUPOS DE

CALIDAD

3.1 Introduccioén

El rendimiento del cultivo de trigo en una region determinada es la resultante de la
interaccion entre factores ecoldgicos, tecnoldgicos y genéticos. La potencialidad del cultivo
de trigo difiere entre distintas regiones productivas debido a factores fundamentalmente
climaticos (Calvifio y Sadras, 2002). Ademas, en muchos casos los rendimientos
potenciales no se alcanzan debido a una reducida oferta de nutrientes, por lo tanto, la
nutricion del cultivo a través de la fertilizacion es uno de los principales recursos que se
manejan para incrementar el rendimiento por unidad de superficie, como asi también la

calidad final de los granos (Garcia y Reussi Calvo, 2014; Meier et a., 2021).

El N es el nutriente que condiciona en mayor medida el crecimiento y rendimiento
del cultivo de trigo. Debe estar bien provisto en cantidad y oportunidad como para asegurar
un optimo estado fisiolégico en el periodo critico para la definicion del rendimiento (desde

20 dias antes a 10 dias después de antesis) (Fisher, R, 1985; Fossati et al., 2011).

Es sabido que, en situaciones de baja disponibilidad de N, el rendimiento del cultivo
aumenta por el agregado de este nutriente, mientras que los niveles de proteina en grano no

se modifican o disminuyen, en situaciones de disponibilidad media el agregado de N

33
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incrementa simultdneamente los rendimientos y la proteina, y cuando existe alta
disponibilidad de N la fertilizacion con este nutriente provoca solamente un efecto sobre la

concentracion de proteina en grano (Reussi Calvo et al., 2006).

A su vez, se han encontrado respuestas diferenciales en el rendimiento en grano al
agregado de N, en cultivares con distinta calidad potencial. Al respecto, Fernandez et al.
(2007) encontraron que dosis de N de 25 Kg ha® no incrementaron el rendimiento en
cultivares de trigo argentinos de GC1, aunque si aumenté el porcentaje de proteina; por el
contrario, dosis creciente de dicho nutriente aumentaron el rendimiento en variedades del

GC3, alcanzando en todos los casos similar contenido proteico.

Por su parte, Daba (2017), en un ensayo con cuatro genotipos de trigo y cinco dosis
de fertilizante nitrogenado, en dos ambientes distintos, encontré una interaccion positiva
entre los sitios de ensayo x nivel de N x genotipo, sobre el rendimiento en grano,
demostrando los mayores rendimientos en dos de los cultivares, uno de ellos en uno los
sitios de ensayo cuando se fertilizd con 90kg N ha™, mientras que el otro genotipo logré su
maximo rendimiento cuando se le aplicaron 120 kg N ha?l en el segundo sitio de

experimento.

Ademas de la importancia que reviste el N, tanto para incrementar los rendimientos
como la calidad de los granos, resulta relevante considerar el azufre (Loewy et al. 2007,
Salomén et al. 2007). El rol del S en el crecimiento y el desarrollo de las plantas es versatil,
pero la funcion mas importante es como componente de las proteinas, ya que forma parte

de aminoacidos involucrados en su sintesis como son la cisteina y la metionina
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(Stankowsky et al., 2019) y de la unién entre aminoacidos, como en la cistina, formada a

partir de un puente disulfuro entre dos cisteinas.

Simultdneamente, el fraccionamiento del N y un adecuado balance con S, se
condicen con tecnologias de fertilizacion que responden a demandas ambientales y de la
calidad del producto, ademas de las economicas (Loewy et al., 2008). En términos
generales, se ha demostrado que deficiencias de S provocan a cosecha, menores

rendimientos y pobre calidad industrial (Jarvan et al., 2012).

En ensayos de fertilizacion con un cultivar de trigo, Stankowski et al. (2019)
reportaron aumentos significativos del nimero de espigas y del rendimiento, creciendo en
condiciones de campo, ante el suplemento de S a través de distintas fuentes; las mayores

respuestas se registraron en los casos en que la provision de S del suelo fue insuficiente.

Ademas, como mencionan Ventimiglia y Torrens Baudrix (2015), una alternativa es
la complementacion de la fertilizacion clasica en etapas tempranas, con una fertilizacion

tardia estratégica, tanto para mejorar el rendimiento como la calidad de los granos.

En el mismo sentido, Tabak et al. (2020), en un experimento con un cultivar de trigo
pan de buena calidad, conducido durante tres afios en un suelo con baja provision de azufre,
encontraron que la fertilizacion complementaria con S logré mejorar la recuperacion de N

aplicado temprano en el ciclo e incrementar el rendimiento en grano.

Por todo lo mencionado, y atendiendo a la creciente importancia de la utilizacion de
buenas practicas de manejo de la nutricion y fertilizacion del cultivo de trigo que
involucran la eleccion de la dosis correcta, la fuente apropiada, en la forma y el momento

correcto (Divito et al., 2017), en el presente capitulo se aborda el objetivo especifico N°1:
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Estudiar como practicas de fertilizacion tradicionales (con N) y complementaria
(con N y S) afectan al rendimiento en grano de variedades argentinas de trigo pan de

distintos grupos de calidad.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Cultivares: Se estudiaron en la presente investigacion seis cultivares de trigo pan

argentinos, dos pertenecientes a cada grupo de calidad (INASE):
Grupo de calidad 1 (GC1): Klein Proteo y Klein Rayo.

Grupo de calidad 2 (GC2): Buck Pleno y Nidera Baguette 9.
Grupo de calidad 3 (GC3): Buck 75 Aniversario! y Klein Leon.

3.2.2 Experimentos a campo: Los ensayos fueron realizados en el campo experimental de
la Facultad de Agronomia, Universidad Nacional del Centro de la provincia de Buenos
Aires, Azul, Buenos Aires, ubicada en la ruta nacional N°3, Km 307 (36° 49° 53” latitud
Sur, 59° 53 23’ longitud Oeste), en dos campafias consecutivas (2014 y 2015). En los dos
afios (A) la fecha de siembra fue la recomendada para la zona por los criaderos de semillas,
siendo el 7 y el 12 de agosto respectivamente. La densidad de siembra fue de 350 plantas

2

m™. La siembra se realizO con sembradora experimental de siembra directa, previa

incorporacion de fertilizante fosforado, para asegurar suficiencia.

El disefio experimental correspondié a un disefio en 3 bloques (B) completos al azar

con parcela dividida, donde la parcela principal fue la variedad (V) y la subparcela fue el

1 Al momento de defensa de esta tesis B. 75 aniversario se clasifica dentro de GC1
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tratamiento de fertilizacion (F). Cada parcela midié6 14 m2, con 7 surcos a 20cm de

distancia entre surcos.

Los tratamientos de fertilizacion fueron: 1) Tratamiento Testigo (T): sin el agregado
de fertilizante; 2) Tratamiento Nitr6geno o N: con agregado de 180 Kg ha de N, en forma
repartida 40% en emergencia del cultivo o Zadoks 1 (Zadoks et al., 1974), y 60% en
macollaje o Zadoks 2. La fuente utilizada fue urea, y 3) Tratamiento Nitro-Azufrado o NS:
con agregado de urea como en el tratamiento anterior y ademas la aplicacion
complementaria de 5 litros ha* de fertilizante foliar (9% Ny 8% S), en estado de bota o

Zadoks 4.

Se controlaron malezas, plagas y enfermedades cuando fue necesario. En madurez
fisiologica se cosecharon manualmente todas las espigas correspondientes a 1 m? de cada
subparcela y se trillaron con maquina estatica. Sobre esos granos se realizd la
determinacion del rendimiento en grano y sus principales componentes (nimero de granos
por unidad de superficie y peso por granos). El peso por granos se realizé de forma manual,

contando y pesando los granos.

El indice de cosecha (IC) se determind como la proporcion de peso entre la materia
seca total de las plantas de trigo (sin incluir las raices), con respecto a la proporcién de

granos.

3. 2.3 Andlisis estadisticos: El rendimiento por unidad de superficie, el N° de granos por
m?, el peso de los mismos y el indice de cosecha (IC) en los dos afios de ensayos fueron
analizados con ANOVA, y las medias se compararon con el test de Fisher (0¢=0,05). El

porcentaje de explicacion de cada fuente de variacidn (% Exp.) se calculé como el cociente



38

entre la suma de cuadrados de la fuente de variacion sobre la suma de cuadrados del

modelo. El paquete estadistico usado en este caso fue Infostat (Di Rienzo et al., 2019).

3. 3 Resultados y Discusion

3. 3. 1 Efecto de la fertilizacion temprana con nitrégeno y foliar complementaria con

nitrégeno y azufre sobre el rendimiento

El rendimiento en grano es uno de los objetivos fundamentales de las decisiones
agrondmicas, y es el producto final de procesos de desarrollo y crecimiento en respuesta a

factores genéticos, ambientales, de manejo, y de la interaccion entre ellos.

Una de las formas de intentar comprender el rendimiento y de interpretar las causas
por las que dichos factores lo afectan es descomponerlo en componentes numéricos, siendo
los principales el nimero de granos por m? de cultivo y el peso promedio de esos granos
(Slafer et al., 2015). Atendiendo a lo mencionado, en el Cuadro 3.1 se presentan los
resultados de los analisis estadisticos para las siguientes variables: rendimiento por unidad
de superficie (g m?), el nimero de granos por m? (NG), el peso por grano (P1000), y el
indice de cosecha (IC). Se obtuvieron diferencias significativas en el rendimiento en grano
entre los tratamientos de fertilizacion, entre afios y en la interaccion F x A, siendo su
variacion principalmente explicada por los tratamientos de fertilizacion, coincidiendo con
lo reportado por Reussi Calvo et al. (2006) y Sulek et al., (2019). Asimismo, se encontraron
diferencias significativas en el NG para las mismas fuentes de variacion mencionadas,
tambiéen explicadas mayormente por los distintos tratamientos de fertilizacion. Esta

respuesta, similar en el rendimiento en grano y en el NG, apoya la fuerte asociacion entre
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ambos parametros y la aseveracion que indica que el NG es el principal componente

numerico del rendimiento en trigo, por sobre el P1000 (Slafer et al., 2004).

Cuadro 3.1: Nivel de significancia (Sig.) y porcentaje de explicacion (% Exp.) de las distintas
fuentes de variacion: Variedad (V), Tratamiento de fertilizacion (F), Blogue (B), Afio (A), y sus
interacciones V X F, VX B, VXA FXxB,FXAYyVXFXA, para los pardmetros analizados:
Rendimiento en grano (g m?), NUmero de granos m? (NG), Peso/grano (P1000) e indice de
Cosecha (1C).

F. V. Rendimiento NG P 1000 IC
Sig. | % Exp. | Sig. | % Exp. | Sig. | % Exp. | Sig. | % Exp.

Variedad NS 5,21 NS | 10,49 * 23,09 FxE 139,29
V)

Fert (F) *x% 139,00 *xx 137,70 NS | 2,37 * 3,57
Bloque (B) | NS 1,90 NS | 1,52 NS | 3,48 NS | 3,57
Afio (A) e 9,15 ** 19,32 NS |1,13 **% 110,71
VXF NS 581 NS |5,31 NS | 12,04 NS | 3,57
V xB NS 11,11 NS | 13,47 NS | 14,76 NS | 3,57
VXA NS |4,87 NS | 4,58 NS | 11,03 *xx 125,00
FxB NS | 4,64 NS | 6,26 NS |5,12 NS |1,18
FxA ** 12,07 * 5,76 il 17,03 NS |1,11
VXFXxA NS 6,24 NS | 5,58 NS |9,96 NS | 3,57

Los asteriscos *, ** y *** indican el nivel de significancia al 0,1, 0,05y 0,01 y NS significa no
significativo.

Dicha relacion entre el rendimiento y el nimero de granos es la causa por la que el

mejoramiento de trigo en nuestro pais logro incrementar el rendimiento a traves del nimero
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de granos por unidad de area, mientras que el peso de los granos no sufrié grandes cambios

a lo largo de los afios (Abeledo et al., 2018).

La mencionada asociacion entre el rendimiento (g m?) y sus principales
componentes numéricos se observa en las figuras 3.1 y 3.2, donde se aprecia que el
rendimiento del cultivo estd mas asociado con el Nimero de granos (R?=0,9128) que con el
peso de los mismos, tal como estd ampliamente documentado en la bibliografia (Slafer et

al., 2004; Miralles y Slafer, 2007, Bodega et al., 2016).
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Figura 3.1: Relacién entre rendimiento y nimero de granos de las seis variedades, para los tres
tratamientos de fertilizacién, con todas las repeticiones, en los dos afios de ensayos.
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Figura 3.2: Relacion entre rendimiento y peso de mil granos de las seis variedades, para los tres
tratamientos de fertilizacién, con todas las repeticiones, en los dos afios de ensayos.

Cabe mencionar que, aunque el peso de los granos parece no afectar demasiado al
rendimiento, si puede afectar el valor comercial y la calidad industrial de la produccion

obtenida (Abbate et al., 2017), temas que se abordaran en el capitulo siguiente.

Por su parte, el peso de los granos presentd diferencias entre variedades, y en la
interaccion F x A, en tanto que el indice de cosecha mostro diferencias entre las variedades,
los tratamientos de fertilizacion, entre afios y en la interaccion V x A. En ambos casos las
diferencias estuvieron principalmente explicadas por los genotipos (Cuadro 3.1). Cabe
mencionar que el importante efecto de las diferentes practicas de fertilizacion sobre las

variables mencionadas se amplia en secciones posteriores.

Es de destacar que el Afio, como fuente de variacion, determind diferencias
significativas en casi todos los parametros, y afecté de manera diferencial la respuesta a la

fertilizacion tanto en el rendimiento en grano como en sus componentes, 1o que se tradujo
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en una interaccion significativa para F x A. Esto era de esperarse puesto que como se
mostrd en el capitulo N°2 las condiciones ambientales entre los dos afios fueron diferentes,
en cuanto a la disponibilidad hidrica y temperaturas principalmente. En particular, la
interaccion V x A para el indice de cosecha explicd una proporcion relativamente alta de la
variacion observada, debido a la variacion presente para la materia seca total en los

distintos afios.

Para el conjunto de genotipos hubo diferencias en rendimiento entre los tratamientos
de fertilizacién (Figura 3.3). Los tratamientos fertilizados con N y NS presentaron
incrementos de entre 247.11 g m?y 186.22 g m?, y 62.22 g m?y 77.67 g m™ respecto a
los testigos en el afio 1 afio 2, respectivamente; la superioridad de la fertilizacion
complementaria (NS) con respecto a la tradicional (N) no fue consistente entre afos, a
diferencia de lo reportado por Stankowsky et al. (2019), quienes demostraron que la
fertilizacion con S aumentd el rendimiento de trigo. Esta diferencia podria deberse a que en
el experimento desarrollado en Polonia el nivel de S en el suelo fue muy bajo, mientras que
en los ensayos realizados en esta investigacion el nivel de nutriente en el suelo resulto

moderado (Cuadro 2.2, Cap. 2).
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Figura 3.3: Rendimiento (g m) promedio de seis genotipos argentinos de trigo en tres tratamientos
de fertilizacion: Testigo (T), fertilizacion nitrogenada (N) y fertilizacion nitro azufrada (NS), en dos
afios de ensayos (Afio 1 y Afio 2). La linea punteada indica el rendimiento promedio de trigo pan en
la region central de la provincia de Buenos Aires en la Gltima campafia (Bolsa de Cereales de
Buenos Aires, 2021). Letras distintas indican diferencias significativas (P= 0,05).

Los resultados encontrados en la presente investigacion coinciden con Garcia
(2004), quien menciona que fertilizaciones en etapas avanzadas del ciclo, como ocurrié en
este caso en Z4, mejoran més la calidad de los granos que el rendimiento, ya que no se
observaron diferencias significativas en el rendimiento entre los tratamientos N y NS

(Figura 3.3).

Cabe aclarar que, segun el analisis de suelo de los dos afios de ensayos, el contenido
de N en el perfil fue bajo, y la disponibilidad de S fue moderada (Cuadro 2.2 y 2.3,
Capitulo N°2); probablemente esto se relaciona con las respuestas observadas tanto en el
rendimiento como en sus componentes numéricos mencionadas anteriormente, resultantes

de las distintas préacticas de fertilizacion.
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Ademas, en el tratamiento T del afio 2 se observd un mayor rendimiento que en el
afio 1 en el mismo tratamiento; aunque se observo una baja disponibilidad de N en el suelo
en los dos afios en el perfil explorado, el afio 2 presentd mas de 12 Kg de N ha? de
diferencia con respecto al afio 1, lo que podria explicar dicha diferencia en el rendimiento a
favor del tratamiento T en el afio 2. Esto coincide con los reportado por Dilchneider et al.
(2019) quienes mostraron que la disponibilidad de N es el principal condicionante del

rendimiento del cultivo de trigo.

Adicionalmente se podria considerar, que ademas de la menor disponibilidad de N
en el primer afio, la mayor cantidad de precipitaciones pudieron haber contribuido a la
pérdida del nutriente, tanto del presente en el suelo previo a la siembra como del agregado

con el fertilizante.

En el Afo 1 se produjo un incremento del 65% y del 49% del rendimiento de los
tratamientos N y NS, respectivamente, con respecto al tratamiento T, lo que coincide en
parte con lo reportado por Reussi Calvo et al. (2020), quienes mostraron un incremento de

rendimiento de entre 38%-59% de trigos fertilizados con N y S, en la zona Sur de Santa Fé.

Cabe mencionar ademas que en los tres tratamientos y en ambos afios, se logrd
superar el rendimiento promedio de trigo en la regién central de la provincia de Buenos
Aires en la Gltima campafia (2019/2020), que segun datos de la Bolsa de Cereales de
Buenos Aires ascendié a 3097 Kg ha?, puesto que el valor mas bajo obtenido en esta
investigacién correspondiente al tratamiento T del afio 1 logré superar este valor por un 22

%.
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3. 3. 2 Efecto de la fertilizacion temprana con nitrogeno y foliar complementaria con

nitrégeno y azufre sobre el nimero de granos y el peso de mil granos

Con respecto al nimero de granos por metro cuadrado, se observo que ambos

tratamientos con aplicacion de fertilizantes, tanto con fertilizacion temprana con N como

asi también con el aporte complementario de N y S, presentaron una mayor respuesta que

los tratamientos Testigo. A su vez se observo en el afio 2 superioridad con respecto al afio 1

en el tratamiento sin fertilizacién, similar a las diferencias observadas en el rendimiento en

grano (Figura 3.4), tal como era esperable dada la alta correlacién observada entre ambas

variables.
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Figura 3.4: Namero de granos por metro cuadrado en los tres tratamientos de fertilizacion (T, Ny
NS) en los dos afios de ensayo. Letras distintas indican diferencias significativas (P= 0,05).

Por su parte, el peso de los granos difirio entre variedades, resultando mayor en las

dos variedades del Grupo de calidad 3: B. 75 Aniversario y K. Leon. Cabe mencionar
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también que en general los cultivares de dicho grupo de calidad se caracterizan por tener un
bajo porcentaje de proteinas en grano. Asimismo, entre los otros cultivares no se

observaron diferencias significativas (Figura 3.5).
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Figura 3.5: Peso de mil granos (P1000) de las distintas variedades analizadas. Datos promedio de
diferentes tratamientos de fertilizacion en dos afios de experimentacion en Azul, Prov. de Bs. As.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P= 0,05).

Ademas, se observaron diferencias en la interaccion F x A, resultando menor el peso
de los granos en el tratamiento T en el afio 1, similar a lo encontrado en el rendimiento y el
NG/m2, posiblemente debido a la mayor disponibilidad de N en el perfil del suelo previo a

la siembra (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Promedio de peso de mil en los tres tratamientos de fertilizacion (T, N y NS) y en los
dos afios de ensayos. Letras diferentes indican diferencias significativas (P= 0,05).

3. 3. 3 Efecto de la fertilizacion temprana con nitrégeno y complementaria con

nitrogeno y azufre sobre el indice de cosecha (IC)

El indice de cosecha no es un componente numérico del rendimiento como el
nimero y peso de granos, sino que puede entenderse como un componente ecofisiol6gico
del mismo, el cual expresa la proporcion de materia seca cosechable en relacién a la

materia seca total producida.

En los experimentos realizados se encontraron diferencias en el IC entre los
tratamientos de fertilizacion, siendo mayor en el tratamiento fertilizado con NS que en el
testigo; también se observaron diferencias entre variedades, entre los dos afios y en la
interaccion V x A, resultando de este modo el efecto de la fertilizacion similar entre afios y

entre las variedades (Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.2: Promedio de indice de Cosecha (IC) en los dos afios de ensayo (Afio 1y Afio 2) para
las seis variedades analizadas.

ARo
Variedad 1 2
K. Proteo 0,42 def | 0,39 f
K. Rayo 0,56 |a 0,42 d
B. Pleno 050 | b 044 | cd

N. Baguette9 | 0,42 def | 0,42 Def
B. 75 Aniv. 0,43 | cde | 046 | C

K. Ledn 0,41 def | 0,40 Ef

Letras diferentes indican diferencias significativas.

Los cultivares K. Proteo, N. Baguette 9, B. 75 Aniversario y K. Ledn no presentaron
diferencias entre los dos afios en el IC, mientras que en K. Rayo y B. Pleno los IC
resultaron superiores en el afio 1, indicando que ambas variedades destinaron
proporcionalmente mas fotoasimilados para los érganos cosechables en el primer afio, que

el resto de los genotipos (Cuadro 3.2).

3.4 Conclusidén

Podriamos sintetizar que, de los parametros relacionados con el rendimiento
analizados en el presente capitulo, fueron el rendimiento por unidad de superficie y el
numero de granos m? los que se encontraron mas influenciados por las practicas de
fertilizacion, mientras que tanto el peso de los granos como el indice de cosecha resultaron
mas afectados por la componente genética de las variedades analizadas. A pesar de lo
mencionado, no se pudo encontrar superioridad de la fertilizacién foliar complementaria

con NS sobre la fertilizacion tradicional con N, probablemente debido a que la provisién de
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dicho nutriente en el suelo era moderada (Cuadro 2.2, Capitulo N°2), sumado a que el
aporte de nutrientes a traves de la fertilizacion foliar se realiz6 en un estado avanzado del

cultivo.

Por todo lo analizado en este capitulo, se puede concluir que tanto las practicas de
fertilizacion temprana con N, como la fertilizacion foliar complementaria (con N y S)
afectaron al rendimiento en grano de variedades argentinas de trigo pan de los tres grupos

de calidad, principalmente a través de la incidencia sobre el nUmero de granos.

Pero ademaés del rendimiento por unidad de superficie, y teniendo en cuenta que una
de las razones de la amplia difusién del cultivo de trigo es la capacidad de sus granos de ser
procesados e incluidos en la dieta humana en una amplia gama de productos (Gao et al.,
2016), reviste importancia analizar el rendimiento de los cultivares, en conjunto con la

calidad industrial de los mismos, analisis que se aborda a continuacion.



CAPITULO N°4. INCIDENCIA DE LA FERTILIZACION TRADICIONAL
CON NITROGENO Y COMPLEMENTARIA CON NITROGENO Y AZUFRE
SOBRE LA CALIDAD INDUSTRIAL DE TRIGO PAN DE VARIEDADES

ARGENTINAS DE TRIGO PAN DE DISTINTOS GRUPOS DE CALIDAD

4.1 Introduccidén

La calidad final del trigo esta determinada por la combinacion de la eleccion de
genotipo, la influencia del ambiente y la interaccién que pueda existir entre ellos, sin
descuidar el manejo agronémico (Sakr et al., 2021). Tratar de entender dichos efectos es
importante para la produccion y comercializacion de partidas de trigo consistentes y de

buena calidad (Molfese, 2016).

Cada genotipo de trigo tiene una composicion propia de proteinas formadoras del
gluten: gliadinas (GLI) y gluteninas (GAPM y GBPM). Las propiedades de hidratacion de
las harinas dependen principalmente de las gliadinas y las gluteninas, puesto que las
primeras les confieren propiedades de extensibilidad, y las segundas les otorgan
propiedades elésticas a las masas. Comercialmente son deseables dichas propiedades
viscoelasticas, resultado de la contribucion combinada de ambos grupos proteicos, para
obtener una buena calidad durante el procesado de la harina (Payne , 1987; Southan y

MacRitchie, 1999).

Cabe recordar que en Argentina los genotipos comerciales de trigo pan se clasifican
de acuerdo a su calidad panadera en trigos de grupo de calidad 1 (GC1), grupo de calidad 2

(GC2) y grupo de calidad 3 (GC3), siendo los primeros aptos para panificacion industrial,

50
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los segundos aptos para panificacién tradicional, y los Gltimos son los indicados para
panificacion directa (Cuniberti, 2004). Es importante destacar que ain dentro de un mismo
GC existen diferencias en su composicion de GAPM, GBPM y GLI, y por lo tanto en su

calidad potencial (Arrigoni, 2015).

Segun Cuniberti (2016), los problemas de calidad detectados en cultivares de trigo
pan en nuestro pais no son debidos a cuestiones genéticas sino a las practicas de manejo
aplicadas al cultivo. Con respecto a los factores ambientales que condicionan mayormente
la calidad final de los granos de trigo mas analizados, se incluyen las temperaturas, la
disponibilidad de agua y de nutrientes, y el momento de aplicacion de nitrégeno (N)

(DuPont y Altenbach, 2003, Kizilgeci et al., 2019, Valdés-Valdés et al., 2020).

El N es el principal nutriente componente de las proteinas, mientras que el azufre
(S) se encuentra en el grano formando parte de los aminoécidos azufrados como cisteina,
metionina, cistina y sulfolipidos. La importancia del S radica también en que, los puentes
disulfuros (S-S) juegan un papel relevante en la estabilidad de las proteinas (estructura
terciaria) presentes en el gluten; por este motivo, la masa se vera afectada por compuestos
gue contengan en su composicién grupos S-H y agentes reductores que no favorezcan las
uniones por enlaces disulfuros S-S, modificando las propiedades reolégicas del gluten, y

también el volumen de pan (Fernandez et al., 2007).

El efecto positivo de la aplicacién de N en forma de urea en estados avanzados del
ciclo del cultivo, sobre el contenido de N del grano es relativamente consistente en la
bibliografia (Garcia, 2004; Landolfi et al., 2021), mientras que la influencia en la calidad

panadera es variable. En este sentido, Landriscini et al. (2015), han reportado respuestas
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pobres a las aplicaciones de urea con efectos negativos en la relacion N:S asociados a
cambios en las fracciones proteicas del grano. Los mismos autores encontraron efectos mas

consistentes sobre la calidad panadera cuando mejoraron la nutricion azufrada.

Por su parte Rossmann et al. (2020) encontraron en dos variedades de trigo de
origen aleméan, que la aplicacion de N en etapas tardias del ciclo del cultivo logro
incrementar el contenido de proteinas en grano, pero sin llegar a ser proporcional el

incremento del volumen de pan.

A su vez, a nivel de cultivo, las deficiencias de N, S y P pocas veces ocurren de
forma aislada, sino que se combinan de diversas maneras, por lo que resulta necesario

evaluar integralmente la respuesta a la fertilizacion (Ferraris et al., 2015).

Guerrini et al. (2020) reportaron en un ensayo desarrollado en Italia con tres
cultivares antiguos de trigo pan, que la fertilizacion foliar con S en estado de bota,
incremento la cantidad de proteinas en grano, como asi también el contenido de gluten y la

fuerza panadera.

Ademas, se han reportado diferencias entre cultivares en contenido proteico,
caracterizados como de alta y baja proteina, difiriendo en la respuesta a la fertilizacion
tardia con N (Varga y Svecnjak, 2006), mientras que en otras investigaciones (Gémez,
2011) se reportaron similares respuestas entre cultivares a la fertilizacion nitrogenada en
estados de desarrollo avanzados del cultivo sobre la cantidad de proteinas, aunque al mismo
tiempo fueron detectadas diferencias entre cultivares sobre algunos parametros reolégicos

de las masas.
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Segun Altenbach et al. (2016), encontraron que en un cultivar de trigo con
fertilizacion pos- antesis de 20:20:20 de N:P:K, obtuvo el doble del contenido de proteinas
en harina, con respecto al mismo cultivar sin fertilizacion pos-antesis. Ademas, encontraron
efectos positivos sobre el tamafio del polimero del gluten y un aumento en la relacion

GAPM/GBPM.

Landolfi et al. (2021) encontraron que la aplicacion de fertilizante nitrogenado en la
etapa de espigazdn de un genotipo de trigo pan, generé un aumento del 1,2% del porcentaje
de proteinas, y un incremento del 22% de la fuerza de la masa. Asimismo, Ferrari et al.
(2021), en un experimento en el cual compararon la fertilizacion tradicional al suelo y la
fertilizacion foliar sobre un cultivar de trigo pan de buena calidad panadera, demostraron
que dosis bajas de fertilizante foliar aplicado en etapas avanzadas del cultivo (Z62)
lograron mejorar el porcentaje de proteina en grano y las caracteristicas de panificacion de

las harinas.

Por su parte Agapie et al. (2020) encontraron respuestas significativas en
parametros de calidad con la aplicacion de fertilizante azufrado complementario al
fertilizante nitrogenado. Los resultados arrojaron una respuesta de 2,8% de incremento en

el porcentaje de proteinas y un aumento de 6,5% de gluten.

En el mismo sentido, De Santis et al. (2020) encontraron en una investigacion con
dos cultivares de trigo y siete tratamientos de fertilizacion nitrogenada, los que incluyeron
también el agregado de S, similar respuesta en rendimiento y porcentaje de proteinas pero

diferencias en relacién tenacidad/extensibilidad de la masa y composicion del gluten.
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Por lo mencionado anteriormente, en este capitulo se aborda el objetivo especifico
N°2: Analizar como practicas complementarias de fertilizacién (con N y S) afectan la

calidad final de variedades de trigo pan de los distintos GC.

4.2 Materiales y métodos

Los cultivares utilizados y el desarrollo de los experimentos a campo son los
descriptos en el Capitulo 2, en tanto que los pardmetros de calidad industrial se

determinaron con las siguientes metodologias:

4.2.1 Porcentaje de proteinas y porcentaje de gluten: dichos parametros se analizaron
por transmitancia de infrarrojo cercano (NIT) con monocromador de doble haz, en equipo
Agricheck. Las muestras utilizadas consistieron en aproximadamente 400 g de granos
proveniente de cada subparcela. Dicho equipo se basa en la transmitancia diferencial de luz
que tienen las distintas biomoléculas, en este caso las proteinas del grano. El porcentaje de
gluten es la resultante de una estimacion a partir de las mismas. Por otro lado, el mismo

equipo puede determinar el peso hectolitrico a partir del volumen y el peso de la muestra.

4.2.2 Parametros reologicos: se utilizé el equipo Alvedgrafo de Chopin (segun el método
ICC 1992). Las muestras analizadas consistieron en 250 g de harina blanca obtenida de la
molienda de los granos cosechados luego de la madurez fisioldgica del cultivo en molino
experimental. El proceso de andlisis consistio en el amasado de la harina a hidratacion
constante durante 8 minutos, luego se procedio al laminado de la masa y posteriormente se
cortaron 5 discos que se dejaron reposar en un compartimento especial hasta que se

cumplieron 28 minutos de todo el proceso. Pasado ese tiempo se procedié a insuflar aire a
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cada disco produciendo una burbuja y se registré la presion necesaria para inflar la burbuja
hasta que se rompidé la misma. El resultado obtenido fue un gréafico denominado
alveograma, que representa el promedio de las 5 repeticiones de cada muestra analizada, y
en el que se pueden observar como principales parametros la fuerza panadera (W), la
tenacidad (P), la extensibilidad (L) y la relaciéon de equilibrio de las masas (P/L) (Figura

4.1).

P

W

Figura 4.1: Alveograma indicando sus principales parametros: fuerza de la masa (W), tenacidad (P),
extensibilidad (L) y relacién entre tenacidad y extensibilidad (P/L).

4.2.3 Fuerza del gluten: Se determind mediante el test de sedimentacion en dodecyl
sulfato de sodio (SDSS) modificado por Dick y Quick (1983). Este método, se clasifica
dentro de los métodos aproximados u orientativos méas utilizados para estimar la calidad
industrial de trigo. Para dicho andlisis se utilizaron muestras de harina integral (19)

obtenidas en molinillo para granos.
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El test consistid en hidratar la harina y luego mezclarla con un reactivo que contenia
acido lactico y dodecyl sulfato de sodio, agitar para hidratar todas las particulas y dejar
sedimentar. El almidén y las proteinas solubles (albuminas y globulinas) se disuelven en la
solucidén, en tanto que las proteinas que conforman el gluten (gliadinas y gluteninas)
absorben agua, se hinchan y precipitan, por lo tanto, cuanto mayor sea el volumen de
sedimentacion obtenido, habrd mayor cantidad de proteinas formadoras de gluten y mayor

sera su calidad. El resultado se expresa como fuerza del gluten.

4.2.4 Analisis estadistico: Todos los parametros medidos en los dos afios de ensayos
fueron analizados con ANOVA, y las medias se compararon con el test de Fisher

(0=0,05). El paquete estadistico usado fue Infostat (Di Rienzo et al., 2019).

4.3 Resultados y discusién

4.3.1 Incidencia de la fertilizacion tradicional con nitrégeno y complementaria con
nitrégeno y azufre sobre el peso hectolitrico (PH), la cantidad de proteinas (% P) y el

gluten (%oGH).

Teniendo en cuenta todas las fuentes de variacion del modelo estadistico utilizado,
las cuales se pueden observar en el Cuadro 4.1, el peso hectolitrico (PH) present6
diferencias significativas entre variedades y entre afios, en tanto que el porcentaje de
proteinas difirid entre variedades, tratamientos de fertilizacion, afios, y también en las
interacciones V x Ay F x A. El porcentaje de gluten himedo presento diferencias entre los

factores principales y en la interaccion F x A.
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Cuadro 4.1: Nivel de significancia (Sig.) y Porcentaje de explicacion (%Exp.) de la varianza de las
variables Peso hectolitrico (PH), porcentaje de proteinas (%P) y porcentaje de gluten himedo
(%GH) en funcion de las fuentes de variacién: Variedad (V), Tratamiento de fertilizacion (F),
Blogue (B), Afio (A) y sus interacciones VX F,VXB, VXA FXAYVXFXxA.

F. V. PH % P %GH
Sig. % Exp. |Sig. |% Exp. |Sig. [% Exp.
Variedad (V) | *** 32,99 | *** 39,00 | *** 23,27
Fert (F) NS 3,73 | *** 27,15 | *** 21,36
Bloque (B) [NS 1,17 |NS 0,06 | NS 0,49
Afio (A) | *** 11,39 [ *** 11,40 | *** 35,45
VXF NS 4,56 | NS 2,87 NS 4,77
V xB NS 7,53 NS 2,15|NS 3,08
VXA NS 8,59 | ** 4,86 | NS 1,14
FxB NS 3,49|NS 0,33|NS 0,30
FXA NS 2,08 |** 4,61|* 2,21
VXFxA [NS 16,91 |NS 2,96 |NS 3,48

Los asteriscos *, ** y *** indican el nivel de significancia al 0,1, 0,05y 0,01 y NS significa
no significativo.

El PH medio mas alto lo obtuvo la variedad K. Proteo (83,19 kg hl'!), mientras que
el valor méas bajo lo presenté N. Baguette 9 (77,43 kg hlt) (Cuadro 4.2). Cabe mencionar
gue segun la norma de comercializacién de trigo pan vigente en Argentina (Norma XX,
Secretaria de agricultura, ganaderia, pesca y alimentos), todas las variedades, excepto N.
Bag. 9, entrarian en el grado 1 del estandar (PH > 79 kg hl'!) por lo que estarian en
condiciones de percibir una bonificacién del 1,5%, de cumplirse los minimos requisitos de
los demaés rubros de calidad (% Materias extrafias, % Granos ardidos, % Total dafiados, %
Granos con carbon, % Granos panza blanca, % Granos quebrados). Por otro lado, hubo un
efecto importante del afio (Cuadro 4.1) sobre el PH, en el afio 2 se alcanzé un valor superior
respecto al primer afio (Cuadro 4.3). Los resultados encontrados coinciden con lo reportado

por Mortarini et al. (2004) quienes encontraron que el efecto de la variedad fue superior al
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efecto del ambiente sobre el peso hectolitrico de los granos. En trigo el PH determina en
gran medida el rendimiento en harina que se obtendra luego de la molienda, de ahi la

importancia de este pardmetro para la industria.

Cuadro 4.2: Valor promedio de peso hectolitrico (PH) de las variedades analizadas. Entre paréntesis
figura el grupo de calidad segin INASE.

Variedad (kglkjl'l)
Klein Proteo (GC1) 83,19 ab
Klein Rayo (GC1) 81,31 b
Buck Pleno (GC2) 84,26 a
Baguette 9 (GC2) 77,43 c
Buck 75 Aniversario (GC3) 82,12 ab
Klein Ledn (GC3) 81,87 ab

Letras distintas indican diferencias significativas.

Cuadro 4.3: Valor promedio de peso hectolitrico (PH) en los dos afios de ensayos,
correspondiente a las seis variedades analizadas y los tres tratamientos de fertilizacion.

- PH
A0 (kg hiy
1 80,42 b
2 82,98 a

Letras distintas indican diferencias significativas.

Cabe mencionar que, de todos los pardmetros de calidad de los granos analizados en
este capitulo, el peso hectolitrico es el Unico que no resultd afectado por las practicas de
fertilizacion, aunque si se vio afectado por las caracteristicas climaticas propias de cada afio

de experimento (Cuadro 4.1).
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Como se menciond anteriormente, aunque el PH es importante para la calidad
comercial de los granos de trigo pan, no lo es directamente para la calidad industrial, sino
que resulta un estimador indirecto de la sanidad, de las relaciones fuente/destino durante el
llenado de granos y del rendimiento en harina de los granos (Baasandorj et al., 2015;

Martinez Cruz et al., 2017).

En cuanto al porcentaje de proteinas en grano, la magnitud de las diferencias
observadas entre cultivares concordaron con Vazquez et al. (2019), quienes reportaron
resultados similares en un ensayo con distintos trigos de origen uruguayo. Adicionalmente,
también Nehe et al. (2020), reportaron diferencias entre genotipos, y entre tratamientos con
elevado y bajo contenido de N, en un experimento con 28 genotipos de origen indio, que en

términos relativos resulta similar a lo encontrado en esta investigacion.

El porcentaje de proteinas fue diferente entre afios (Cuadro 4.4) y entre tratamientos de
fertilizacion, en distinta magnitud, lo que determind una interaccion F x A significativa;
mientras que en los testigos el valor fue relativamente similar entre afios, en ambos
tratamientos con agregado de fertilizante (N y NS) el comportamiento fue diferente,
resultando superiores los valores en el afio 1. Esta respuesta se distingue de lo analizado en
el capitulo anterior sobre el rendimiento en grano donde no se encontraron diferencias entre
tratamientos fertilizados entre afios, en tanto que la mayor diferencia se observo entre los

testigos (Figura 3.3-Cap. N°3).
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Cuadro 4.4: Porcentaje de proteinas en los tres tratamientos: Testigo (T), con fertilizacion
nitrogenada (N), fertilizacion nitrogenada tradicional y complementaria foliar con N y S (NS), en
los dos afios analizados (Afio 1 y Afio 2). Los datos son la media de 6 variedades de trigo analizadas
en esta tesis.

Ano T N NS
1 10,20| d 12,79 ]a 12,00| b
2 99| d 10,99| ¢ 1101| ¢

Letras diferentes indican diferencias significativas.

Asimismo, en ambos afios, los dos tratamientos fertilizados (N y NS) presentaron
mayores de %P que el tratamiento T. En el afio 1 el incremento con respecto al tratamiento
sin fertilizante fue de 25,39% y 17,64% de los tratamientos N y NS respectivamente; en
tanto que en el afio 2, fue de 10,34% y 10,54%. Estos resultados eran esperables puesto que
las proteinas de los granos estan principalmente formadas por N, y también muchas

incluyen S en su composicion.

El porcentaje de proteinas segun la norma de comercializacion de trigo pan en
nuestro pais (Norma XX, Secretaria de agricultura, ganaderia, pesca y alimentos), es un
rubro de condicion, por lo que no clasifica a la mercaderia en ninguno de los grados, pero
puede por si mismo generar una bonificacion si el porcentaje de proteinas resulta superior
al valor considerado base de 11% (siempre que el PH>75kg hlY), y asimismo si los valores
resultan inferiores a dicho valor les corresponde un descuento. Por lo tanto en el afio 1,
segun el Cuadro 4.4, les corresponderia una bonificacion a los tratamientos N y NS,
mientras que en el afio 2 solo el tratamiento NS tendria una minima bonificacion, mientras

que en los tratamientos T y N tendrian descuentos.
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Figura 4.2: Porcentaje de proteinas de los granos de las distintas variedades en los dos afios
de ensayos. Los datos son la media de tres tratamientos de fertilizacion (T, N, NS). Letras distintas
indican diferencias significativas (P= 0.05). La linea punteada indica 11% de proteinas, que es el
valor base de la norma de comercializacion de trigo pan en Argentina.

Si se analiza el comportamiento de cada variedad en los dos afios, se puede observar
que las variedades de GC1 obtuvieron en los dos afios un porcentaje de proteinas superior a
la base de 11%, mientras que los cultivares de GC2 tuvieron un mayor porcentaje de
proteinas en el afio 1; en este caso, B. Pleno logro superar la base, mientras que N. Bag. 9
no alcanz6é 11% en ninguno de los dos afios. Similar comportamiento a los cultivares de

GC2, se observé en los cultivares de GC 3 (Figura 4.2).

Si se comparan los % P de K. Proteo, K. Rayo y B. Pleno con los valores obtenidos
en la campafia 2018/219 de la Red de Ensayos Territoriales (RET) (INASE,
https://www.argentina.gob.ar/inase/red-de-ensayos-comparativos-de-variedades-de-
trigo/campana-20182019), considerando particularmente los ensayos con alta tecnologia
realizados en Balcarce, los valores alcanzados fueron:16,05%; 14,76% y 13,63%

respectivamente), por lo que se puede observar un comportamiento relativo similar, es decir
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mayor %P en los cultivares de GC1 con respecto al del GC2. Como era esperable en
términos absolutos, los valores reportados en dicho ensayo difieren con respecto a los
obtenidos en esta investigacion, puesto de la cantidad de proteinas, como se menciono
anteriormente, depende no so6lo del genotipo, sino también de las condiciones ambientales,

y de la interaccion entre ambos factores (Zorb et al., 2018).

En estrecha relacién con la cantidad de proteinas en grano se analizd el porcentaje
de gluten, y se observaron las diferencias entre las variedades (Cuadro 4.5), mostrando las
variedades del GC1 superioridad con respecto a las otras. Solo B.75 Aniv. (GC3) mostro
valores de %GH similares a K. Proteo y K. Rayo. Por su parte B. Pleno, N. Bag. 9 y K.
Ledn exhibieron valores de %GH inferiores a 27, que es el valor aproximado de los trigos

considerados aptos para panificacion directa (Seghezzo y Molfese, 2002).

Cuadro 4.5: Porcentaje de Gluten Himedo (%GH) de las variedades analizadas. Media de
los tres tratamientos de fertilizacion analizados (T, N, NS). Entre paréntesis figura el grupo de
calidad segun INASE.

Variedad %GH
K. Proteo (GC1) 31,53(A
K. Rayo (GC1) 29,36| B
B. Pleno (GC2) 26,95| Cd
N. Bag.9 (GC2) 2553 d
B. 75 Aniversario (GC3) 28,45| Bc
K. Ledn (GC3) 2563 d

Letras diferentes indican diferencias significativas.

Las variedades con mayor porcentaje de gluten fueron también las de mayor
porcentaje de proteinas (Figura 4.2); la estrecha relacion entre ambos parametros, puede

observarse en la Figura 4.3.
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Figura 4.3: Relacion entre porcentaje de gluten himedo y porcentaje de proteinas de todas las
variedades analizadas, en los tres tratamientos de fertilizacion (T, N y NS) y en los dos afios de
experimentos (Afio 1y Afio 2).

Con respecto a las diferencias de % GH entre tratamientos y entre afios, se puede

observar una superioridad del afio 1 con respecto al afio 2 (Cuadro 4.6), incluso en el

tratamiento T, a diferencia del %P que no mostré diferencias entre los dos afios en el

tratamiento sin fertilizacion (Cuadro 4.4).

Cuadro 4.6: Porcentaje de gluten himedo en los tres tratamientos: Testigo (T), Nitrogeno
(N), Nitrégeno y Azufre (NS), en los dos afios analizados (Afio 1y Afio 2).

Ao T N NS
1 27001 B 32,88|A 31,74 a
2 23,041 C 25,82 B 26,97 | b

Letras diferentes indican diferencias significativas.
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Cabe destacar que las variedades que segun esta investigacion obtuvieron un % GH
superior a 28%, adecuado para panificacion industrial (Cuadro 4.5), no presentaron
diferencias en rendimiento en grano, segun lo analizado en el capitulo anterior (ver capitulo

anterior Cuadro 3.1-Cap. N°3).

Similar situacion ocurrié con el efecto de los tratamientos N y NS sobre %GH, los
cuales mostraron mayores valores en el afio 1 con respecto al afio 2, aunque no se

observaron diferencias en este sentido en el rendimiento en grano (Figura 3.3- Cap. N°3).
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4.3.2 Parametros reoldgicos de la masa y fuerza del gluten

Cuadro 4.7: Porcentaje de explicacion (% Exp.) y nivel de significancia (Sig.) de las
variables Fuerza de la masa (W), tenacidad (P), extensibilidad (L) y volumen de sedimentacion
(SDSS) en funcion de las fuentes de variacion: Variedad (V), Tratamiento de fertilizacion (F),
Blogue (B), Afio (A) y sus interacciones GXF,GXxB,GXA, FXAYyGXFXxA.

F. V. W P L SDSS

Sig. | % Exp. | Sig. | % Exp. | Sig. | % Exp. | Sig. | % EXp.

Variedad (V) | *** | 72,25 | ***|59,87 |***|42,71 |***|4550

Fert (F) *xx (1214 |* 2,88  |***[2203 |** |281

Bloque (B) |NS |0,14 NS 2,44 NS 0,55 NS 0,29

Afio (A) ** 11,04 NS 0,01 NS 0,75 *xx 128,41
VXF ** 13,48 * 110,60 |* |[6,95 NS 1,44
V xB NS 1,63 NS 4,41 NS | 3,07 NS |2,59
VXA ** 12,72 NS |3,51 ** 7,22 ***110,40
FxB NS |0,26 NS |1,46 NS /0,48 NS |0,55
FxA NS 0,69 NS 0,19 ** 13,56 NS 0,38

VXFXxA ** 14,11 NS 1,43 ** 18,40 NS | 2,60

Los asteriscos *, ** y *** indican el nivel de significancia al 0,1, 0,05y 0,01y NS

significa no significativo.

Los cuatro parametros analizados (W, P, L y SDSS) presentaron diferencias
significativas entre las variedades y entre tratamientos de fertilizacion (Cuadro 4.7). A su
vez la fuerza de la masa (W) mostré diferencias también entre los afios de ensayo, y en las

interacciones V X F, V. X Ay V x F x A, siendo las diferencias en dicho parametro
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principalmente explicadas por las diferencias entre variedades seguido por las diferencias

entre los tratamientos de fertilizacion.

Por su parte las diferencias en la tenacidad (P) estuvieron explicadas principalmente
por las diferencias entre las variedades y por la interaccion V x F; ademas se presentaron
diferencias determinadas en menor proporcion por los tratamientos de fertilizacion. Las
diferencias en extensibilidad (L) estuvieron dadas principalmente por las diferencias entre
las variedades y entre los tratamientos de fertilizacion, ademas de presentarse diferencias en

las interacciones VX F, VXA, FXAyYV XFXxA.

En cuanto a la fuerza de gluten, expresada como volumen de sedimentacion
(SDSS), las principales diferencias estan explicadas por las diferencias entre las variedades
y por las diferencias en la interaccion V x A; ademés se observan diferencias entre los dos

afios de ensayos.

Atendiendo al andlisis de la varianza realizado sobre los pardmetros de calidad
reoldgica, se puede observar en la Figura 4.4, los valores de fuerza de la masa o W
promedio de las variedades en los distintos tratamientos de fertilizacion y en los dos afios

de experimentos.
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Figura 4.4: Valor promedio de fuerza de la masa (W) para las variedades analizadas, en los
tres tratamientos de fertilizacion (T, N, NS) y en los dos afios de ensayos: a: Afio 1y b: Afio 2. Las
lineas negras corresponden a los valores de W esperables como base para cada grupo de calidad,
siendo W=180 la base para GC3, W=240 para GC2 y W=340 para GC1) (Cuniberti, 2004). Letras
distintas indican diferencias significativas (P= 0.05).

En el afio 1, como se puede observar en la figura 4.4a, ninguna variedad en el

tratamiento sin el agregado de fertilizantes super6 el valor de W considerado como

probable para incluirse en el GC 1 (Cuniberti, 2004). Por otro lado, K. Rayo, K, Proteo y B.
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75 Aniversario en sus tratamientos fertilizados con N y con NS si lograron superar el valor
indicado (W=340), al igual que B. Pleno en su tratamiento fertilizado con N. Ademas K.
Rayo, K. Proteo y B. 75 Aniversario en sus tratamientos testigos obtuvieron valores de
fuerza de la masa correspondientes a los esperables para GC2 (W entre 240-340); al igual
que B. Pleno en su tratamiento NS y Nidera Baguette 9 en ambos tratamientos fertilizados,
N y NS, quedando asi en evidencia el efecto de la disponibilidad de N sobre la fuerza

panadera.

Asimismo, en el primer afio K. Proteo mostré una gran respuesta a la fertilizacion con
N y NS en fuerza de la masa, y K. Rayo y B. 75 Aniversario, aun perteneciendo a distinto
grupo de calidad, tuvieron un comportamiento similar, que podria deberse a la similar
composicion en subunidades favorables de gluteninas de alto peso molecular y gliadinas,
como se muestra en el capitulo N°5 de esta tesis. Esto contribuye a la teoria que la calidad
de las masas depende tanto de la cantidad de proteinas, como de la calidad de las mismas
(Southan y MacRitchie, 1999). Cabe destacar también que las tres variedades mencionadas
fueron las que obtuvieron mayores valores de %GH. De esta manera, estos resultados
muestran que la masa mostrara su fuerza potencial, cuanto mayor sea el porcentaje de
proteina, y mejor sean las subunidades proteicas participantes, responsables de otorgar

elasticidad y tenacidad, que se agregaran para formar el gluten.

Por su parte B. Pleno en el tratamiento testigo obtuvo valores dentro del rango de
esperables para GC 3 (W entre 180-240), en tanto que el cultivar K. Ledn no logro superar
en ninguno de sus tratamientos el valor base de fuerza de masa esperable para el

mencionado grupo, manteniendo asi su baja calidad panadera.
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Por otro lado, reafirmando el efecto ambiental sobre la calidad final de las harinas, en el
afio 2 (Figura 4.4b), las variedades que alcanzaron valores de W correspondientes a los
esperables para GC1 fueron: K. Proteo en sus tres tratamientos, incluyendo al tratamiento
testigo, lo que indicaria que dicho cultivar, ain sin fertilizacién cuando crece en un afio con
condiciones edaficas mas favorables (Cuadro 2.2- Capitulo N°2), logra expresar su
potencial. También superaron el valor de 340 de W, los cultivares K. Rayo en el
tratamiento NS, y B. Pleno y B. 75 Aniversario en el tratamiento N. Por su parte K. Rayo y
N. Baguette 9 en sus tratamientos fertilizados con N y B. 75 Aniversario en el tratamiento
T, obtuvieron valores de W entre 240 y 340, mientras que B. Pleno y N. Baguette 9 en los
tratamientos testigo alcanzaron valores de W entre 180 y 240, y K. Rayo en el tratamiento
T y K. Ledn en todos sus tratamientos, al igual que en el afio 1, presentaron valores de W
inferiores a 180, siendo de esta forma su calidad consistentemente pobre en los dos afios,

independientemente de las condiciones ambientales.

Con respecto a los otros parametros alveograficos que sirven para caracterizar la calidad
panadera de las masas, como se menciond anteriormente, ademas de la fuerza panadera
resulta relevante conocer la tenacidad y la extensibilidad. La tenacidad de las dos
variedades del GC1, K. Proteo y K. Rayo, en sus tratamientos sin el agregado de
fertilizante, fue superior significativamente a los otros cultivares y tratamientos (Cuadro
4.8). El resto de los cultivares no difirieron entre tratamientos, y a su vez K. Ledn presento

valores de tenacidad muy inferiores al resto de las variedades analizadas.
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Cuadro 4.8. Valor promedio de tenacidad de la masa (P) para las variedades analizadas, en los tres
tratamientos de fertilizacion (T, N, NS). Entre paréntesis figura el grupo de calidad segin INASE.

Variedad T N NS
K. Proteo (GC1) 193,00 | A 111,00 cde 142,42 bc
K. Rayo (GC1) 153,50| b 133,42 bcde 140,83 bcd
B. Pleno (GC2) 117,67 | cde 125,25 bcde 140,00 bcd
N. Baguette 9 (GC2) | 109,50 de 114,75 cde 106,25 e
B. 75 Aniv (GC3) | 124,67| bcde 103,83 e 122,67 bcde
K. Ledn (GC3) 49,25 f 55,33 f 46,50 f

Letras diferentes indican diferencias significativas.

Con respecto a la extensibilidad de la masa (L), el otro parametro que junto a la
tenacidad (P) le da la forma a la curva de fuerza de masa del alveograma, se observaron
grandes cambios entre cultivares, tratamientos y afios (Figura 4.5a, b). Se muestra que la
variedad K. Proteo en el afio 2 no presentd diferencias entre los tratamientos, similar a lo
observado en la fuerza de la masa, mientras que en el afio 1 ambos tratamientos fertilizados
(N y NS) alcanzaron mayores valores de L que el tratamiento testigo, reforzando la teoria
que una mayor disponibilidad de N mejora la extensibilidad de las masas (Lerner et al.,
2013). Similar comportamiento se pudo observar en el cultivar N. Baguette 9 (Figura 4.5a 'y

b).

La superioridad de L en los tratamientos fertilizados se reiteré en el resto de las
variedades. En contraposicién con lo observado anteriormente en los otros parametros

reoldgicos, K. Leon presentd valores de extensibilidad apenas inferiores a los del cultivar
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K. Proteo, por lo que podemos inferir que el valor de W estuvo méas influenciado por la

tenacidad de la masa que por la extensibilidad.
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Figura 4.5: Valor promedio de extensibilidad de la masa (L) para las variedades analizadas,
en los tres tratamientos de fertilizacion (T, N y NS), en los dos afios de experimentos (Afio 1y

Af02). Letras distintas indican diferencias significativas (P= 0.05).



72

Cabe mencionar también que no se encontraron diferencias significativas para la

relacion P/L para ninguna de las fuentes de variacion analizadas.

Como complemento al andlisis de calidad exacto desarrollado en la presente seccion, se
midié también la fuerza del gluten a través del volumen de sedimentacion en SDSS (Dick y
Quick, 1983), el cual se clasifica dentro los métodos orientativos de calidad de harinas de
trigo, utilizado en investigacion y en los programas de mejoramiento por requerir solo una

pequefia cantidad de harina integral (Guzman et al., 2016).

Se observd que la fuerza del gluten fue alrededor de un 15% superior en el
tratamiento fertilizado con NS, con respecto al tratamiento testigo (Figura 4.6). Estos
resultados indicarian que el tratamiento de fertilizacion complementario con NS logro
aumentar la fuerza del gluten de las variedades analizadas, obteniendo diferencias
significativas tanto con el tratamiento T como con el tratamiento que recibi6 la fertilizacion
tradicional con N, distinto a la observado en los pardmetros reoldgicos, en los que si se

observo el efecto de la interaccion V x F (Cuadro 4.7).

A su vez las variedades presentaron diferencias en fuerza de gluten entre los afios,
obteniendo los cultivares del GC1, junto con B. Pleno y B. 75 Aniversario, mejores valores
de fuerza del gluten en el afio 1 con respecto al afio 2, en tanto que N. Baguette 9 y K. Leén

no difirieron entre afios en fuerza del gluten (Figura 4.7).
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Figura 4.7: Volumen de sedimentacion relativo al afio 1, de las distintas variedades
analizadas en los dos afios de experimentos (Afio 1 y Afio 2). Letras diferentes indican diferencias
significativas (P=0.05).

Como se observd en los valores de la fuerza del gluten, a diferencia de los

parametros reoldgicos analizados, se presentaron mayoritariamente valores superiores en el
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afio 1, lo que reafirma la idea que el test de sedimentacion serviria para estimar tanto

calidad de proteinas que forman el gluten como la cantidad de proteinas.

4.4 Conclusion

Concluyendo, se observo que, aunque el factor afio tuvo un importante efecto sobre
los pardmetros de calidad medidos, las variedades correspondientes al GC1 tuvieron un
porcentaje de proteinas superior a 11% en los dos afios. Adicionalmente se observé un
efecto diferencial de la fertilizacion complementaria con N y NS sobre pardametros de
calidad de las harinas como W, P, L y fuerza de gluten, en los distintos genotipos

analizados.

Teniendo en cuenta los factores que determinan la calidad final de las harinas,
mencionados en la introduccién del presente capitulo, resulta importante conocer también
como las practicas de fertilizacion con N y complementarias con N y S afectan la
acumulacién y cantidad de las fracciones proteicas que conforman el gluten, aspecto que se

abordara en el capitulo siguiente.



CAPITULO N°5. INCIDENCIA DE LA FERTILIZACION TRADICIONAL CON
NITROGENO Y COMPLEMENTARIA CON NITROGENO Y AZUFRE SOBRE
LA ACUMULACION DE GLIADINAS Y GLUTENINAS DE VARIEDADES

ARGENTINAS DE TRIGO PAN DE DISTINTOS GRUPOS DE CALIDAD

5.1 Introduccién

La sintesis de las distintas sustancias de reserva del grano de trigo (almidén, lipidos y
proteinas) no ocurre simultaneamente, por lo que la composicién quimica de los granos

también varia durante la etapa de llenado (Sakr et al., 2021).

De los componentes mencionados, las proteinas poliméricas o gluteninas (GLU) junto
con las proteinas monoméricas o gliadinas (GLI) son las que contribuyen con la viscosidad
y elasticidad del gluten, respectivamente (Koga et al., 2020), y posteriormente con la

calidad de las harinas, por lo que son muy relevantes para la industrializacion (Pefia, 2002).

Las GLI se depositan primero durante el llenado de los granos (10 o 15 dias después de
antesis) en tanto que las GLU se depositan mas tarde (15 o 20 dias después de antesis), por
lo que la relacion entre ambos grupos proteicos también varia durante la etapa (Chope et
al., 2014., Rondanini et al., 2018), y esta condicionada ademas por situaciones de estrés
(altas temperaturas, estrés hidrico, etc.) lo que provoca finalmente efectos sobre la calidad
de la masa (DuPont y Altebach, 2003; Dai et al.,, 2014). Asimismo, las distintas
subunidades dentro de una misma fraccion proteica también se van depositando en distintos
momentos. En este sentido, Naeem et al. (2012) encontraron que genotipos con las

subunidades 5+10 (Glu-D1) comenzaron a acumularse antes durante el llenado de los

75
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granos que los genotipos que tenian en el mismo locus las subunidades 2+12,

probablemente debido al residuo extra de cisteina presentes en el primer caso.

La relacion entre las condiciones ambientales y la calidad final del trigo es compleja, y
se ha estudiado a través del efecto del ambiente sobre las proteinas de reserva (DuPont et
al., 2006; Zhu y Khan, 2002; Toth et al., 2020). La disponibilidad de los distintos nutrientes
incide sobre la calidad de los granos como asi también sobre la acumulacion de las

proteinas (Altenbach et al., 2016, Xue et al 2016).

Particularmente, en cuanto a disponibilidad de N, varios estudios han planteado como
objetivo ver el efecto de la fertilizacion aplicada bajo distintos regimenes y dosis, sobre la
composicion de los granos (Toth et al., 2019; Rossman et al., 2020). En este sentido, Liu et
al. (2012), encontraron que aumentos en la disponibilidad de N aplicado como fertilizante
durante el ciclo del cultivo mejoraron diferencialmente la calidad de los granos y afectaron

la deposicion de las proteinas segun los genotipos utilizados.

Asimismo, Chope et al. (2014) encontraron que aplicaciones de N después de antesis
generaron un aumento en la fraccion de GLI en cinco cultivares de trigo pan de origen
britanico, mientras que observaron un decrecimiento de GLU de alto (GAPM) y bajo peso

molecular (GBPM), dependiendo del cultivar.

Por su parte, Zhen et al. (2020) reportaron un incremento de las tres fracciones proteicas
que componen el gluten (GAPM, GBPM y GLI) en un cultivar de trigo pan de origen
chino, caracterizado por tener alto rendimiento y buena calidad, en un tratamiento
fertilizado con 240 kg ha* de N (urea), con respecto a un tratamiento testigo fertilizado con

180 kg ha'™.
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Liu et al. (2021) estudiaron el efecto de la combinacion de la disponibilidad hidrica y
distintas dosis de fertilizante nitrogenado sobre la acumulacion proteica y la calidad de las
masas, y encontraron que, en condiciones de déficit hidrico, una elevada fertilizacion
nitrogenada (240Kg N ha™) favorecid la acumulacion de los macropolimeros de gluteninas

y la consiguiente calidad reoldgica de las masas.

Adicionalmente, Ferrari et al. (2021) reportaron en un genotipo comercial de trigo pan
aumentos significativos de las GAPM con dosis elevadas de fertilizante N aplicado al suelo,
mientras que no observaron cambios con urea aplicada de forma foliar, en tanto que
encontraron respuestas opuestas para las GBPM, es decir no reportaron cambios con la
aplicacion de fertilizante nitrogenado aplicado al suelo, en tanto que si aumentaron con
dosis crecientes de N aplicado de forma foliar. En la fraccién de GLI solo observaron

incrementos con las dosis mas altas de fertilizante foliar.

Con respecto al azufre, son menos los trabajos que han abordado su efecto sobre la
calidad final de las masas, comparado con los que estudiaron los efectos del N. Asimismo,
tampoco ha sido tan explorada la incidencia del Sy N, como complemento a la fertilizacion
temprana con N, sobre la composicién proteica del gluten. En relacion a lo mencionado, si
se considera que en general bajas disponibilidades del nutriente tienden a aumentar la
cantidad de las proteinas pobres en S y por lo tanto elevan la relacion GAPM/GBPM

(Southan y McRitchie, 1999).

Ademas, se han observado efectos diferenciales del S sobre la sintesis y acumulacién de

GAPM y GBPM. Segln Zhao et al. (1999), el resultado neto de la deficiencia de S result6
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en la disminucion de la cantidad de proteinas poliméricas presentes en la harina, debido a

que las GBPM son el principal componente del polimero de gluteninas.

Asimismo, en los trabajos citados en esta introduccion se han mostrado resultados de
ensayos realizados en una variedad, y los que utilizaron mas de un genotipo en general no
especificaron parametros de la calidad industrial de los mismos ni las diferencias en la
composicion proteica del gluten, por lo que resulta relevante investigar en condiciones de
campo el efecto de la fertilizacion foliar complementaria con N y S en genotipos
clasificados en diferente calidad panadera potencial y distinta composicién de GAPM aln

dentro de la misma categoria.

Por todo lo mencionado anteriormente, en el presente capitulo se pretende abordar el
objetivo especifico N°3: Estudiar como précticas de fertilizacion tradicional (N) y
complementaria (con N y S) afectan la acumulacion de las fracciones proteicas que
componen el gluten (Gluteninas de alto-GAPM y de bajo peso molecular- GBPM vy

Gliadinas- GL1I) de variedades argentinas de trigo pan de distintos grupos de calidad.

5.2 Materiales y métodos

Los cultivares utilizados y el desarrollo de los experimentos a campo son en
general los descriptos en el capitulo N°3 de esta tesis, en tanto que la metodologia de
cosecha de espigas durante llenado de granos y posterior anélisis de las fracciones proteicas

fue la siguiente:
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5.2.1 Cosecha durante llenado de granos: En floracion del cultivo (Zadoks 6.5) se
marcaron 50 espigas de igual estado de desarrollo dentro de cada subparcela. A los 14, 21,
28 y 35 dias después de antesis (DDA) se cosecharon 10 espigas al azar de cada subparcela,
se las seco en estufa a 60°C, se las peso y se trillaron manualmente. Luego, se molieron los

granos con molinillo eléctrico.

5.2.2 Extraccion de las fracciones proteicas y electroforesis en geles de
poliacrilamida: Las distintas fracciones proteicas de cada muestra correspondiente a cada
cosecha durante el llenado de granos de cada variedad y cada tratamiento de fertilizacion en
los dos afios de ensayo, se extrajeron secuencialmente partiendo de 20 mg de harina
siguiendo el método de Singh et al. (1991). Las gliadinas se extrajeron primero con 50%
v/v de propanol, se evapord el sobrenadante en estufa a 60 °C y luego se re-suspendieron

las gliadinas con etanol 70 % v/v.

A partir de la fraccion insoluble en alcohol se extrajeron las gluteninas de la muestra
original y después de lavados con propanol al 50 % v/v se redujeron los enlaces disulfuro
con ditiotreitol (DTT) y se alquilaron con 1,4% 4-vinilpiridina para mejorar la resolucion.
Ambas fracciones finalmente se acondicionaron para la corrida con la solucién adecuada (la

cual contenia azul de bromofenol como colorante).

Posteriormente se procedid a la siembra de 20 microlitros las fracciones proteicas
(gliadinas y gluteninas) en geles de poliacrilamida con una concentracién del polimero
(acrilamida/ bisacrilamida) de 13,5 % que proporciona adecuada separacion de los grupos
proteicos (Lerner et al., 2009). La corrida electroforética se realizd a corriente continua de

40 mA por gel. Finalizado este proceso se fijaron las proteinas con acido tricloroacético y
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se colorearon con Coomassie Blue para su visualizacion. Se identificaron las subunidades
de GAPM vy el tipo de gliadinas siguiendo los patrones utilizados en la bibliografia (Payne,
1987; Rogers et al., 1991; Belderok et al., 2000; Gianibelli et al., 2002; Branlard et al.,

2003; Alvarez y Guzman, 2019; Gao et al., 2020)

5.2.3 Cuantificacion de las fracciones proteicas: Se cuantificaron los distintos
grupos proteicos de las muestras provenientes de cada cosecha durante el llenado, de los
dos afos para todos los cultivares y tratamientos. Todos los geles obtenidos se tifieron con
250 ml de solucién de tincién conformada por Coomassie Brilliant Blue G-250 disuelto en
etanol 96% Yy acido tricloroacético (TCA) 12%, durante 24 horas. Luego se colocaron en
250 ml de TCA 12% otras 24 horas para aclarar el fondo del gel y finalmente se lavaron
con 250 ml de agua durante 24 horas para mejorar la resolucion. Todo el proceso se realizo

a temperatura ambiente y con agitacion lenta continua.

Luego de todo el proceso de tincion, los geles se escanearon y se utilizé un software
(TotalLab v1.0) para cuantificar la intensidad de pixeles de cada subunidad de los
diferentes grupos proteicos (GAPM, GBPM y GLI). Cada uno de los geles tuvo una calle

con el cultivar Chinese Spring, utilizado como referencia.

5.2.4 Andlisis estadistico: La cantidad de cada fraccidn proteica acumulada en los distintos
momentos del llenado de granos (14, 21, 28 y 35 DDA) fue estimada como el porcentaje de
cada fraccion (GAPM, GBPM, GLI) respecto al total de proteinas del gluten, estimada
también a partir de los geles de poliacrilamida. Los datos fueron transformados a logaritmo
natural y analizados como medidas repetidas mediante ANCOVA, con el tiempo como

covariable. El paquete estadistico utilizado fue R.
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5.3 Resultados y Discusion

5.3.1 Identificacion de la composicion proteica de GAPM, GBPM y Gliadinas

Los genotipos utilizados mostraron la composicion proteica que se observa en el

Cuadro 5.1, y en las figuras 5.1 y 5.2..

Cuadro 5.1: Composicion proteica de subunidades de GAPM, tipo de GLI y puntaje de
calidad obtenido en el Score Glu-1 (Payne et al., 1987) en los genotipos analizados. Entre paréntesis
figura el grupo de calidad de cada genotipo.

Cultivar GAPM GLI (®) | Score Glu-1
Glu-Al Glu-B1 | Glu-D1

K. Proteo (GC1) 1 7+9 5+10 CSS 9
K. Rayo (GC1) 2* 7*+8 5+10 CNN 7
B. Pleno (GC2) 2% 7+8 5+10 CSS 10
N. Baguette 9 (GC2) 2* 7+8 2+12 CSS 8
B. 75 Aniv. (GC3) 1 7+8 5+10 CNN 10
K. Ledn (GC3) N 749 2+12 CNN 5

(@) CSS: patrén de gliadinas similares al cultivar Chinese Spring; CNN: patron de gliadinas similar al cultivar
Cheyenne. Los nimeros en cada locus, acompafiados por asteriscos en algunos casos, indican el nombre da cada

subunidad. N significa que el cultivar no presenta subunidad en dicho locus.
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Gludl 1 2%
Glu Bl 7+9 7*+8
Glu DI 5+10 5+10

Glu A1

2 2%
Glu Bl 7+8 7+8
Glu DI 5+10 2+12

Gludl 1 N
Glu Bl 7+8 7+9
Glu D1 5+10 2+12

Figura 5.1: perfil proteico de gluteninas de alto peso molecular de las variedades: 1) K.
Proteo y K. Rayo; 2) B. Pleno y N. Baguette 9; 3) B. 75 Aniversario y K. Ledn.

12

_o-GLI

secalinas

Figura 5.2: perfil proteico de gliadinas similar al cultivar Cheyenne o CNN (1) y similar al
cultivar Chinese spring o CSS, con presencia de o-GLI (2) y similar a CSS con pérdida de o-GLIy

presencia de secalinas (3).

Cabe aclarar que, aunque el Score Glu-1 (Payne, 1987) puede no reflejar

fehacientemente la calidad de los genotipos, puesto que no contempla las gliadinas y las

gluteninas de bajo peso molecular, se lo suele utilizar como una medida de calidad
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potencial de las harinas, es decir un mejor puntaje en dicho Score indicaria mejor calidad de

las harinas (Tabasum et al., 2011; Singh y Gupta., 2021) (Cuadro 5.1).

Es de destacar que, aunque se analizaron cultivares de los tres grupos de calidad
determinados por INASE, se pueden observar diferencias en los valores de Score Glu-1
entre variedades pertenecientes al mismo GC. Asimismo, cultivares de distinto GC
obtuvieron el mismo puntaje en dicho Score, por ejemplo, B. Pleno y B. 75 Aniversario
(Cuadro 5.1). De los cultivares pertenecientes al GC1, K. Proteo tuvo un puntaje de Score
Glu-1 de 9, mientras que K. Rayo obtuvo un 7, puesto que a pesar de tener una buena
composicion de GAPM, presentd la introgresion con genes de centeno (Secale cereale L.),

lo que supone un detrimento en la calidad de las masas.

Con respecto a las GBPM, todavia no estd esclarecido el efecto de las distintas
subunidades sobre la calidad de las harinas, aunque existen investigaciones al respecto (Liu
et al., 2010; Figueroa et al., 2011), pero varios investigadores concuerdan en que las GAPM
son las que mas inciden sobre la calidad final de las harinas (Payne, 1987; Carrillo et al.,

1990, Gao et al., 2016).

5.3.2 Acumulacion de fracciones proteicas durante el llenado de granos

Para estudiar la acumulacién de las distintas fracciones proteicas, se calcul6 el
porcentaje de GAPM, GBPM y GLI del total de proteinas que conforman el gluten, para
cada variedad (V), tratamiento de fertilizacion (F) y en los distintos tiempos de muestro
durante el llenado o dias después de antesis (DDA): 14, 21, 28 y 35 en los dos afios (A) de

experimentos (Afio 1y Afio 2).
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Como se puede observar en el Cuadro 5.2, las GAPM presentaron diferencias entre
los tratamientos de fertilizacion (F), los momentos del llenado o dias después de antesis
(DDA), como asi también en la interaccion V x A, DDA XA, VXFxA,VxAxDDAyV

X Fx A x DDA.

Por su parte, las cantidades de GBPM y GLI difirieron significativamente entre los
cultivares y entre los distintos momentos de muestreo durante el llenado (14, 21, 28 y 35
DDA), al igual que la interaccion V x DDA, es decir que a lo largo de la etapa de llenado
de los granos la deposicion de dichos grupos proteicos que forman el gluten resultd
afectada de diferente forma en los genotipos analizados. Ademas, la interaccién V x A
significativa indicaria que los cultivares respondieron de diferente forma en la cantidad de
las fracciones proteicas en los dos afios. Asimismo, fueron significativas las interacciones

DDA XAy V x A x DDA.

Las GBPM y GLI mostraron diferencias entre los afios analizados, no asi las GAPM
que resultaron mas estables entre afios. La similar respuesta observada entre las GBPM vy
las GLI sugiere que ademas del estrecho ligamiento genético que existe entre los genes que
codifican para estas fracciones proteicas (Metakovsky 1990), los mismos tendrian

comportamientos funcionales equivalentes.



85

Cuadro 5.2: Nivel de significancia de las fracciones proteicas GAPM, GBPM y GLI de las
distintas fuentes de variacion analizadas: Variedad (V), Tratamiento de fertilizacion (F), Afio (A),
tiempos de muestreo o dias después de antesis (DDA), y las interacciones VX F, V X A, F X A, V X

DDA, Fx DDA,V xFx DDA,V xFxA,VXAXxDDA, FxAxDDA, V xFxAxDDA.

F.v. GAPM GBPM GLI

p value p value p value

Variedad (V) 0,0755 <0,0001 <0,0001
Fert (F) 0,0213 0,5129 0,2088
Afio (A) 0,1596 <0,0001 <0,0001
Dias después de antesis (DDA) <0,0001 <0,0001 <0,0001
VxF 0,1801 0,2714 0,6841
VxA <0,0001 <0,0001 <0,0001
FxA 0,0772 0,3419 0,2947

V x DDA 0,092 <0,0001 <0,0001

F x DDA 0,0756 0,7653 0,6325
A x DDA <0,0001 <0,0001 <0,0001

V x F x DDA 0,566 0,3372 0,7731
VxFxA 0,0405 0,3232 0,1041

V x A x DDA <0,0001 <0,0001 0,0006
Fx Ax DDA 0,3093 0,2786 0,5863
V xF xAxDDA 0,0351 0,2177 0,6885
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5.3.3 Acumulacién de la fraccion de GAPM durante el llenado de granos

Las GAPM representaron entre el 10,5% y el 37,9% del total de proteinas del
gluten, dependiendo del cultivar, del momento de llenado, de la practica de fertilizacion

aplicada (T, N, NS) y del afio de ensayo.

Las GAPM representaron entre 5,5 % y 31,1 % y entre 12,8 % y 26,1 % del total de
proteinas del gluten a los 14 DDA, en el afio 1 y 2, respectivamente. Mientras que a los 35

dias alcanzaron valores entre 15,3% y 32,3% en el afio 1 y entre 16 % y 25,8% en el afio 2.

Aunque no se registraron diferencias significativas entre cultivares, ni entre afios
para la fraccién de GAPM (Cuadro 5.2), se observaron distintas tendencias de los cultivares
durante los diferentes tiempos de llenado (Figura 5.3), segun el afio del experimento y el
tratamiento de fertilizacion, debido a las diferencias encontradas en la interaccion V x F x
A x DDA (Cuadro 5.2). Cabe destacar que, de las tres fracciones proteicas que conforman
el gluten, el efecto de los distintos tratamientos de fertilizacion solo fue significativo para

las GAPM (cuadro 5.2).
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Figura 5.3: Gluteninas de alto peso molecular, GAPM, como porcentaje de las proteinas
totales del gluten, para los seis cultivares analizados (K. Proteo, K. Rayo, B. Pleno, N. Bag 9, B. 75
Aniv. y K. Leo6n), en los tres tratamientos de fertilizacion (T: sin fertilizacion nitrogenada, N:
fertilizacion nitrogenada y NS: fertilizacion nitrogenada y complementaria con N y S), en los
distintos momentos del llenado de granos (14, 21, 28 y 35 dias después de antesis- DDA), en el afio
1 (a) y el afio 2 (b).
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El cultivar B. 75 Aniversario en el afio 1, en todos los tratamientos de fertilizacion
mostrd una tendencia de aumento de la fraccion de GAPM hasta los 28 DDA, a partir de la
cual decayo, mientras que en el afio 2 la tendencia observada es totalmente opuesta, es decir
la fraccion de GAPM cay0 hasta los 28 DDA, a partir de la cual se estabilizo (Figura 5.3).
Igualmente, este cultivar del GC3 a los 35 DDA obtuvo el mayor porcentaje de la fraccion
de GAPM. Cabe mencionar que segun la composicion de GAPM (Glu-Al: 1, Glu-B1: 7+8,
Glu-D1: 5+10), dicho cultivar tiene una calificacion de calidad de 10 puntos (Cuadro 5.1);
es decir que se verifica que la 6ptima combinacion de subunidades no es suficiente para
determinar alta calidad potencial, y en consecuencia otros aspectos contribuyen a definir la
misma, por lo que en este caso la variedad fue categorizada dentro del grupo de trigos aptos

para panificacion directa por parte de INASE.

K. Rayo en el afio 1 tuvo una curva similar a la de B. 75 Aniversario, pero con
menor cantidad de GAPM en todos los tiempos de llenado muestreados. En el afio 2, en los
tratamientos N y NS la tendencia fue similar, aunque en el tratamiento T no se observaron
variaciones. En este caso, al igual que con K. Proteo, se habrian esperado mayores niveles
de GAPM por tratarse de cultivares de grupo de calidad 1, con una composicion indicadora

de buena calidad potencial Glu-Al: 2*, Glu-B1: 7*+8, Glu-D1: 5+10.

Por su parte B. Pleno en el afio 1 mostré un alto porcentaje de GAPM a los 14
DDA, luego tuvo un decrecimiento, y un posterior aumento a partir de los 21 DDA hasta
los 35 DDA. En cambio, en el afio 2 esta caida se dio a los 28 DDA en los tratamientos con
el agregado de fertilizante, mientras que en el tratamiento Testigo dicha caida no resulto
demasiado relevante. Esta variedad pertenece al GC2, pero comparte su composicion de

GAPM (2*, 7+8, 5+10) con K. Rayo, por lo que ambos tienen 10 puntos segun el Score de
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Payne (Cuadro 5.1), aunque B. Pleno tiene en su composicién GLI tipo CSS y K. Rayo las
tiene tipo CNN, lo que implicaria una mejora en la calidad de las masas en esta Ultima

variedad (Gianibelli et al., 2001).

En el caso de K. Ledn no se observan muchos cambios en la tendencia en el afio 1,
solo en el tratamiento N donde se registré un aumento a los 28 DDA, en tanto que en el afio
2 la forma de la curva mostré un aumento hasta los 28 DDA, a partir del cual decreci6. Este
cultivar del GC3 tiene 5 puntos segun el Score Glu-1, debido a su composicion de GAPM

(Glu-Al: N, Glu-B1: 7+9, Glu-D1: 2+12).

Lo observado en los cultivares B. 75 Aniversario, K, Rayo y B. Pleno en el afio 1
coincide con lo reportado por Carceller y Aussenac (1999), quienes encontraron un
crecimiento mas abrupto de la fraccion de GAPM durante la etapa de llenado de los granos
en el cultivar Soissons (Glu-Al: 2*, Glu-B1: 7+8, Glu-D1: 5+10) de similar composicion a
los mencionados cultivares argentinos, con respecto al cultivar Thésée (N, 6+8, 2+12) con
una calidad de GAPM inferior, equiparable al cultivar K. Ledn. Solo a los 35 DDA la

cantidad de GAPM de este ultimo fue similar a la cantidad de GAPM de K. Rayo.

K. Proteo en el afio 1 mostr6 un decrecimiento desde los 14 a los 21 DDA, luego un
aumento hasta los 28 DDA y luego una caida huevamente hasta los 35 DDA. En cambio, en
el afio 2 mostrd una caida en el porcentaje de GAPM hasta los 28 DDA, a partir del cual se

observé un mantenimiento hasta los 35 DDA.

N. Baguette 9 no mostré demasiados cambios en el %GAPM a lo largo del llenado,
en ninguno de los dos afios y en ningun tratamiento, excepto en el afio 2 en el tratamiento

NS donde se observo un mayor porcentaje de dicha fraccién proteica a los 28 DDA. En el
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caso de N. Baguette 9 y K. Ledn, de GC2 y GC3 respectivamente, aungue los dos portan
las subunidades 2+12 en el locus Glu-D1, no se observaron cambios abruptos en la

acumulacién de GAPM en el afio 1.

Cabe mencionar que en el afio 1 hubo 5 dias con temperaturas maximas por encima
de los 30°C después de la floracion del cultivo (31,8 °C a los 9 DDA, 30,1°C a los 11
DDA, 31,8°C a los 12 DDA, 30,4°C a los 28 DDA, y 31°C a los 30 DDA). En el afio 2
también se registraron 5 dias con temperaturas superiores a los 30°C (30,1°C a los 28 DDA,
33°C a los 29 DDA, 34,5°C a los 30 DDA, 32°C a los 31 DDA y 32,9°C a los 32 DDA).
Justamente entre los 28 DDA y 35 DDA del afio 2 se registr6 una caida abrupta en el
%GAPM de B. 75 Aniversario y K. Ledn, ambos cultivares de GC3, con distinta
composicion de GAPM, pero igual tipo de GLI. Esto podria ser un indicativo de que la
cantidad de GAPM en dichos cultivares continué depositandose durante etapas avanzadas

del llenado de granos.

5.3.4 Acumulacion de la fraccién de GBPM durante el llenado de granos

Las GBPM representaron entre el 6,2% y 52,2 % del total de proteinas del gluten,

dependiendo del cultivar y el tiempo del llenado.

En el afio 1, a los 14 DDA las GBPM alcanzaron valores entre 6,2% y 44,8% del
total de proteinas del gluten, mientras que a los 35 DDA tuvieron valores entre 13,6% y
47,9%, dependiendo el cultivar. En tanto que, en el afio 2, las GBPM obtuvieron valores

entre 22,6 %y 52,2 % a los 14 DDA, y entre 24,2 %y 34,6 % a los 35 DDA (Figura 5.4).
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Figura 5.4: Gluteninas de bajo peso molecular, GBPM, como porcentaje de las proteinas totales
del gluten en funcion de los dias después de antesis (14, 21, 28 y 35 dias después de antesis- DDA)
para los seis cultivares analizados (K. Proteo, K. Rayo, B. Pleno, N. Bag 9, B. 75 Aniv. y K. Ledn),
en los distintos momentos del llenado de granos, en el afio 1 (a) y el afio 2 (b). Se muestran los
promedios por variedad por no encontrarse diferencia entre tratamientos de fertilizacion.
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No se observaron diferencias significativas en la cantidad de GBPM entre los
tratamientos de fertilizacion, ni en ninguna interaccion que incluyera dicha fuente de
variacion (Cuadro 5.2), por lo que puede inferirse que esta fraccion de proteinas
poliméricas resultd més estable frente a cambios en la disponibilidad tanto de N como de S,
coincidiendo con los reportado por Garcia Molina y Barro (2017). Aunque si se observaron
diferencias en la cantidad de GBPM entre variedades segin el momento de llenado y el
afio. Por ejemplo, en al afo 1, B. 75 Aniversario, tanto a los 14 DDA como a los 35 DDA,
fue el cultivar que obtuvo el mayor porcentaje de GBPM, y aunque la forma de la curva fue

similar en el afio 2, las cantidades de dicho grupo proteico fueron mucho menores.

Con respecto a K. Proteo, la forma de la curva fue similar en los dos afios de
experimentos, y también los porcentajes de GBPM alcanzados. En los dos casos tuvieron
una pequefia cantidad de GBPM a los 14 DDA alcanzando un aumento considerable a los

21 DDAy estabilizandose durante el resto de la etapa de llenado.

K. Rayo, por su parte, no presentd grandes variaciones en la cantidad de GBPM en
los dos afios, solo se evidenci6 una caida entre los 14 DDAy los 21 DDA en el primer afio,
con un posterior aumento hacia los 28 DDA, en tanto que, en el afio 2, casi no se

observaron variaciones de GBPM durante el llenado.

N. Baguette 9 mostr6 distinta tendencia en los dos afios, presentando un
considerable aumento de GBPM en el afio 1 entre los 14 DDA y los 21 DDA, con una leve
disminucion a los DDA, mientras que en el afio 2 se registré una disminucion en el primer

periodo analizado.
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Por su parte, B. Pleno mostr6 siempre un aumento de la fraccion de GBPM en el
afio 1, en tanto que en el afio 2 se observé una mayor cantidad del grupo proteico a los 14

DDA, con un aumento hacia los 21 DDA, seguido por un decrecimiento.

K. Ledn mostro en al afio 1 poca variacion en la fraccion de GBPM durante la etapa
de llenado de granos, mientras en el afio 2 tuvo mas de un 50 % de la composicion del
gluten representada por las GBPM a los 14 DDA, que después decrecié hasta

aproximadamente la mitad a los 21 DDA, para luego mantenerse.

A grandes rasgos se podria considerar que la deposicion de la fraccion proteica de
GBPM se estabilizé a los 28 DDA, por lo que no se observaron grandes cambios después
de ese momento en el porcentaje de GBPM, y no se registraron importantes caidas en el

afio 2 a pesar de las altas temperaturas exploradas por el cultivo.

5.3.5 Acumulacion de la fraccién de gliadinas durante el llenado de granos

En el caso de las gliadinas, la cantidad que representan en relacion a las otras
proteinas que conforman el gluten varié significativamente entre cultivares, entre afios y en
los distintos momentos del llenado, resultando méas estable entre los distintos tratamientos
de fertilizacion. Esta respuesta en el grupo de proteinas monoméricas fue similar a la
encontrada en las GBPM, sugiriendo que ademas del estrecho ligamiento genético que
existe entre los genes que codifican para estas fracciones proteicas (Metakovsky 1990, Ruiz

y Giraldo, 2021), los mismos tendrian comportamientos funcionales equivalentes.
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Figura 5.5: Gliadinas, GLI, como porcentaje de las proteinas totales del gluten, para los seis
cultivares analizados (K. Proteo, K. Rayo, B. Pleno, N. Bag 9, B. 75 Aniv. y K. Leo6n), en los
distintos momentos del Illenado de granos (14, 21, 28 y 35 dias después de antesis- DDA), en el afio
1 (@) y el afio 2 (b). Se muestran los promedios por variedad por no encontrarse diferencia entre
tratamientos de fertilizacion.
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A diferencia de lo reportado por Yu et al. (2021), quienes encontraron que la
aplicacion de fertilizante azufrado increment6 el porcentaje de GLI, en esta investigacion
no se pudieron comprobar los mismos resultados, probablemente porque como se detall6 en

el capitulo N°2 (Cuadro 2.2), el suelo no era deficiente en S.

En el afio 1, la cantidad de GLI varié entre 55 % y 83,2 % a los 14 DDA y entre
20,2 % y 52,7 % a los 35 DDA, en tanto que en el afio 2 variaron entre 29,9 % y 56,9 % a
los 14 DDAy entre 37,7 % y 52 % a los 35 DDA. Esto coincide aproximadamente con la
bibliografia, cuando cita que las gliadinas comprenden alrededor del 45 % de las proteinas

del gluten en madurez fisioldgica (Aussenac y Larbi, 2018) (Figura 5.5).

De esta forma, de los tres grupos proteicos que conforman el gluten, las gliadinas
son las que se presentaron en mayor cantidad en los granos a los 14 DDA, esto indicaria
gue comenzaron a depositarse antes en la etapa de llenado que las gluteninas de alto y bajo
peso molecular, de acuerdo con lo reportado por Stone and Nicolas (1994). Ademas, por
tener el afio 1 altas temperaturas (>30°C) al inicio de la etapa de llenado, se podria haber
acortado la primera etapa del mismo (fase lag) donde ocurre una activa division de las
células endospermaticas, y asociado al hecho que las GLI comienzan a depositarse antes
que las proteinas poliméricas (Panozzo et al., 2001) se observa que a los 14 DDA existe un
mayor porcentaje de GLI en el afio 1 que en el afio 2. En los dos afios se observo una
estabilizacion de la fraccion de proteinas monomeéricas a partir de los 21 DDA, para la
mayoria de los cultivares, lo que podria indicar que ademas de comenzar antes su

deposicion también termina antes que la de la fraccion de proteinas poliméricas.
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Solo se observaron cambios abruptos en las GLI durante el llenado en los cultivares
B. 75 Aniversario y K. Leon, en los dos afios. Ambos cultivares son de GC 3y tienen GLI

tipo CNN.

5.3.6 Relacion entre las fracciones proteicas del gluten

Ademas de cada fraccion proteica en particular, es sabido que la relacion entre las
mismas, por ejemplo, la relacion entre las proteinas poliméricas y las proteinas
monomeéricas, y entre las GAPM y las GBPM, inciden sobre la calidad de las masas y el

volumen final de pan (Aussenac y Larbi, 2018).
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Cuadro 5.3: Nivel de significancia de la relacion Gluteninas/Gliadinas (GLU/GLI) y Gluteninas de
alto peso molecular/Gluteninas de bajo peso molecular (GAPM/GBPM), de las distintas fuentes de
variacién analizadas: Variedad (V), Tratamiento de fertilizacion (F), Afio (A), Tiempos de muestreo
o dias después de antesis (DDA), y las interacciones V x F, V X A, V x DDA, F x A, F x DDA, A x
DDA,V xFxA, VxFxDDA, FxAxDDA.

GLU/GLI | GAPM/GBPM

p-value p-value

Variedad (V) | <0,0001 0,0002
Fert (F) 0,9338 0,1149
Afio (A) 0,9515 <0,0001
DDA 0,0002 0,1879

V xF 0,9594 0,0101
V XA <0,0001 <0,0001

V x DDA <0,0001 0,0187
FxA 0,3819 0,0301

F x DDA 0,8326 0,676
A x DDA 0,0001 0,6566
VXEXA 0,9173 0,0822
V x F x DDA 0,9991 0,4515
F x Ax DDA 0,9351 0,1282

En el presente estudio se encontraron diferencias significativas en la relacién
Gluteninas/Gliadinas entre cultivares, entre los distintos tiempos del llenado de granos (14,
21, 28 y 35 DDA), y en las interacciones V x DDA, V x A, y A x DDA (Cuadro 5.3). Las
diferencias entre los cultivares y en los distintos momentos del llenado de grano se explican
en parte por las diferencias encontradas en las fracciones proteicas (Cuadro 5.2). Al no

encontrar diferencias entre los tratamientos de fertilizacion, difiere de lo reportado por
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Aussenac y Larbi (2018) y Yu et al., (2021), quienes le atribuyeron cambios en la relacion

proteinas poliméricas/proteinas monoméricas a la fertilizacién con Ny S, respectivamente.

Por su parte, la relacion entre las Gluteninas de alto peso molecular y las Gluteninas
de bajo peso molecular, mostr6 diferencias en cuanto a los cultivares, el afio analizado, y
las interacciones V X F, V X A, V x DDA y F x A. En este caso, no se observaron
diferencias ni entre los tratamientos de fertilizacion ni entre los distintos momentos del
llenado, lo que difirio de lo mencionado por Southan y MacRitchie (1999), quienes
reportaron un aumento de la relacion GAPM/GBPM en cultivares creciendo con baja
disponibilidad de S. En los experimentos realizados en Azul en ambos afios la
disponibilidad de S- SO4 proveniente del suelo fue moderada (Cuadro 2.2, Cap. N°2), por

lo que no podrian considerarse estrictamente deficientes en dicho nutriente.

5.4 Conclusién

De los resultados analizados se puede concluir que las distintas précticas de
fertilizacion analizadas, es decir sin fertilizante nitrogenado, la fertilizacion tradicional con
N y fertilizacion complementaria con NS, afectaron dentro de las fracciones proteicas que
componen el gluten principalmente a las gluteninas de alto peso molecular, resultando a su

vez diferente el comportamiento de cada genotipo segun su patrén proteico.



CAPITULO N°6. INCIDENCIA DE LA FERTILIZACION TRADICIONAL CON
NITROGENO Y COMPLEMENTARIA CON NITROGENO Y AZUFRE SOBRE
LA ACUMULACION DE SUBUNIDADES CONTRASTANTES DE GLIADINAS Y
GLUTENINAS Y SU IMPACTO EN LA CALIDAD FINAL, EVALUADO EN

LINEAS ISOGENICAS DE UN CULTIVAR DE TRIGO PAN

6. 1 Introduccién

Las proteinas que componen el gluten, GAPM, GBPM vy gliadinas, son las
responsables de las caracteristicas intrinsecas de las masas de trigo, y a su vez su expresion
estd condicionada por factores ambientales y por la interaccion genotipo x ambiente
(Gianibelli, 2001; Southan y MacRitchie, 1999). Si se consideran las fracciones proteicas
mencionadas, mayormente la calidad industrial de trigo es atribuida a las GAPM, aunque
también se ha demostrado que las GBPM vy las gliadinas tienen efecto sobre la calidad de
las masas (Gao et al., 2016; Yu et al., 2011), y algunos autores indican que el efecto sobre
la calidad es debido a la combinacion completa de GAPM, GBPM y GLI (Hernandez
Espinosa et al., 2013). En varias investigaciones (Payne, 1987; Liu et al., 2012; Zhao et al.,
2020) se ha intentado estimar el efecto de distintos alelos de gliadinas y gluteninas sobre la
calidad de las masas utilizando lineas isogénicas, es decir genotipos que difieren en un solo
gen o un grupo de ellos y que comparten el resto del fondo genético, permitiendo de este
modo precisar el efecto atribuible a cada alelo. Se han encontrado efectos positivos sobre la
calidad industrial del trigo de varias subunidades, dando origen por ejemplo al Score Glu-1

(Payne, 1987) el cual califica el efecto de las distintas subunidades de GAPM. Ademas se

101
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ha demostrado la superioridad de algunas subunidades, por ejemplo: Glu-A3f, Glu-
B3b, Glu-B3g and Glu-B3iman Sobre Glu-A3e, Glu-B3a and Glu-B3ichy (Bonafede et al.,
2015), o el par con la subunidad 7 sobreexpresada, 7*+8 sobre 17+18 en Glu-B1 (Zhao et

al., 2020), entre otros.

También se han investigado las diferencias en la acumulacion de subunidades de
GAPM en lineas isogénicas, encontrandose que el par 5+10 (Glu-D1) implica una
polimerizacion mas temprana y a madurez un mayor contenido de gluteninas, que su

contraparte en el locus Glu-D1con las subunidades 2+12 (Naeem et al., 2005).

Asimismo, teniendo en cuenta las practicas de fertilizacion de los cultivos,
tendientes a incrementar, tanto el rendimiento como la calidad de los granos, adquiere
relevancia conocer la incidencia de aplicaciones foliares de nutrientes como N y S sobre las
fracciones proteicas que conforman el gluten y la calidad final de las masas (Guerrini et al.,

2020).

Los resultados presentados en capitulos previos mostraron diferencias entre las
variedades en cuanto a atributos relacionados con la calidad panadera, como en la
acumulacion de distintas fracciones proteicas en respuesta a los tratamientos de
fertilizacion. Particularmente, se observd que variedades pertenecientes a distintos grupos
de calidad, como B. 75 Aniversario, K. Rayo y B. Pleno mostraron una alta acumulacion de
GAPM en los primeros dias DDA, a diferencia de K. Ledn. Teniendo en cuenta que entre
ambos grupos, también hay diferencias en la composicion de gluteninas, siendo K. Ledn
portadora de subunidades menos favorables para calidad panadera, a los efectos de entender

si dicha respuesta diferencial en acumulacion se debe, en alguna medida, a las subunidades
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participantes, se plantea el estudio de lineas isogénicas como la estrategia mas adecuada, en
las que la composicidn proteica difiere principalmente en la incorporacion de subunidades,
tendientes a mejorar la calidad panadera. De la misma manera, el discernimiento sobre el
origen de las diferencias observadas en la acumulacion de gliadinas podria abordarse

mediante la misma estrategia.

En consecuencia, en este capitulo se propone aportar conocimientos sobre como la
utilizacion de fertilizantes foliares con N y S en estados avanzados del cultivo, afectan la
acumulacién y calidad final de lineas isogénicas con subunidades contrastantes para GAPM
y para gliadinas derivadas de un cultivar argentino de trigo pan, ACA 901. Abordandose asi
el objetivo especifico N°4 de esta tesis: Profundizar el estudio del efecto de la fertilizacion
tradicional con N, y complementaria con N y S, sobre la acumulacién de subunidades
contrastantes para los loci Glu-D1 y Glu-B1, expresadas en un fondo genético comun con

calidad potencial medio, y la calidad final de las mismas.

6. 2 Materiales y métodos

6.2.1 Lineas isogénicas: Se analizaron dos pares de lineas isogénicas desarrolladas a partir
del cultivar ACA 901, perteneciente al GC2. En un par isogénico las subunidades de
gluteninas Glu-B1 7+9 (con un puntaje de 2, segun el Score creado por Payne en 1987) se
reemplazaron por las subunidades Glu-B1 7 + 8 (con un puntaje de 3), donde ademas la
subunidad 7 se encuentra sobre expresada, lo que determinaria mejor calidad atn (Vawser y
Cornish, 2004); en tanto que, en el segundo par, el patrén para gliadinas identificado como

tipo Chinese Spring (CSS), asociado a baja calidad, fue reemplazado por el patron tipo
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Cheyenne (CNN), asociado a buena calidad panadera. Las lineas isogénicas fueron
desarrolladas por Dr. Marcos Bonafede, del Instituto de Recursos Bioldgicos, INTA. El
desarrollo de las lineas se realizd por sucesivas retrocruzas siendo ACA 901 el padre
recurrente. En cada ciclo, la seleccion de individuos heterocigotas en cada gen bajo estudio
se realizd mediante proteinogramas. Luego de cinco retrocruzas, se procedié a la
autofecundacion, que permitié seleccionar dentro de sus progenies a los pares isogénicos
indicados en el Cuadro 6.1. Es importante destacar que la linea N°1, en la cual las
subunidades 7+9 del locus Glu-B1 fueron reemplazadas por subunidades 7*+8, alcanza un

Glu score de 10, a diferencia del resto de las lineas analizadas.

Cuadro 6.1: Composicion de gluteninas de alto peso molecular (GAPM), tipo de gliadinas (GLI) y
valor de Score Glu-1 (Payne, 1987) de dos pares de lineas isogénicas derivadas de ACA 901

Genotipo GAPM

Glu- | Glu- | Glu- | tipo | Score

Al Bl D1

GLI | Glu-1
1 2* 7*+8 | 5+10 | CSS | 10
2 2* 7+9 | 5+10 [CSS |9
3 2* 7+9 | 5+10 |CSS |9

4 2% 7+9 | 5+10 | CNN | 9
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6.2.2 Experimento a campo: El ensayo fue realizado en el afio 2018 en el campo
experimental de la Facultad de Agronomia, Universidad Nacional del Centro de la
Provincia de Buenos Aires, en Azul, Buenos Aires, ubicado en la ruta nacional N° 3, km

307 (36° 49’ 53° latitud Sur, 59° 53° 23’ longitud Oeste).

El disefio experimental correspondid a un disefio en 3 bloques completos al azar con
parcela dividida, donde la parcela principal fue el genotipo y la subparcela fue el
tratamiento de fertilizacion. Cada parcela midié 3 m?, consistiendo en 5 surcos a 20 cm de

distancia.

La fecha de siembra fue el 8 de agosto. La densidad fue de 350 plantas.m™. La
siembra se realizd con sembradora horticola manual, previa incorporacion de fertilizante
fosforado, para asegurar suficiencia del nutriente (38 kg ha de P, como Superfosfato triple

de calcio).

Los tratamientos de fertilizacion fueron: 1) Testigo (T), sin el agregado de
fertilizante, 2) s6lo con fertilizacién nitrogenada (N) (con el agregado de 180 Kg/ha de N,
en forma repartida 40% en emergencia del cultivo o Zadoks 1, y 60% en macollaje o
Zadoks 2. La fuente utilizada en este caso fue urea) y 3) un tercer tratamiento Nitro-
Azufrado (NS) (con el agregado de urea como en el tratamiento anterior y la aplicacion
complementaria de 5 litros ha'* de un fertilizante foliar comercial (9% N amoniacal y 8% S)

en el estado de hota o Zadoks 4.

Se controlaron las malezas manualmente durante todo el ciclo, y enfermedades

mediante la aplicacién de funguicidas con mochila cuando fue necesario.
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En floracion del cultivo (Zadoks 6.5) se marcaron al azar en cada subparcela 50
espigas en igual estado de desarrollo y a los 14, 21, 28 y 35 dias después de antesis (DDA)
se cosecharon 10 espigas al azar, se las secO en estufa a 60°C, se las peso y se trillaron

manualmente. Posteriormente se molieron los granos con molinillo eléctrico.

En madurez fisiologica del cultivo se cosecharon las espigas de 50 cm lineales de un
surco de cada subparcela para realizar las determinaciones de calidad. Las espigas se
trillaron manualmente y los granos se pesaron para estimar el peso de mil granos. Luego se
molieron en un molinillo para granos obteniéndose la harina para realizar las

determinaciones de calidad.

6.2.3 Identificacion y Cuantificacion: La identificacion proteica de gliadinas y gluteninas
de alto y bajo peso molecular se realizé a través de proteinogramas y la cuantificacion de
cada fraccion se llevo a cabo por densitometria. Ambos métodos estadn descriptos en el

capitulo N°5 de esta tesis.

6.2.4 Calidad. Los parametros de calidad se estimaron sobre grano entero mediante equipo
NIT, obteniéndose los valores de % Proteinas (% P), % Gluten (% GH) y peso hectolitrico
(PH); ademas se contaron y pesaron los granos para obtener el Peso de mil granos (P1000),
que luego se molieron y se obtuvo la fuerza del gluten a través del test de sedimentacién en

dodecil sulfato de sodio.

6.2.5 Analisis estadistico. La cantidad de cada fraccién proteica acumulada en los distintos
momentos del llenado de granos (14, 21, 28 y 35 DDA) fue estimada como el porcentaje de

cada fraccion (GAPM, GBPM, Gliadinas) respecto al total de proteinas del gluten. Los
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datos fueron transformados a logaritmo natural y analizados como medidas repetidas

mediante ANCOVA, con el tiempo como covariable. El paquete estadistico utilizado fue R.

Los parametros de calidad fueron analizados con ANOVA, y las medias se
compararon con el test de Fisher (¢=0,05). El paquete estadistico usado en este caso fue

Infostat (Di Rienzo et al., 2019).

“6. 3 Resultados y discusion

6.3.1 Acumulacién de las fracciones proteicas durante el llenado de granos

Se obtuvieron geles de poliacrilamida a través de SDS-PAGE, en los que se
identificaron y cuantificaron las fracciones proteicas en cada par isogeénico (Figura 6.1 y

6.2).

1 2
——
—
—> | ——
._’
—
_>
~<_
Glu Al 2% 2%
Glu Bl  7*+8 7+9
Glu D1 5+10 5+10




108

Figura 6.1: perfil proteico de gluteninas de alto peso molecular de las lineas isogénicas
analizadas (perfil 1 corresponde a linea 1, y perfil 2 corresponde a lineas 2, 3y 4).

CSS CNN

Figura 6.2: perfil proteico de gliadinas de las lineas isogénicas analizadas (perfil 1
corresponde a lineas 1, 2 y 3, perfil 2 corresponde a linea 4).

Para estudiar la acumulacion de las distintas fracciones del gluten en cada par
isogénico, se calculé el porcentaje de GAPM, GBPM y GLI del total de proteinas que
conforman el gluten, para cada genotipo (G), tratamiento de fertilizacion (F) y en los
distintos tiempos de muestreo durante el llenado o dias despues de antesis (DDA): 14, 21,

28y 35.

Se observo en el Cuadro 6.2 que, de los grupos proteicos que conforman el gluten
de las lineas isogénicas analizadas, solo se presentaron diferencias significativas entre los
diferentes tiempos de llenado de granos, como asi también en el capitulo anterior se habian

encontrado diferencias significativas en dicha fuente de variacion en las variedades
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comerciales analizadas en el Capitulo N°5 de esta tesis (Klein Proteo, Klein Rayo, Buck
Pleno, Nidera Baguette 9, Buck 75 aniversario y Klein Ledn), coincidiendo con lo
expresado en la bibliografia (Rondanini et al., 2018). No hubo efecto de la fertilizacion, ni
tampoco del genotipo en ninguna de las fracciones proteicas analizadas, lo que podria

deberse al mismo fondo genéetico que tienen las lineas isogénicas utilizadas.

Cuadro 6.2: P-value de las gluteninas de alto peso molecular (GAPM), gluteninas de bajo peso
molecular (GBPM) y gliadinas (GLI), para las distintas fuentes de variacion (F.V.) analizadas
(Genotipo: G, Tratamiento de fertilizacién: F, Tiempo de muestreo de llenado o dias después de
antesis: DDA), y sus interacciones, en el par isogénico que difiere en el locus Glu-B1 (7*+8 vs
7+9).

F.V GAPM | GBPM GLI
p value | p value p value
G 0,3915 | 0,7751 0,6947
F 0,1322 | 0,7117 0,4606
DDA 0,0042 | 0,0009 0,0034
GxF 0,4314 | 0,3346 0,3809

G x DDA 0,8078 | 0,4678 0,2722
F x DDA 0,2771 0,917 0,8584
GxFxDDA | 0,0924 | 0,7215 0,9156

Li et al. (2020) encontraron que el genotipo con la composicion de GAPM que
incluia la subunidad 7 sobre-expresada presentaba mayor acumulacion de dicha fraccion
proteica en comparacion con el genotipo sin sobre-expresion. Cabe mencionar que ademas
de las subunidades 7+8 (con y sin sobre-expresion), las lineas isogénicas del trabajo
mencionado presentaban las subunidades 1 (Glu-Al) y 2+12 (Glu-D1) en su composicion

de GAPM, a diferencia de las analizadas en esta investigacion en la que las lineas
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isogénicas completan su patron proteico con las subunidades 2* (Glu-Al) y 5+10 (Glu-D1),
lo que, segun el Score Glu-1 (Payne, 1987), indica una mejor calidad que las anteriores. Si
bien las lineas isogénicas estudiadas por Li et al, mostraban otra combinacion de
subunidades, no puede descartarse un efecto del umbral de nutrientes disponibles que

explique las diferencias con los resultados observados en esta tesis.

Se puede observar en la Figura 6.3 que de las tres fracciones que conforman el
gluten, las gliadinas comenzaron a depositarse a mayor tasa antes que las gluteninas, en

coincidencia con la bibliografia (Rondanini et al., 2018).
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Figura 6.3. Porcentaje de gluteninas de alto peso molecular (GAPM), gluteninas de bajo
peso molecular (GBPM) y gliadinas (GLI), acumuladas a lo largo del llenado de los granos (14, 21,
28y 35 DDA), en los genotipos con las variantes en el locus Glu-B1 (7*+8 y 7+9).

A su vez, en madurez fisioldgica se observd la predominancia de las proteinas
monomeéricas del gluten, por sobre las proteinas poliméricas, GAPM y GBPM (Figura 6.3),

coincidiendo con Gianibelli et al. (2001) y con lo encontrado anteriormente en el capitulo
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N°5 de esta tesis. Las GLI ascendieron a 73,36% y 74,64% del total de proteinas del gluten,
las GAPM a 10,12% y 8,8% y las GBPM a 16,52% 18,8% en los genotipos 1 y 2

respectivamente (Cuadro 6.1; Figura 6.3).

Asimismo, no se observaron grandes diferencias en el patron de acumulacion de las
fracciones proteicas que conforman el gluten entre los dos genotipos con diferencia en el

locus Glu B1 (Figura 6.3).

Por su parte, el par isogénico cuya diferencia radica en el tipo de gliadinas (CSS y
CNN), no presentaron diferencias significativas en ninguno de los grupos proteicos que
conforman el gluten, para ninguna de las fuentes de variacion analizadas (G, F, DDA).
Igualmente, las proporciones de cada fraccion proteica durante el llenado se observan en la

Figura 6.4.
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Figura 6.4. Porcentaje de gluteninas de alto peso molecular (GAPM), gluteninas de bajo
peso molecular (GBPM) y gliadinas (GLI), acumuladas en los distintos momentos de llenado de los
granos (14, 21, 28 y 35 DDA), en los genotipos con diferencia en el tipo de gliadinas (CSS y CNN).

En la Figura 6.4 se observa, al igual que en la figura anterior, la predominancia de
las gliadinas sobre las gluteninas dentro de las fracciones de proteinas que componen el
gluten de trigo de los genotipos estudiados. En los genotipos con diferente patréon de GLI,
las GLI llegaron a 50,22% y 66,01%, las GAPM a 32,01% y 15,1%, y las GBPM a 17,8% y

18,9%, en los genotipos 3 y 4 respectivamente (Cuadro 6.1; Figura 6.4).

6.3.2 Incidencia de la fertilizacion tradicional con nitrogeno y foliar
complementaria con nitrogeno y azufre sobre el peso de mil granos (P1000),
porcentaje de proteinas (%P), porcentaje de gluten (%GH) y volumen de

sedimentacion (SDSS)

Intentando analizar si las distintas fertilizaciones, tanto nitrogenada como nitro-
azufrada complementarias, finalmente produjeron cambios en cuanto a la calidad en cada

par isogénico, se midieron los parametros que se presentan en el Cuadro 6.3.
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Cuadro 6.3: P-value del peso de mil granos (P1000), porcentaje de proteinas (%P),
porcentaje de gluten (%GH) y volumen de sedimentacion (SDSS), para las distintas fuentes de
variacién: Genotipo (G), Tratamiento de fertilizacién (F) y la interaccion G x F, para el par
isogénico 7*+8 / 7+9 (Glu-B1).

FV P 1000 % P % GH SDSS
G 0,0808 | 0,3651 0,34 0,4557
F 0,9926 | 0,2664 0,3641 0,0002

GxF 0,971 0,559 0,008 0,1211

Como se observa en el Cuadro 6.3, no hubo diferencias significativas, ni para
P1000, ni para %P, ni para %GH entre el par isogénico con diferencia en el locus Glu-B1,
mientras que si se presentaron diferencias en el %GH para la interaccion G x F, y

diferencias en fuerza de gluten (SDSS) en los diferentes tratamientos de fertilizacion.

A los efectos de interpretar el origen de la interaccion G x F significativa, se analizé
la respuesta de cada linea en cada tratamiento de fertilizacion aplicado. Como se observa en
la Figura 6.5, tanto en el tratamiento Testigo, como en el tratamiento con fertilizacion
complementaria con NS, se presentaron diferencias significativas entre los dos genotipos
analizados, pero en el primer caso resultd superior la linea con las subunidades 7+9, en
tanto que en el segundo caso obtuvo mayores valores el genotipo con la variante 7*+8.
Estas respuestas contrapuestas explican la interaccion observada. Por su parte, no hubo
diferencias en el %GH entre las lineas isogénicas en el tratamiento fertilizado

tradicionalmente con N.
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Figura 6.5: Porcentaje de Gluten hiumedo (%GH) para los genotipos con las variantes en
Glu-B1: 7*+8 y 7+9, en los distintos tratamientos de fertilizacion: Testigo (T), Nitrégeno (N) y
Nitro-azufrado (NS). Letras distintas indican diferencias significativas (P=0.05).

En el genotipo que incluyé en su composicién la banda 7 sobre-expresada se
present6 un incremento de 4,33% y 2,14% de GH entre el tratamiento fertilizado con NS y
el testigo, y entre el tratamiento fertilizado tradicionalmente con N y el testigo,
respectivamente, en concordancia con Agapie et al. (2020), quienes reportaron un
incremento del 6,5% en el GH en una variedad de origen rumano fertilizado con un

fertilizante a base de nitrogeno y azufre.

Lo observado para el genotipo con las subunidades 7*+8 en el tratamiento NS
(Figura 6.5), coincide con lo demostrado por Tao et al. (2018), quienes encontraron que la
disponibilidad de azufre se correlaciond positivamente con la produccion de gluteninas y
negativamente con la proporcion de gliadinas, en distintos cultivares de trigo pan

fertilizados en estados avanzados en el ciclo del cultivo.
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Cuando se analiz6 la fuerza de gluten, estimada a través del test de sedimentacién
(SDSS), se observé que no hubo diferencias entre los dos tratamientos fertilizados, mientras

que el tratamiento sin agregado de N tuvo un valor significativamente menor (Figura 6.6).
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Figura 6.6: Promedio de fuerza de gluten para el par isogénico con las variantes en Glu B1:
7*+8 y 7+9, en los distintos tratamientos de fertilizacién: Testigo (T), Nitrégeno (N) y Nitro-
azufrado (NS). Letras distintas indican diferencias significativas (P= 0.05).

Los presentes resultados indicarian que, aunque la fertilizacion complementaria
determind diferencias en la cantidad de gluten entre genotipos (Figura 6.5), esto no logro
mejorar la fuerza del mismo en el par isogénico con diferencia en el locus Glu-B1 (Figura

6.6).

Aunque la fuerza del gluten tiene relacion con la funcionalidad de las masas, que no
se hayan encontrado diferencias en los valores del test de sedimentacion no implica que no
pueda existir cambios desde el punto de vista reologico de las masas, como los reportados

por Guerrini et al. (2020) en variedades de trigo de origen italiano.
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En esta investigacion la fertilizacion foliar complementaria favorecio el %GH en el
genotipo que presentd la sobreexpresion de la banda 7 (7*+8), que supone una mejor
calidad potencial que el genotipo con el par 7+9 (Zhao et al., 2020), y que por lo tanto
podria percibir a nivel comercial en Argentina un sobreprecio. Ademés, también podria
estar asociada esta respuesta a cambios en la calidad reoldgica de las masas como se

observo en el capitulo N°4 de esta tesis.

En cuanto al par isogénico cuya diferencia radica en el tipo de gliadinas, CSS y
CNN, se encontraron diferencias solo en la fuerza del gluten, estimada a través del test de
sedimentacion (SDSS), entre los distintos tratamientos de fertilizacion, no asi para el peso
de los granos (P1000), porcentaje de proteinas (%P) y porcentaje de gluten (%GH) (Cuadro
6.4), a diferencia de lo observado en el par isogénico con diferencia en GAPM. Es decir
que la incidencia de las distintas practicas de fertilizacion fue mas relevante sobre el

parametro indicador de la calidad del gluten, y no sobre los parametros cuantitativos.

Cuadro 6.4: P-value del peso de mil granos (P1000), porcentaje de proteinas (%P),
porcentaje de gluten (%GH) y volumen de sedimentacion (SDSS), para las distintas fuentes de
variacion: Genotipo (G), Tratamiento de fertilizacion (F) y la interaccion G x F, para el par
isogénico con gliadinas tipo CSS vy gliadinas tipo CNN.

FV P 1000 % P % GH SDSS
Genotipo (G) | 0,6097 | 0,8895 0,9967 0,046
F 0,8663 | 0,2147 0,1831 0,0298
GxF 0,6335 0,602 0,43 0,082




117

Adicionalmente, en la Figura 6.7 se observa, a diferencia del par isogénico con
diferencia en las gluteninas, que solo hubo diferencias significativas entre el tratamiento NS
con el testigo, resultando los tratamientos con fertilizacion nitrogenada similares entre si.
Esto indicaria que la aplicacién del fertilizante con N, no logré mejorar significativamente
la performance en cuanto a calidad del gluten de las lineas isogénicas analizadas, con

respecto a los mismos genotipos sin ninguna aplicacion de fertilizante.
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Figura 6.7: Promedio de fuerza de gluten para el par isogénico con las variantes en el tipo
de gliadinas (CSS y CNN), en los distintos tratamientos de fertilizacion: Testigo (T), Nitrogeno (N)
y Nitro-azufrado (NS). Letras distintas indican diferencias significativas (P= 0.05).

6.4 Conclusion

Si bien los resultados de la presente evaluacion corresponden a un solo ensayo y
deben ser validados a futuro, los mismos sugieren, al tratarse de material isogénico, que la

dindmica de acumulacion de las subunidades participantes no estaria afectada por los
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tratamientos de fertilizacion aqui explorados. Se observa también que la falta de
diferencias significativas en los pardmetros de calidad analizados en los genotipos con
distinto tipo de gliadinas (GLI tipo CSS y CNN) estarian de acuerdo con la bibliografia, la
cual destaca que aunque las GAPM son el grupo minoritario dentro de las proteinas del
gluten, su incidencia sobre la calidad es muy relevante (Gianibelli et al., 2001), ain mas
que las GLI que representan la mayoria del gluten. Esta situacion podria explicar en parte
que los genotipos con igual composicion de GAPM no presentaron diferencias importantes

en la calidad (Cuadro 6.4), a pesar de estar asociadas con diferente tipo de gliadinas.

Las diferencias observadas entre los resultados del presente capitulo con respecto al
capitulo N°5, donde se encontraron diferencias en la dinamica de acumulacion frente a
tratamientos de fertilizacion, entre las variedades comerciales de trigo, sugiere que en las
variedades hay variabilidad para otros genes involucrados en la dindmica de utilizacion de

nutrientes y su movilizacion al grano, lo cual merece ser estudiado.



CAPITULO N° 7: DISCUSION GENERAL

El cultivo de trigo proporciona uno de los granos mas ampliamente difundidos en el
mundo para la alimentacién humana, por lo que uno de los desafios mas importantes a

futuro es generar buena cantidad y calidad de sus granos (Agapie et al., 2020).

Si comprendemos que tanto el rendimiento por unidad de superficie, como también
la calidad de la harina que se obtiene de los granos de trigo, dependen del genotipo, del
ambiente y de la interaccion entre ambos (G x A) (Slafer et al., 2004), adquiere importancia
conocer cudles son las caracteristicas de los genotipos disponibles en nuestro pais, y las
practicas de manejo que apuntan a mejorar los resultados del cultivo atendiendo

simultaneamente a los dos aspectos enunciados.

En Argentina, la clasificacion de las variedades comerciales de trigo pan establecida
por INASE (Instituto Nacional de semillas), basada en el indice de calidad formado por
parametros como: peso hectolitrico, porcentaje de extraccién de harina, porcentaje de
cenizas, porcentaje de proteinas en grano, gluten himedo, fuerza de la masa (W del
alveograma), estabilidad farinografica y volumen de pan, es orientativa con respecto a la
calidad panadera potencial de los cultivares. Sin embargo, se ha encontrado, que no siempre
dicha discriminacién reflejo fielmente la calidad obtenida, es decir que en la préactica, al
momento del analisis de los granos/harinas obtenidas de la cosecha de los trigos de un
determinado GC, los parametros obtenidos no se correspondieron con la calidad esperada
(Abbate et al., 2010; Arrigoni, 2015), probablemente en parte debido a las diferencias

existentes en la composicion de las proteinas que componen el gluten (GAPM, GBPM y
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gliadinas) aun dentro de cada grupo y a la interaccion G x A (Abbate et a., 2010; Lerner et

al., 2013 y 2016).

A su vez, en los ultimos afios, se han comenzado a considerar practicas de manejo
de los cultivos tendientes a contribuir con la intensificacion productiva asociada a la
sustentabilidad de los sistemas (Andrade, 2020). Particularmente desde el punto de vista de
la fertilizacion del cultivo de trigo se intenta considerar la eleccién de cada practica
teniendo en cuenta cada situacion productiva particular, y seleccionando correctamente el

fertilizante a utilizar, la dosis, momento y forma de aplicacion (Reussi Calvo et al., 2020).

De esta forma, el uso de fertilizantes foliares, que implica una mejora en la
absorcién de nutrientes por parte del cultivo aun en condiciones de escasa disponibilidad
hidrica (Ferrari et al., 2021), sumado a la utilizacion de mezclas que incluyan tanto
nitrogeno como azufre, suponen una alternativa para complementar la fertilizacion

tradicional del trigo (Guerrini et al., 2020).

Adicionalmente, si se pudiera realizar una aplicacion de fertilizante en un estadio
avanzado del ciclo del cultivo, tendiente a incrementar la calidad de los granos, ademas de
seleccionar el genotipo de trigo, considerando la composicion de proteinas del gluten,
involucraria un manejo mas apropiado del cultivo en la mayoria de las situaciones

productivas.

La presente tesis doctoral, que presenta continuacion con la investigacion
desarrollada durante la maestria académica finalizada en el afio 2015 (Caracterizacion del
patron de gluteninas de bajo peso molecular de trigo pan (Triticum aestivum L.), y su efecto

sobre el potencial uso final de la harina), y a su vez tiene concordancia con los proyectos
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acreditados por la Universidad Nacional del Centro en el periodo en cuestion (Proyecto
acreditado 03/A206, de 2015 a 2019; 03/A230, de 2019 a 2021), intenté contribuir con
conocimientos originales desde el punto de vista cientifico sobre los temas mencionados
anteriormente, y que resulten adecuados para transferirse y aplicarse a la produccion de

trigo en nuestro pais a nivel comercial.

Por todo lo mencionado, y a modo de cierre de la presente investigacion, en este
capitulo se analizan de manera conjunta los resultados obtenidos en los capitulos
precedentes: N° 2, 3, 4, 5y 6, a la vez que se puntualiza el grado de cumplimiento de las

hipdtesis planteadas en la seccion INTRODUCCION.

Para la presente discusion se utilizd el andlisis de la varianza, y analisis de tipo
multivariado como anéalisis de componentes principales, del paquete estadistico

INFOSTAT.

7.1 Acumulacién de las fracciones proteicas que componen el gluten en

variedades de trigo pan de distintos grupos de calidad

En el capitulo N°5 se analiz6 como transcurrio la acumulacion de GAPM, GBPM y
GLI, en 6 variedades comerciales argentinas de trigo pan originadas por distintos criaderos
de semillas pertenecientes a los tres grupos de calidad (GC), con tratamientos de
fertilizacion nitrogenada tradicional (N) y con fertilizacion complementaria foliar (NS + N

tradicional), ademas de los mismos cultivares sin fertilizar.
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Como ya se comentd ampliamente, la fraccion de GAPM, es la que ha sido
reportada como de mayor influencia sobre la calidad de las harinas (Payne, 1987; Gao et
al., 2016). En este caso, también fue la Unica que present6 diferencias significativas en
interacciones que incluyeron, tanto los distintos momentos de muestreo (14, 21, 28 y 35
DDA), los tratamientos de fertilizacion (T, N y NS), como asi también los cultivares

(Cuadro 5.2- Capitulo N°5).

Asimismo, cuando se analizo la proporcion de GAPM al final del ciclo del cultivo,
se observaron grandes diferencias, aun entre variedades dentro de cada grupo de calidad
(Figura 5.3- Capitulo N°5), coincidiendo con lo reportado por Lerner et al. (2015). Esto
probablemente se debe a que se seleccionaron para esta investigacion cultivares con
diferentes patrones proteicos, intentando abarcar las composiciones mas frecuentes dentro
de las variedades argentinas y que, a su vez, implicaran diferente calidad potencial segun el

Score Glu-1 (Payne, 1987).

En funcion de los resultados obtenidos se considera que la hipdtesis N°1:
Variedades de trigo pan pertenecientes a distintos grupos de calidad (GC1, GC2 y GC3)
muestran diferencias en el patron de acumulacion de las fracciones que conforman el

gluten en respuesta a la fertilizacion complementaria (con Ny S), es VERDADERA.

Adicionalmente, se podria finalizar profundizando que las fracciones proteicas que
mas se afectaron debido a las diferentes practicas de fertilizacién durante el llenado de los
granos, fueron las GAPM. Por otro lado, se encontraron diferencias entre variedades en los
patrones de acumulacion de las fracciones proteicas que componen el gluten, en forma

similar a lo reportado por Carceller y Aussenac (1999) y Sakr et al.(2021), aun dentro de
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cada grupo de calidad probablemente asociadas a las diferencias en las subunidades de

GAPM (Cuadro 5.1- Capitulo N°5).

Asimismo, los resultados encontrados en esta investigacion no implican que puedan
establecerse patrones propios para cada grupo de calidad en funcion de las variedades

analizadas.

7.2 Relacion entre composicion de GAPM, su acumulacion y el rendimiento en

grano

En relacién con lo desarrollado en la seccién anterior, y sin perder de vista la
importancia del rendimiento por unidad de superficie del cultivo de trigo, surge el analisis
de la relacion entre la composicion de GAPM, su proporcion en el grano y el rendimiento

de los genotipos.

En concordancia con los resultados encontrados en el capitulo N°5 con respecto a
las diferencias significativas observadas en la acumulacion de las GAPM durante el llenado
de granos entre los distintos tratamientos de fertilizacion, se encontraron también
diferencias en la proporcién de dichas proteinas poliméricas en los granos maduros entre
las distintas précticas de fertilizacion analizadas (Cuadro 7.1), coincidiendo con Chope et

al. (2014),

Ademas, las GAPM presentaron diferencias significativas entre variedades, afios y

en las interacciones F XV, AXVYyFxV x A.
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Cuadro 7.1: Nivel de significancia (Sig.) y porcentaje de explicacion (%Exp.) de las
diferentes fuentes de variacion: Variedad (V), Tratamiento de fertilizacién (F), afio (A), y sus
interacciones F X A, F x V, Ax V, F x A x V, para los parametros analizados: Gluteninas de alto
peso molecular (GAPM), gluteninas de bajo peso molecular (GBPM) y gliadinas (GLI), de los
experimentos realizados en los afios 2014 y 2015 y las seis variedades de trigo ensayadas en esta
tesis.

F. V. GAPM GBPM GLI

Sig.| % Exp. |Sig.| % Exp. |Sig.| % EXxp.

Variedad (V) | ** 6,31 FRHA 49,27 | *R*| 42,69

Fert (F) | 260 |*| 138 |NS| 0,29

Afio (A) faloka 7,43 Frx 23,73 | ***| 1,16

FxA NS 0,92 NS| 006 |NS| 0,00

FxV ** 8,92 ** 3,46 | ***| 3,70

AXxXV *Fx 60,59 | F**R| 18,75 | ***| 47,75

FXAXV ***1 11,33 |[NS| 200 |**| 311

Los asteriscos *, ** y *** indican el nivel de significancia al 0,1, 0,05y 0,01 y NS significa
no significativo.

Como se observa en el Cuadro 7.1, también se encontraron diferencias significativas
en las GBPM entre V, F, Ay en las interacciones F x V y V x A. Por su parte las GLI

difirieron entre VV, Ay en las interacciones Fx V, V X Ay F X V X A.

Continuando con el andlisis, y tomando en cuenta que el objetivo principal de la
presente investigacion fue considerar la incidencia de la fertilizacion complementaria foliar
con NS sobre las proteinas que componen el gluten, entre otros factores, y pretendiendo
agrupar a los cultivares segun la calidad de sus subunidades de GAPM, mas alla de su

grupo de calidad de pertenencia, y relacionado con lo explicado en la seccién anterior (7.1),



se utilizé el Score Glu-1 (Payne, 1987), a los efectos de entender dicha incidencia en
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términos relativos al rendimiento en grano logrado.

Para ello, se realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP) que logré

explicar el 83,9% de las diferencias encontradas. EI CP 1 estuvo conformado por todas las

fracciones proteicas, en tanto que el CP 2 se conformd solo con las gluteninas y el

rendimiento por unidad de superficie (Fig. 7.1).
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Figura 7.1: Analisis de componentes principales con las variables % GAPM, % GBPM,
GLI y Rendimiento, clasificadas segin el valor de Score Glu-1 de calidad del genotipo, el
tratamiento de fertilizacion (T, N y NS) y el afio analizado (Afio 1y 2).
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De la figura anterior (Fig. 7.1) se desprende que los genotipos con un puntaje de 10
en el Score de Payne, en el afio 1 se encontraron en la zona del grafico con mayor
proporcion tanto de GAPM, como de GBPM, en todos los tratamientos, mientras que los

mismos genotipos en el afio 2 se ubicaron cerca de la zona de rendimientos mas altos.

Cabe recordar, como se puntualizé en el capitulo N°2, que las condiciones
ambientales del afio 1 fueron de temperaturas mas templadas durante el ciclo del cultivo
incluyendo la etapa de llenado de granos (Figura 2.2), hubo menos semanas con estrés
hidrico (Cuadro 2. 1), y ademas el perfil de suelo estuvo mejor provisto de N (Cuadro 2.2)

que en el afio 2.

Algo similar ocurrié con el genotipo con puntaje de 9, el cual en el afio 1 tuvo
mayor contenido de GAPM en sus tratamientos fertilizados, y particularmente con el de
fertilizacion complementaria, mientras que en el afio 2 en los tratamientos fertilizados se

ubicd en la zona del gréfico con mayores rendimientos.

El genotipo con 7 puntos de Score (K. Rayo), que ademas cont6 en su composicion
con la sobre-expresion de la banda 7 (Glu-B1 7*+8), en el afio 1 se mostrd cerca de la
region del grafico con mayor contenido de proteinas monomeéricas. Por su parte el genotipo
con 8 puntos (N. Bag. 9) se mostr6 cerca de la region del gréafico con mayores valores de

GBPM en el afio 2, en los tratamientos fertilizados.

En general los genotipos con menor calidad de subunidades de GAPM (puntajes 5 y
7) se ubicaron en la zona del grafico con mayor proporcion de proteinas monoméricas o
GBPM vy poco asociados al rendimiento, en tanto que los de calidad proteica superior

presentaron una mayor proporcion de proteinas poliméricas en la composicion del gluten, y
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particularmente GAPM, coincidiendo mayormente con los tratamientos de fertilizacion, y
asociados al rendimiento en grano. Cabe recordar que, aunque hubo diferencias en los
rendimientos, éstas no resultaron significativas entre los cultivares, como ya se discutié en

el Capitulo N°3 de este trabajo.

Finalmente, luego de lo analizado se consider6 VERDADERA la hipotesis N°2:
Dentro de las fracciones proteicas que conforman el gluten de genotipos de trigo pan
existen diferencias en su patron de acumulacion, en respuesta a la fertilizacion
complementaria (con N y S), y son explicadas por las subunidades participantes.
Subunidades asociadas a mejor calidad panadera mostrardn incrementos en su
concentracion en grano en respuesta a la fertilizacion N/S, a igual incremento de

rendimiento.

7.3 Influencia de la fertilizacion complementaria sobre la calidad final de trigo pan

Ademas de estudiar como la fertilizacién foliar complementaria con NS afecto6 al
rendimiento de cultivares de trigo pan y la acumulacion de los grupos proteicos que
componen el gluten durante el llenado de granos (abordada en el capitulo N°5), es
importante relacionarlo con el efecto sobre la calidad final de la harina de distintos
genotipos (desarrollada en el capitulo N°3), en variedades comerciales de trigo y en lineas

isogénicas con diferente calidad potencial.

Para relacionar los resultados obtenidos en los parametros mencionados en los
cultivares comerciales en los capitulos N°5 y N°3, se realizd un ACP relacionando las

variables % GAPM, % GBPM, % GLI, W, % GH y SDSS, de las variedades comerciales
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clasificadas segun Score de calidad, los tratamientos de fertilizacion (T, N, NS) y el afio (1

y 2), el cual logro explicar el 68,6% de las diferencias encontradas.

En este caso, el componente principal 1 se conformo por las variables: % GAPM, %
GLI, % GH, W y SDSS, en tanto que el componente principal 2 se conformé con %

GBPM, % GLI, % GAPM, W'y SDSS.
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Figura 7.2: Andlisis de componentes principales con las variables % GAPM, % GBPM, %
GLI, W, %GH y SDSS, clasificadas segun el valor de Score de calidad del genotipo, el tratamiento
de fertilizacion (T, Ny NS) y el afio analizado.
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En la Fig. 7.2 se observa como los genotipos con valores de indice de calidad
superiores, 9y 10, se ubicaron principalmente cerca de las mayores proporciones de GAPM
y W, de lo que se podria inferir que dicha fraccion proteica es una de las que mas inciden
sobre la calidad panadera, en coincidencia con Gao et al. (2016), estimada a través de la
fuerza de la masa medida con el Alvedgrafo de Chopin. Esto se observa sobre todo en los
tratamientos fertilizados, en concordancia con Altenbach et al. (2016), y en el primer afio

de ensayo.

Ademas, y en concordancia con Landolfi et al. (2021), se observd durante esta
investigacion la incidencia de los factores ambientales y el manejo agronémico sobre los

parametros reoldgicos de las masas relevantes para la calidad de uso final.

Por su parte en el analisis del capitulo N°6 de esta tesis, no se pudo demostrar el
efecto significativo de los tratamientos de fertilizacion N y NS sobre la acumulacion de las
distintas facciones proteicas que conforman el gluten en lineas isogénicas de la variedad
ACA 901, aunque si se registraron efectos sobre parametros de calidad de las harinas, por
ejemplo: sobre la fuerza de gluten que demostrd superioridad en ambos tratamientos
fertilizados, también sobre el porcentaje de gluten himedo, el cual resulté superior en el
genotipo con las subunidades asociadas a mejor calidad potencial (Glu-B1 7*+8), respecto
al genotipo con las subunidades originales de la variedad comercial (Glu-B1 7+9) (Figs. 6.3
y 6.4, Capitulo N°6). Cabe destacar que los resultados mencionados en las lineas isogénicas
corresponden a un solo afio de ensayo a campo, y que ameritaria ser validado con un nuevo

ensayo.



130

Los resultados sugieren la compleja trama de interacciones subyacente a la
determinacion del nivel de fraccion proteica acumulada, en respuesta a la fertilizacion NS,

bajo una condicidn en la que ninguno de esos elementos fue extremadamente limitante.

En este caso, las comparaciones demuestran que no son las subunidades per se las
que traccionan la acumulacion, sino que la acumulacion en definitiva depende de la
regulacion de las complejas vias metabolicas que afectan la sintesis proteica (Yu et al.,

2021), al menos bajo los niveles de disponibilidad nutricional aqui considerados.

Asimismo, lo encontrado en el analisis de los pares isogénicos probablemente no
logré replicar exactamente los mismos resultados obtenidos por los efectos de los
tratamientos de fertilizacion sobre la acumulacion proteica en las variedades comerciales

analizadas.

En funcion del andlisis de los datos, se considera VERDADERA la hipdtesis N°3,
El efecto que las préacticas de fertilizacion complementaria (con N y S) sobre las distintas
fracciones y subunidades proteicas del gluten de variedades argentinas de trigo pan
pertenecientes a los distintos GC determina respuestas diferenciales en la calidad

panadera.

Nuevamente, similar a lo que sucedi6 en los casos anteriores, se observa la
importancia de tener informacion sobre la composicion de subunidades proteicas que
conforman el gluten. Por lo tanto, seria deseable que a la informacion del GC se la

complemente con la composicion de GAPM, por ejemplo, a través del Score Glu-1.
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7.4 Conclusiones y Perspectivas futuras

Teniendo en cuenta los conocimientos aportados con esta investigacion, se
considera que para realizar una produccion adecuada del cultivo de trigo pan en nuestro
pais, tanto desde el punto de vista del rendimiento por unidad de superficie como de la
calidad industrial de sus granos, requisito fundamental debido a su gran uso para consumo
humano, se deberia abordar un manejo del cultivo que implique en principio la seleccion
del cultivar a sembrar en cada sitio, perteneciente al grupo de calidad acorde con el
objetivo de produccidn, y de ser posible aun dentro del GC seleccionar por la composicion

de GAPM teniendo en cuenta la calidad potencial de las distintas subunidades proteicas.

Ademaés, un buen manejo agrondmico coincidente con las buenas précticas
agricolas, deberia incluir una correcta fertilizacion, lo que podria considerar que a la
aplicacion tradicional de N en estadios tempranos del cultivo tendiente a optimizar el
rendimiento en grano, se la complemente con una fertilizacion foliar con Ny S en estadios
mas avanzados del cultivo intentando incidir, tanto sobre la acumulacion proteica en la
etapa de llenado de granos como sobre la calidad final de las harinas, sobre todo en

genotipos de mejor calidad potencial.

Adicionalmente, e intentando continuar con la linea de investigacion desarrollada en
esta tesis se plantean nuevas inquietudes relacionadas con estudiar alternativas a las
practicas de manejo consideradas como tradicionales en el cultivo de trigo en nuestra
region, y analizar la incidencia de las mismas sobre la calidad de uso final de las harinas.
Entre estas practicas, resulta interesante por ejemplo considerar la aplicacion de

fitoestimulantes, que ademas de aportar nutrientes suelen usarse como antiestresantes
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vegetales en los cultivos extensivos disminuyendo la probabilidad de aplicaciones de
fungicidas, y su efecto sobre las fracciones proteicas que componen el gluten,

principalmente las GAPM vy la calidad industrial de las masas.
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