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RESUMEN
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El objetivo de estatesis fue elucidar 10s efectos de la temperatura, laradiacion solar interceptada
y de sus efectos conjuntos, sobre e peso y la calidad de granos y aceites de diferentes genotipos
de girasol. Con e modelo sigmoideo utilizado previamente en hibridos tradicionales y con
experimentos realizados en el campo, en diferentes locaidades y afios, se demostré la
variabilidad genética de la respuesta del porcentgje de acido oleico de hibridos de girasol ato
oleico a la temperatura minima nocturna. Utilizando el mismo modelo se identificaron las
temperaturas (individual y combinadas) que permitirian fenotipar la composicion acidica de
numerosos hibridos alto oleico de girasol.

En condiciones controladas se caracterizé un modelo bilineal de respuesta a la temperatura
media para el peso y porcentaje de aceite de los granos de hibridos de girasol tradicionales. Con
experimentos realizados en e campo se determind que la temperatura gerce su acciéon sobre la
tasa de desarrollo acortando €l periodo de llenado y disminuyendo la acumulacién de radiacion
solar interceptada, pero ademas tiene una accion directa sobre € peso y porcentagje de aceite de

los granos.

Palabras claves. girasol, aceite, temperatura, radiacion solar interceptada, composicion acidica,

modeling, interaccion entre factores ambiental es.
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ABSTRACT

XX



The objective of this thesis was to elucidate the effects of temperature, intercepted solar
radiation and their joint effects on the weight and quality of grains and oils of different
genotypes of sunflower. The sigmoid model previously used in traditional hybridsin association
with experiments performed in the field demonstrated that, in different locations and years, the
genetic variability of the response of oleic acid percentage of high oleic sunflower hybrids is
related to the minimum night temperature. Using the same model, the temperatures (individua
and combined) were identified that would allow to phenotype the acidic composition of
numerous high oleic sunflower hybrids.

Under controlled conditions, a bilinear model of medium temperature response was
characterized for the weight and percentage of oil of the grains of traditional sunflower hybrids.
Field experiments determined that temperature affects the rate of development indirectly by
shortening the filling period and consequently decreasing the accumulation of intercepted solar

radiation, and directly by reducing the weight and percentage of oil of the grains.

Key words: sunflower, ail, temperature, intercepted solar radiation, acidic composition,

modeling, interaction between environmental factors.
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CAPITULO 1

Introduccion general



1. Introduccion general

El girasol (Helianthus annuus 1L.) es uno de los cuatro cultivos oleaginosos mas importantes
a nivel mundial junto con la soja, la palma y la colza. La comercializacion de su aceite
representa alrededor del 80% de la produccion mundial (Oil World, 2013). La Republica
Argentina es el unico pais del Hemisferio Sur que participa de esta produccion. En la campafia
2015/16 la produccion total de Argentina fue de 3.000.367 tn con un rendimiento promedio de
2.121,96 kg/ha (SIIA, MAGyP, 2017). E1 70 % de la produccion nacional es exportada como
aceite crudo y el 30% restante como aceite refinado, colocandose en el tercer lugar entre los
paises exportadores (CIARA-CEC, 2013).

Las regiones de la Argentina donde se cultiva girasol se extienden desde las provincias de
Chaco (25°S) en el norte del pais, hasta el sur de la provincia de Buenos Aires (40°S). En
sentido este-oeste se lo puede cultivar hasta los 66°W (provincia de San Luis). En los ultimos
afos la zona de cultivo de girasol se ha expandido, siendo las provincias de Chaco y Santa Fe
las que mayor aporte han hecho al crecimiento de esta superficie (ASAGIR, 2012). La gran
extension del area cultivada hace que, durante su ciclo ontogénico, el girasol esté expuesto a un
amplio rango de condiciones ambientales, hecho particularmente importante en la etapa del
llenado de sus granos. Es durante esta etapa cuando el peso y la composicion de los granos se
definen, y, por lo tanto, el periodo de mayor sensibilidad de estos caracteres a las condiciones
ambientales.

Las practicas de manejo agrondmico modifican el ambiente en el que crecen las plantas. En
paises extensos en latitud (por ejemplo, Argentina, Estados Unidos de América), el amplio
rango de fechas de siembra en combinacion con las diferentes regiones de cultivo genera una
importante heterogeneidad de ambientes. Factores como la radiacion solar interceptada por las
plantas y la temperatura, varian seglin la latitud y la estacion de crecimiento, influyendo en el
crecimiento y desarrollo del cultivo aun cuando las condiciones hidricas y minerales son
optimas. Diversas investigaciones demostraron la importancia de las variaciones de la
temperatura y la radiacion solar interceptada sobre las variaciones del peso y la calidad de los
granos (Dosio et al., 2000; Izquierdo et al., 2002; Aguirrezabal et al., 2003) y la calidad del
aceite (Izquierdo et al., 2006; Izquierdo y Aguirrezabal, 2008; Echarte et al., 2010; Aguirrezabal
et al., 2009).

El peso de los granos, su porcentaje de aceite y la composicion acidica del aceite son
componentes importantes que definen el rendimiento y la calidad del grano en girasol. El peso y
la composicion de los granos no so6lo dependen de la temperatura y la radiacién solar

interceptada durante el llenado de los granos, sino que ademas se encuentran bajo control



genético y, por lo tanto, la interaccion genotipo x ambiente (GXE) puede modificar el peso de
los granos y su composicion.

Ademas, distintos factores ambientales podrian presentar interaccion al ejercer sus efectos o
bien sus efectos conjuntos podrian ser aditivos o multiplicativos. Los efectos conjuntos de la
temperatura y la radiacion solar interceptada han sido de escaso interés no solo para los
caracteres a investigar en esta tesis (porcentaje de acido oleico, peso y porcentaje de aceite de

los granos), sino para otros procesos y especies.

El objetivo general de esta tesis es elucidar los efectos de la temperatura, la radiacion
solar interceptada y de sus efectos conjuntos, sobre el peso y la calidad de granos y aceites

de diferentes genotipos de girasol.

Identificar y cuantificar las respuestas del peso y la calidad de granos y aceites de diferentes
genotipos de girasol a la temperatura y la radiacion solar interceptada, como a sus efectos
conjuntos, permitiria:

a) conocer el fenotipo de los granos y aceites bajo cualquier condicion de temperatura y
radiacion solar interceptada.

b) seleccionar practicas de manejo y zonas de cultivo a fin de obtener aceites con calidades
diferenciadas;

c) desarrollar distintas estrategias y herramientas de seleccion tendientes al mejoramiento
del rendimiento y/o calidad (Andrade ef al., 2005; Aguirrezabal et al., 2009);

d) incorporar relaciones empiricas a los modelos de crecimiento y desarrollo de cultivos
para predecir el rendimiento y la calidad antes de la cosecha o ante posibles cambios
ambientales futuros (Echarte et al., 2010);

e) avanzar en el entendimiento de los mecanismos ecofisiologicos que gobiernan la
respuesta del rendimiento y calidad a los factores ambientales durante el llenado de granos,

especialmente sobre la manera que estos actian de forma conjunta.




1.1 Caracteristicas generales de los aceites vegetales

De las tres principales reservas alimenticias (lipidos, carbohidratos y proteinas) que poseen
los vegetales, los lipidos constituyen la forma mas eficiente de almacenar energia. Asi, por
ejemplo, la oxidacion de los acidos grasos durante la germinacion de las semillas oleaginosas,
libera mas del doble de energia/por gramo de sustancia, que la oxidacion de hidratos de carbono
o proteinas de almacenamiento debido a su estado altamente reducido (Miquel y Browse, 1995).

Los componentes lipidicos de reserva mayoritarios en oleaginosas son los triglicéridos,
formados por acidos grasos unidos a una cadena principal de glicerol mediante uniones éster
(97-98%: Velasco y Fernandez-Martinez, 2002). Estos pueden ser simples, si estdn formados
por 3 acidos grasos iguales, o compuestos si tienen acidos grasos diferentes. Estos lipidos se
almacenan en estructuras subcelulares conocidas como cuerpos grasos (oleosomas). Los
oleosomas estan formados por una matriz hidréfoba de triglicéridos rodeada de una capa de
fosfolipidos en la que se depositan proteinas (oleosinas, Huang, 1992). Las oleosinas (proteinas
de la semimembrana del oleosoma) y los fosfolipidos les confieren estabilidad a los cuerpos
grasos y los mantienen como entidades separadas (Mantese ef al., 2006).

La composicion en acidos grasos es uno de los dos caracteres generalmente considerados
como objetivo de los programas de produccion y mejoramiento de cultivos (Crupkin y
Zambelli, 2008). La composicién acidica es la principal determinante de la aptitud de los aceites
vegetales para diferentes usos, y por esto la calidad del aceite se evalua en términos del
porcentaje relativo de cada acido graso. El papel que desempefan los lipidos en el desarrollo del
organismo y en el mantenimiento de un adecuado nivel de salud, se estudia cada vez con mayor
profundidad, (Hiroyasu, et al., 2002; Wenting et al., 2015). Su consumo se asocia con diferentes
aspectos de la salud. En la nutricion humana tienen funciones de cardcter metabdlico y/o
estructural. Los aspectos de calidad de los aceites comestibles exhiben buenas caracteristicas
organolépticas y nutricionales, alta estabilidad a la oxidacion y funcionalidad. Estas
caracteristicas son determinadas por su composicion quimica.

Los 4acidos grasos, son acidos carboxilicos de cadena hidrocarbonada generalmente lineal y
de diferente nimero par de atomos de carbono. Se clasifican segun la longitud de la cadena
carbonada y la cantidad y posicion de los dobles enlaces en ella. Los 4cidos grasos saturados
(SFA), solo tienen enlaces simples entre los atomos de carbono; los &acidos grasos
monoinsaturados (MUFA), poseen un doble enlace en su cadena y los acidos grasos

poliinsaturados (PUFA), poseen dos o mas dobles enlaces (Lehninger, et al., 1993). En la



mayoria de los aceites de origen vegetal (girasol, soja, maiz, colza) predominan los acidos

grasos MUFA y PUFA (> 85% de la composicion) (Fig 1.1)".

Acidos grasos

o r
Il Acido palmitico
P N N N NN (16:0)
0]
Eo_ Acido estearico
P N N N N N N
(18:0)
i
10 /Q CO—  Acido oleico
(18:1)
1
= CO—  Acido linoleico
(18:2)

Acido linolénico
(18:3)

Figura 1.1 Estructura de los acidos grasos presentes en aceite vegetales (Heldt y Piechulla,

2011).

Los SFA son aptos para la fabricacion de mantecas, margarinas y productos para untar, ya
que son soOlidos a temperatura ambiente. Ademds, como no poseen insaturaciones en su
molécula, son mas estables que los acidos monoinsaturados y poliinsaturados, por ser resistentes
a la autoxidacion. Dicha estabilidad es importante para la vida 1til de los alimentos envasados y

retarda el enranciamiento del aceite para frituras.

! El sistema de la IUPAC (Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada, 1978), nombra a los

acidos grasos sobre la base del nimero de atomos de carbono y el nimero y posicion de los dobles
enlaces en relacion al grupo carboxilo. Por ejemplo, el acido oleico presenta una notaciéon abreviada
C18:1, en la que C representa el nimero de atomos de carbono (18) seguido del nimero de dobles enlaces

en la cadena (1). La notacion @-x hace referencia a la posicion del doble enlace que se encuentra mas
cercano al extremo metilo de la molécula. A este sistema se lo conoce también como omega, por lo que es
frecuente el uso de los términos omega-3, omega-6 y omega-9 para denominar algunos acidos grasos.
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El MUFA mas abundante en la dieta occidental es el acido oleico (C18:1 ®-9). Sin embargo,
en algunas poblaciones el MUFA mas abundante en la dieta es el acido ertcico (C22:1) (FAO,
2012), que se encuentra, por ejemplo, en los aceites culinarios derivados de las semillas de
algunas especies de Brassica, tales como la colza y la mostaza. Se han desarrollado cultivares de
colza con bajo porcentaje de este acido graso en su aceite para consumo humano (Velasco, et
al., 1999) ya que es un acido graso perjudicial para la salud, puesto que provocaria afecciones
cardiacas y retraso en el crecimiento, asi como afecciones a las glandulas suprarrenales y el
higado.

Los PUFA mas abundantes son el acido linoleico (C18:2 @-6) y el acido linolénico (C18:3
@-3). Son liquidos a temperatura ambiente e inestables durante el almacenamiento y en frituras.
El mayor niimero de insaturaciones presentes en los acidos PUFA hace que estos aceites tengan
una alta sensibilidad a la oxidacién, produciendo el enranciamiento rapido del aceite.

Los dobles enlaces de acidos grasos insaturados en aceites vegetales son mayoritariamente
de orientacion cis. Los acidos grasos trans (TFA) se encuentran en derivados de aceites
vegetales parcialmente hidrogenados. Estos ltimos son obtenidos por saturacion parcial de los
dobles enlaces de los 4cidos grasos insaturados mediante incorporacion de hidréogeno en la
doble ligadura. En este proceso un aceite liquido pasa de semi-fluido a solido. Con el fin de
reducir la ingesta de acidos grasos trans y asi reducir los factores de riesgo, se han desarrollado
diversos productos alimentarios bajo la denominacion «libre de grasas transy», lo que indica un
nivel de TFA inferior al 1 % en la fase lipidica (Eckel et al., 2007). Una alternativa posible al
consumo de TFA son las variedades que contienen aceites alto estedricos (>18% de 4cido
estedrico), ya que al ser éste un 4acido graso saturado, no necesita ser hidrogenado y, en
particular este acido graso, no tiene efectos adversos sobre la salud (Mensink ef al., 1994). En
este sentido, el acido oleico al ser un aceite monoinsaturado resulta excelente para promover la
salud y prevenir enfermedades.

Los porcentajes individuales de acidos grasos del aceite varian ampliamente entre especies,
pero también existe variabilidad intraespecifica pudiendo ser ésta ain mayor que la
interespecifica (Figura 1.2; Aguirrezabal et al, 2009), por ejemplo, las variaciones del
porcentaje de acido oleico en el aceite de girasol (CODEX STAN 210, Standard for Named
Vegetable Oils, 2013).
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Figura 1.2. Composicion en acidos grasos caracteristica de distintos aceites vegetales de
cultivares tradicionales y con composicion acidica modificada expresados en porcentaje
del contenido total de acidos grasos. (Fuente: http://www.codexalimentarius.org/,
CODEX STAN 19-2013. Standard for Edible Fats and Oils not Covered by Individual
Standards).

1.2 Aceite de girasol

1.2.1 Biosintesis de acidos grasos

La sintesis de novo de acidos grasos demanda una alta energia y requiere cantidades
estequiométricas de ATP, NADPH, y NADH para cada adicion secuencial de una unidad de
acetilo a la cadena en crecimiento del acido graso (Stumpf, 1980). Se la puede dividir en etapas
que son catalizadas por sistemas enzimaticos distintos y que ocurren en compartimentos
diferenciados.

La primera ectapa, se lleva a cabo en el estroma de los plastidos de células vegetales y
consiste en la sintesis de acidos grasos de 16 carbonos (acido palmitico). Se inicia con acetil-
CoA como sustrato y es catalizada por la acciéon coordinada de dos enzimas: acetil-CoA
carboxilasa y el complejo multienzimatico acido graso sintasa (FAS, Hardwood, 2005). Como
productos de estas reacciones se obtienen principalmente palmitoil y estearoil-ACP. La mayor
parte del estearoil-ACP es desaturado a oleoil-ACP por accion de la enzima soluble estearoil

ACP desaturasa (SAD).


http://www.codexalimentarius.org/

La elongacion de los acidos grasos finaliza cuando el ACP es separado del grupo acilo (acil-
ACP tioesterasas). Los acidos grasos libres son activados a ésteres de CoA, exportados hacia el
citosol y ensamblados en glicerolipidos dentro del reticulo endoplasmico. La desaturacion del
acido oleico a linoleico se realiza sobre la molécula de fosfatidilcolina como principal sustrato,
en una reaccion catalizada por la oleato desaturasa (FAD2; Garcés et al., 1992; Kabbaj et al.,

1996; Somerville y Browse, 1996; Schwartzbeck et al., 2001; Figura 1.3).

(FAS ) (FAS TI) (SAD) (FAD2)

AcCoA ——» Palmitato ——p Estearato ————p QOleato ——» Linoleato

16:0 18:0 18:1 18:2

Figura 1.3.: Representacion esquematica de la sintesis de acidos grasos en girasol (tomado de
Echarte et al.., 2009). FAS I y FAS II: complejo acido graso sintasa I y II respectivamente;
SAD: estearoil-ACP desaturasa; FAD2: oleoil fosfatidilcolina desaturasa2.

Muchas de las investigaciones actuales estan orientadas a comprender los mecanismos de
regulacion de la biosintesis de aceite. Estudios recientes han ampliado los conocimientos acerca
de los mecanismos bioquimicos y fisiologicos que regulan la maduracion de la semilla,
incluyendo la deposicion de reservas (Baud y Lepiniec, 2010). Este conocimiento ha permitido
aumentar la utilidad de los productos de cultivos oleaginosos mediante el uso de la biologia

molecular y del mejoramiento.

1.2.2  Salud y nutricion humana

La produccion de aceite de girasol se ha visto impulsada para abastecer como principales
mercados el consumo humano directo y la industria. A partir de la demanda creciente de
productos de alta calidad, el mejoramiento genético y las investigaciones agrondmicas se han
focalizado en mejorar los atributos de calidad del aceite para determinados usos (Izquierdo y
Aguirrezabal, 2010; Aguirrezabal et al., 2009; Pereyra-Irujo et al., 2009; Vicente ef al., 2006).

El aceite de girasol es beneficioso para la salud por su composicion muy baja en SFA
(menor al 11%; Figura 1.2), por ser una fuente importante de acidos grasos MUFA y PUFA,
pero ademas por poseer una importante cantidad de Vitamina E (o Tocoferol).

Los SFA principales presentes en el aceite de girasol son los acidos palmitico y estearico y

representan cerca del 10% del total de acidos grasos (Velasco y Fernandez-Martinez, 2002).
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Afectan de diferente manera las concentraciones de colesterol en las fracciones de las
lipoproteinas plasmaticas. Por ejemplo, el acido palmitico (C16:0) incrementa el colesterol de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) elevando el riesgo de enfermedades coronarias (Zock,
2006; Keys et al., 1986; Kris-Etherton, ef al., 2005), mientras que el acido estearico (C18:0) no
tiene este efecto (Eckel ef al., 2007; Aro et al., 1997). La fraccion LDL del colesterol tiene un
papel significativo en el desarrollo de la arterioesclerosis.

El 4cido oleico es el principal MUFA en girasol. Es relativamente estable en el
almacenamiento y durante la fritura, dando al aceite una caracteristica de alta estabilidad. Los
cultivares con alto contenido de acido oleico representan excelentes sustitutos para disminuir el
consumo de grasas trans (Binkoski ez al., 2005). Por esta razén la seleccion para la obtencion de
contenidos de acido oleico medio y alto se ha convertido en uno de los principales objetivos en
girasol (Fernandez Martinez et al., 2009), como también la obtencion de alto estedarico alto
oleico.

Se ha demostrado que el alto contenido de acido oleico en el aceite de oliva disminuye la
penetracion de acidos grasos saturados en las paredes arteriales (Charbonnier, 1982). Los
MUFA son mas estables a la oxidacion. Los aceites ricos en MUFA y bajos en SFA son
preferidos porque combinan un efecto hipocolesterolémico y una alta estabilidad oxidativa
(Mensink et al., 2003; Heyden, 1994).

Los 4cidos linoleico y alfa-linolénico son esenciales ya que no pueden ser sintetizados por
los humanos (Reddy y Katan, 2004). Ademas, se ha demostrado que tanto los acidos grasos
omega 6 como omega 3 tienen propiedades antiinflamatorias protectoras de los cambios
aterogénicos en las células vasculares endoteliales (De Caterina et al., 2000). Se ha encontrado
una asociacion inversa entre @-6 PUFA y el riesgo de presentar enfermedades coronarias (Eckel
et al., 2007).

Una de las principales preocupaciones sanitarias, en la produccion de margarinas y de
materias grasas para untar, es la utilizacion de aceite vegetal parcialmente hidrogenado, debido
a que aumenta el contenido de TFA del producto (Tarrago-Trani et al., 2006). El consumo de
acidos grasos trans tiene efectos adversos importantes sobre la salud ya que aumenta el LDL por
lo que su presencia debe ser identificada en el marbete (Katan et al., 1994; Mensink y Katan,
1992; Mozaffarian y Clarke, 2009) respetando las normas alimentarias, basadas en estandares y

nomenclatura del Codex Alimentarius (2013).

1.2.3 Biocombustibles

Si bien los aceites vegetales se usan principalmente con fines alimentarios, en los tltimos

aflos, se ha incrementado su uso como materia prima para usos industriales y producciéon de
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biocombustibles. En un contexto de inestabilidad de los mercados de combustibles fosiles, de su
inminente futuro agotamiento y de la preocupacion por su contribucion al cambio climético, los
biocombustibles constituyen una fuente de energia renovable y ambientalmente sustentable
(Echarte et al., 2010).

El aceite vegetal es el bioproducto quimicamente mas parecido a los aceites fosiles, y por lo
tanto el mejor candidato para reemplazarlo en la industria quimica. El biodiesel producido por la
transesterificacion de aceites vegetales emerge como un biocombustible capaz de aumentar la
sustentabilidad y desarrollo regional, contribuir a la reduccion de la emision de gases con efecto
invernadero y a la seguridad de abastecimiento energético (Reijnders, 2006).

Las propiedades del biodiesel obtenido dependen de la composicion quimica del aceite,
particularmente de su composicion acidica. Asi, por ejemplo, la calidad de ignicién (medida a
través del nimero de cetano) y la estabilidad oxidativa disminuyen con el grado de insaturacién
del aceite (Pereyra Irujo ef al., 2009).

El uso de aceites ricos en MUFA (acido oleico) permite lograr calidades que responden a los
parametros de biodiesel (Durrett et al., 2008). En este sentido, se ha encontrado que el aceite de
hibridos tradicionales de girasol es apto para la produccion de biodiesel dentro de los estandares
establecidos de Argentina y Estados Unidos mientras que solo algunos hibridos podrian cumplir

con las normas de calidad de biodiesel de Europa (Pereyra Irujo ef al., 2009).

1.3 Genotipos de girasol con diferente composicién acidica potencial

El aceite de cultivares tradicionales de girasol posee tipicamente bajo porcentaje de SFA
(aproximadamente 4% de 4cido estedrico y 6% de acido palmitico), 15-30% de MUFA (4cido
oleico) y la mayor proporcion (55-75%) corresponde al acido linoleico (PUFA) (Sadras y
Villalobos, 1996; Figura 1.2). Debido a que la composicion en acidos grasos es gobernada por
un reducido nimero de genes (Velasco y Fernandez-Martinez, 2002) ha sido posible desarrollar
genotipos con distinta composicion acidica potencial.

Dados los efectos benéficos del acido oleico (reportado en secciones anteriores) éste se ha
transformado en un objetivo de mejoramiento en la busqueda de aceites de alta calidad.
Actualmente existen en el mercado cultivares de girasol con diferente porcentaje de acido
oleico: tradicionales (20-30% de oleico), medio oleico (65-80%) y alto oleico (> 80%).
Pervenets, el primer cultivar alto oleico de girasol, fue obtenido mediante mutagénesis quimica
de un hibrido tradicional y posterior seleccion (Soldatov, 1976; Lagravere et al., 1998), mientras
que las variedades medio oleico se obtuvieron por cruzamiento de un hibrido alto oleico con

uno tradicional. El 4rea sembrada con hibridos alto oleico se ha incrementado siendo
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aproximadamente de dos millones de hectareas, representando cerca del 11% de la superficie
girasolera total en el mundo (Labalette et al., 2012).

El alto porcentaje de acido oleico presente en las variedades comerciales que portan la
mutacion Pervenets, se debe a una duplicacion que afecta el extremo 3’ del gen de oleoil
fosfatidilcolina desaturasa (#’4D2-1), produciendo su silenciamiento y, en consecuencia, un
incremento en el porcentaje de &cido oleico en comparacion con los hibridos tradicionales
(Lacombe et al., 2009; Shuppert et al., 2006). Una nueva mutacion de girasol alto oleico, que
dio origen al mutante 29066, ha sido recientemente descripta por Leén et al. (2013).

Estos aceites poseen una composicion similar a la del aceite de oliva, aunque se diferencian
de este ultimo por no presentar un marcado aroma, propiedad indeseable para algunos usos. Esta
caracteristica probablemente se deba al método de extraccion utilizado para cada especie
(prensado o mediante solventes).

La obtencion de aceites con mas de un caracter mejorado se presenta como alternativa
interesante con un gran potencial de mercado, ya que un mismo aceite puede simultdneamente
mantener la calidad culinaria y brindar utilidades en la industria (consumo ¢ industrial). Asi, se
han desarrollado cultivares que contienen dos mutaciones resultando en, por ejemplo, aceites
alto estedrico-alto oleico (Fernandez-Moya et al., 2005; Serrano-Vega et al., 2005).

Es importante desarrollar aceites de girasol con caracteristicas novedosas de calidad para
aumentar el valor agregado del producto y conquistar nuevos mercados. Aumentar el valor
agregado del producto seria especialmente deseable en zonas marginales y ambientes de baja

productividad (por ejemplo, la region NEA).

1.4 Factores ambientales. Efecto sobre el peso y la calidad de granos y aceite de girasol

El fruto o aquenio (grano) de girasol consta del pericarpio (cascara) y de la semilla (pepa).
El pericarpio representa entre el 20-25% del peso final del grano. La semilla incluye la cubierta
seminal, el eje embrionario y los cotiledones. En ella se acumula la mayor proporcion de lipidos
del grano, y entre sus componentes el embrion contiene 65-70% del aceite (Aguirrezabal y
Pereyra, 1998; Connor y Hall, 1997).

El peso y la composicion final de los granos dependen fuertemente de las condiciones
ambientales durante el cultivo, especialmente durante la etapa de llenado de granos (Connor y
Sadras, 1992). Numerosos estudios han contribuido a comprender coémo las condiciones
ambientales durante esta etapa afectan el rendimiento y la calidad del aceite. Asi, por ejemplo,
el déficit hidrico ocurrido durante el llenado de granos, aun por un breve periodo, puede reducir
el porcentaje de aceite en el grano (Hall er al., 1985) o afectar su composicion acidica

(Santonoceto et al., 2002; Anastasi et al., 2010; Roche et al., 2006). La disponibilidad de
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nitrogeno por su parte puede afectar el porcentaje de aceite (Steer et al., 1984; Steer y Seiler,
1990). Otros factores como la salinidad de suelos (Irving ef al., 1988) y el estado sanitario del
cultivo (Zimmer y Zimmerman, 1972), pueden también modificar la composicion en acidos
grasos.

Ademads, se ha evidenciado la interaccion genotipo x ambiente X manejo en condiciones de
déficit hidrico (Grieu et al., 2008) y se ha demostrado que esta interaccion puede dificultar los
programas de mejoramiento destinados a liberar genotipos con diferentes atributos agronomicos
que puedan expresar gran adaptabilidad a diferentes ambientes (de la Vega y Chapman, 2006;
2010). En un estudio realizado sobre 10 hibridos de girasol evaluados en 21 ambientes de la
Argentina, por ejemplo, se observo que la variacion de rendimiento explicada por el efecto de la
interaccion fue tres veces mayor que la explicada por el efecto genotipico (de la Vega et al.,

2001).

1.4.1 Efectos de la temperatura y la radiacion solar interceptada sobre la calidad de

aceite

El peso y la composicion de los granos de girasol dependen del carbono traslocado a los
granos que proviene de la fotosintesis -principalmente de hojas- contemporanea al llenado de
los mismos (Hall et al., 1990; Lopez Pereira et al., 2008). Por esto, su acumulacion depende en
gran medida de las condiciones ambientales que inciden sobre su fijacion y, en menor medida,
de factores que afectan procesos que contribuyen al balance de carbono durante este periodo
(respiracidn, removilizacidon de reservas, etc., Andrade y Ferreiro, 1996; Dosio et al., 2000). Un
factor determinante para la fijacion de carbono es la radiacion fotosintéticamente activa
interceptada por las plantas (RSI) durante el llenado de granos (Aguirrezabal et al., 2003;
Izquierdo ef al., 2008).

La temperatura es el principal factor ambiental que afecta la composicion acidica del aceite
de hibridos tradicionales de girasol (Canvin, 1965). La calidad del aceite se evalia teniendo en
cuenta principalmente los porcentajes de los acidos oleico y linoleico debido a que representan
mas del 90% de los acidos grasos presentes en el aceite de girasol. El aumento de la temperatura
produce disminuciones en el contenido de acido linoleico e incrementos en el de acido oleico
(Canvin, 1965; Harris et al., 1978; Silver et al., 1984; Kabbaj et al., 1996).

En varios estudios las variaciones en el porcentaje de acido oleico obtenidas en condiciones
de campo han sido relacionadas con diferentes expresiones de temperatura (temperatura
minima, maxima, media diaria) (Harris et al., 1978; Nagao y Yamazaki, 1983; Seciler, 1986;
Sobrino et al., 2003). Izquierdo et al., (2002) demostraron que la temperatura minima nocturna,

fue la que mejor explicod las variaciones en la proporcion de acidos grasos en el aceite de un
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hibrido tradicional de girasol. Posteriormente se establecio el periodo de mayor sensibilidad a la
temperatura, el cual estd comprendido entre 100 y 300°Cd (temperatura base 6°C) desde la
floracion (Izquierdo et al., 2006). La temperatura afecta la actividad de la enzima oleato
desaturasa (FAD2; Trémolieres et al., 1982; Sarmiento et al., 1998; Tang et al., 2005). La mayor
sensibilidad encontrada en periodos tempranos del llenado de granos coincide con la mayor
actividad total de la enzima FAD2 (Garcés y Mancha, 1991; Kabbaj et al., 1996). Se ha
observado que la actividad de la enzima es afectada no solo por la temperatura sino también por
la disponibilidad de oxigeno en la pepa (Garcia-Diaz et al., 2002). Un mecanismo por el cual la
temperatura modifica el grado de insaturacion del aceite de girasol, es a través de su efecto
sobre los niveles internos de oxigeno en la semilla en desarrollo (Rolletschek et al, 2007).

El porcentaje de acido oleico en girasol se relacion6 fuertemente con la temperatura minima
nocturna en un periodo corto del llenado y estaria relacionado con el aumento de la actividad de
la enzima durante la noche (Pleite et al., 2008). La respuesta a la TMN segin una funcion
sigmoidea, caracterizada por un valor minimo de acido oleico (yo) a una temperatura tinr que se
incrementa hasta un valor maximo (ymisx) @ una temperatura tg,. Entre estos umbrales de
temperatura se define la zona de alta respuesta con un incremento de acido oleico casi lineal

(Figura 1.4).
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Figura 1.4. Representacion esquematica del modelo sigmoideo utilizado para describir la
relacion entre el porcentaje de acido oleico y la temperatura minima nocturna durante el
periodo 100-300°C ddf (Izquierdo y Aguirrezabal, 2008).
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Esta funcion sigmoidea resulto util para explicar la respuesta del porcentaje de acido oleico
de siete hibridos tradicionales y un hibrido alto oleico cultivados en diferentes zonas (Izquierdo
y Aguirrezabal, 2008). Los diferentes parametros de la funciéon evidenciaron la variabilidad
genética de esta respuesta entre los hibridos tradicionales. El unico hibrido alto oleico estudiado
mostré menor sensibilidad a la temperatura segiin se expreso en la menor diferencia entre los
parametros para el minimo y maximo porcentaje de &cido oleico. Hasta la fecha, se desconoce si
este modelo sigmoideo también seria util para estudiar la variabilidad entre genotipos con
composicion acidica mejorada (por ejemplo, entre hibridos alto oleico).

Se ha reportado una mayor estabilidad entre ambientes de la composicion acidica de hibridos
alto oleico que de hibridos tradicionales (Izquierdo et al., 2002). Sin embargo, los hibridos alto
oleico mostraron diferencias en su respuesta al ambiente y en el maximo porcentaje de acido
oleico alcanzable (Triboi-Blondel et al., 2000; Luquez et al., 2002; Roche et al., 2006). Es
importante considerar las variaciones en el porcentaje de acido oleico por efecto de la
temperatura, ya que en algunas condiciones podria ocurrir que no se alcancen los niveles
establecidos para cumplir con las normas de recibo de este tipo de aceite. En el estudio de la
variabilidad genética de la respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura minima
nocturna, el hibrido alto oleico Trisol600 (portador de la mutacién Pervenets) respondio al
modelo sigmoideo propuesto. Recientemente, se profundizé en el estudio del efecto de la
temperatura en 2 isolineas de girasol, una de ellas de tipo alto oleico portadora de la mutacién
Pervenets y otra de tipo ultra alto oleico portadora de la mutacion 29066 (Alberio et al., 2016).
Mediante experimentos realizados en diferentes localidades, fechas de siembra y afios estos
autores lograron un rango de temperatura minima nocturna de 12,4 a 22,1°C. El 4cido oleico en
el genotipo ultra alto oleico mostré un comportamiento estable en el rango de temperaturas
minimas nocturnas explorado durante el periodo 100-300°C ddf, mientras que en el genotipo
alto oleico ADV 363, portador de la mutacion Pervenets (P), se ha observo una relacion lineal
positiva (directa) entre el porcentaje de acido oleico y la temperatura minima nocturna.

Por lo tanto, se plantea que existe variabilidad genética en la respuesta del porcentaje de
acido oleico a la temperatura minima nocturna de hibridos alto oleico portadores de la
mutacion Pervenets (Hipodtesis 1). En esta tesis, se propone analizar la respuesta del
porcentaje de acido oleico de distintos hibridos de girasol con composicion acidica
mejorada a la temperatura minima nocturna (Objetivo 1) utilizando el modelo propuesto
para estudiar la variabilidad genética en hibridos tradicionales.

Las respuestas de las plantas al ambiente pueden ser predichas, descriptas o analizadas
utilizando diferentes modelos (Jones, 2014) que pueden variar desde descripciones mecanisticas
detalladas a simples curvas de respuesta a las variables ambientales (Tardieu, 2003). Estos

pueden ser utilizados para analizar caracteres mas complejos con una significativa interaccion
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genotipo-ambiente o efectos pleiotropicos. Si los modelos son robustos, un set de parametros
representa un genotipo (Hammer et al., 2006). Con una misma expresion funcional que
caracteriza la respuesta de varios hibridos, el analisis de la variabilidad de los parametros del
modelo proporciona informacién importante acerca de la naturaleza de la interaccion genotipo-
ambiente y provee nuevos parametros que son independientes del ambiente. Identificar por
ejemplo cuales parametros de la funcién que relaciona el porcentaje de acido oleico con la
temperatura minima nocturna, al ser modificados impactan mayormente en la composicién
acidica, generaria informacion valiosa para el mejoramiento de la calidad del aceite de girasol
(Aguirrezabal et al., 2014). Dado que esta funcion permitiria conocer el fenotipo de un
determinado genotipo en respuesta a la temperatura en cualquier ambiente, esta informacion
podria ser til para identificar un bajo nimero de temperaturas que permitieran fenotipar la
respuesta del porcentaje de acido oleico de numerosos genotipos con pocos experimentos y asi
reducir los esfuerzos, el tiempo y los costos para identificar los mejores genotipos. Asi,
estableciendo un bajo nimero de temperaturas se podrian identificar ambientes donde éstas
ocurran habitualmente durante el llenado. En este sentido, conociendo las respuestas en
numerosos hibridos alto oleico, se postula que un bajo nimero de temperaturas (< 3)
permiten predecir el comportamiento de los hibridos en un amplio rango de temperaturas
durante el llenado (Hipétesis 2). Para ello, se propone identificar las temperaturas que
permiten reproducir la clasificacion de los hibridos obtenida con un amplio rango de

temperaturas minimas nocturnas (Objetivo 2).

1.4.2 Efectos de la temperatura y la radiacion solar interceptada sobre el peso y el

porcentaje de aceite

Por ser el girasol una especie oleaginosa, la expresion de su rendimiento comercial
considera, ademas del nimero y el peso de los granos, su porcentaje de aceite y por esto, la
calidad de los granos se evaliia habitualmente en términos de su porcentaje de aceite (Sadras y
Villalobos, 1994). El rendimiento en aceite es el principal criterio de seleccion de la mayoria de
los programas de mejoramiento de girasol y contribuye casi exclusivamente a la formacion de
su precio. En estudios destinados a evaluar la contribucion del mejoramiento genético al
potencial de rendimiento, se determiné que podrian lograrse incrementos manteniendo el
numero de granos aproximadamente en 7500 m? y aumentando el peso de grano y/o el
porcentaje de aceite (Lopez Pereira et al., 1999). Posteriormente, un analisis destinado a
cuantificar los aumentos en el rendimiento de aceite (122 ensayos en el campo) mostrd que el
incremento de la produccion de aceite producto del mejoramiento, para la region central de

Argentina, ha sido continuo durante 20 afios (de la Vega et al., 2007).
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El porcentaje de aceite en los granos se expresa habitualmente como la relacion porcentual
entre el peso del aceite y el peso de los granos. Las partidas que poseen un porcentaje de aceite
superior a una base reciben bonificaciones. Segun las normas de comercializacion, la base para
la compra-venta de girasol vigente es de 42% de contenido de materia grasa (Resolucion 1075,
Norma IX, SENASA). Los hibridos de girasol cultivados en Argentina contienen porcentajes de
aceite que varian entre 38 y 56% (Aguirrezabal y Pereyra, 1998; Agiiero et al., 1999; Quiroz et
al., 2000). Estas variaciones entre hibridos se deben a diferencias en la proporcion de pericarpio
y del porcentaje de aceite en la pepa. A través de los afios, fue posible obtener mejoras en el
rendimiento de aceite en girasol aumentando tanto la proporcion de pepa como el porcentaje de
aceite en la pepa (Lopez Pereira et al., 2000; Tang et al., 2006; de la Vega et al., 2007). Asi, por
ejemplo, se han observado diferencias de aproximadamente 8 puntos porcentuales de aceite
entre un hibrido de pericarpio estriado y uno de cascara negra, y fueron principalmente
explicadas por diferencias en el porcentaje de pepa (Dosio, 1998).

El rendimiento de los cultivos en condiciones hidricas y nutricionales no limitantes esta
determinado principalmente por la RSI por las plantas y la temperatura. La relacion entre estas
variables ambientales y el rendimiento ha sido estudiada en varios cultivos (en trigo Fischer,
1985; Abbate ef al., 1997; en arroz Islam, 1992; en maiz, girasol y soja Andrade ef al., 2005; en
girasol Aguirrezabal ef al., 2003).

El efecto de la radiacion solar sobre el peso de los granos y el porcentaje de aceite ha sido
determinado en distintas especies. La disminucién en la cantidad de radiacion incidente
acumulada durante el periodo de llenado redujo el peso final de los granos en maiz, girasol y
soja (Andrade y Ferreiro, 1996; Andrade et al, 2000). En girasol, se observo el aumento
exponencial hasta un maximo, del peso y porcentaje de aceite de los granos con el incremento
de la radiacion solar interceptada por planta durante el llenado (Dosio et al., 2000). El mismo
patrén de respuesta del peso de los granos y porcentaje de aceite a la radiacion solar
interceptada fue hallado en hibridos de girasol con pericarpio negro y estriado (Izquierdo et al.,
2008).

Se ha identificado un periodo durante el llenado de granos en el cual el peso y porcentaje de
aceite mostraron la mayor sensibilidad a cambios en la radiacion solar interceptada por el
cultivo (Aguirrezabal et al., 2003). Este periodo critico comienza y termina en limites fijos de
tiempo térmico después de floracion, entre 250°Cd df y 450°Cd df.

Se ha reportado variabilidad genética intraespecifica de la respuesta del peso de granos y
porcentaje de aceite a la RSI (Dosio, et al., 2000; Santalla et al., 2002). Si bien no se registraron
diferencias en la respuesta del peso de grano entre hibridos de pericarpio negro y estriado, este
ultimo alcanzé el maximo porcentaje de aceite a menores niveles de RSI que el hibrido de

pericarpio negro (Izquierdo et al., 2008).
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Si bien se han logrado significativos avances en el estudio de los efectos de la RSI sobre el
peso de los granos y el porcentaje de aceite en girasol, poco se conoce acerca de la relacion
entre la temperatura y estos componentes del rendimiento. Chimenti et al. (2001) encontraron
una respuesta curvilinear decreciente del peso final de embriones de una linea endocriada de
girasol con el aumento de la temperatura en condiciones semicontroladas. Una respuesta lineal
negativa fue encontrada por Ploschuk y Hall (1995) trabajando con un hibrido sembrado en el
campo y analizando granos enteros de girasol.

El efecto de la temperatura sobre el porcentaje de aceite ha sido ain menos investigado que
sobre el peso de los granos y las investigaciones han arrojado resultados controversiales. Se
observd que el porcentaje de aceite disminuyo (Unger y Thompson, 1982; Nagao y Yamazaki,
1983; Seiler, 1986) o aumentd (Goyne et al.., 1979; Roche et al.., 2006) en respuesta a la
disminucion de la temperatura. Por su parte, Rondanini et al, (2003, 2006) no observaron
respuesta del porcentaje y el contenido de aceite a temperaturas medias inferiores a 30°C. Roche
et al. (2006) atribuyeron los cambios en el porcentaje de aceite obtenidos en experimentos con
diferentes fechas de siembra, a diferencias en la temperatura media durante el llenado de granos.
Segun estos autores, un mayor porcentaje de aceite seria favorecido por menores temperaturas
tanto en hibridos tradicionales como en hibridos con composicion acidica modificada. En
experimentos realizados en condiciones controladas o semicontroladas se encontr6 una relacion
negativa entre el porcentaje de aceite y la temperatura media durante el llenado de los granos
(Harris et al., 1978; Rawson et al., 1984; Merrien, 1992).

En los estudios realizados en el campo, se analizaron simultineamente distintos factores
(fecha de siembra, genotipo, régimen hidrico y localidad) que afectaron el porcentaje de aceite,
sin embargo, no se consideraron las diferencias en la RSI en los distintos tratamientos y
ambientes, cuya importancia en la determinacion del peso de granos y porcentaje de aceite ha
sido demostrada (Dosio et al., 2000; Santalla et al., 2002; Aguirrezabal et al., 2003; Izquierdo et
al., 2008).

La informacioén encontrada para otras especies oleaginosas tampoco aporta evidencias
concluyentes acerca de la respuesta del peso y el porcentaje de aceite a la temperatura. En olivo,
por ejemplo, el peso de frutos no se modifico entre 16 y 25°C, pero si se redujo con
temperaturas superiores, mientras que el porcentaje de aceite disminuyo linealmente en un
rango comprendido entre 16 y 32°C (Garcia-Inza et al., 2014). En soja se han observado
incrementos del porcentaje de aceite en respuesta al aumento de temperatura media y
disminuciones con temperaturas superiores a 28°C (Piper y Boote, 1999; Thomas et al., 2003;
Wilson, 2004).

Las controversias entre las investigaciones realizadas tanto en girasol como en otras

especies oleaginosas evidencian un gran nivel de complejidad en el efecto de la temperatura
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sobre el rendimiento en grano y aceite (Hall, 2004) y sugieren la necesidad de profundizar los
estudios llevados a cabo hasta el momento. Para esto seria util realizar determinaciones en
condiciones controladas que permitan explorar un amplio rango de temperaturas y separar su
efecto del de otros factores. Conocer el patron de respuesta del peso y porcentaje de aceite a la
temperatura durante el llenado de los granos contribuiria a mejorar los modelos predictivos del
rendimiento (por ej. Pereyra Irujo y Aguirrezabal, 2007), y permitiria ademas optimizar el
manejo del cultivo para obtener mayores rendimientos.

En este contexto se plantea que una unica expresion funcional caracteriza la respuesta
del peso o del porcentaje de aceite de granos de diferentes genotipos de girasol tradicional
a partir de la temperatura media durante el llenado de los granos (Hipotesis 3). Por esto,
en la presente tesis se propone caracterizar la respuesta del peso y el porcentaje de aceite de
diferentes genotipos de girasol tradicional a la temperatura media durante el llenado de
los granos (Objetivo 3).

La temperatura condiciona diferentes procesos en las plantas. Por un lado, afecta el
desarrollo acortando el periodo de llenado de granos cuando las plantas son expuestas a mayores
temperaturas (Villalobos et al., 1996). Por otro lado, la temperatura regula la tasa a la cual el
llenado ocurre (Ploschuk y Hall, 1995) afectando el nimero de granos (Chimenti y Hall, 2001)
y la tasa de crecimiento del embrion (Chimenti et al., 2001). Podria esperarse que el aumento en
la tasa de desarrollo disminuya la acumulaciéon de radiacion solar interceptada durante el
periodo critico (Aguirrezabal et al., 2003) provocando una reduccion en el peso y porcentaje de
aceite de los granos. Sin embargo, los conocimientos actuales no permiten conocer si la
temperatura actiia modificando la duracion de la ventana de acumulacién de RSI o si ademas
tiene un efecto directo sobre la tasa de llenado de granos.

En comparacion con otros cultivos, en girasol es dificil separar los efectos de la temperatura
de los de la radiacion solar debido a la ausencia de marcadores fenologicos visibles que
establecen claramente los estados de desarrollo del grano (ej trigo). Ademas, en condiciones
naturales, los cambios en la radiacidn solar incidente estan correlacionados con variaciones en la
temperatura siendo dificil separar sus efectos

En consecuencia, los efectos de la temperatura sobre el peso y el porcentaje de aceite
podrian estar solamente mediados por una menor acumulacion de RSI como consecuencia
del acortamiento del periodo de llenado (Hipotesis 4). Se propone conocer si los efectos de
la temperatura sobre el peso y el porcentaje de aceite son mediados solamente por el efecto
que ésta produce sobre la duracion del periodo critico (menor RSI a mayor temperatura)
(Objetivo 4). Alternativamente podria existir ademas un efecto directo de la temperatura

sobre estas variables.
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Estructura de la tesis

La presente tesis esta estructurada de la siguiente manera:

En el capitulo 2 se describen los materiales y métodos, técnicas y andlisis de datos utilizados en
toda la tesis.

En el capitulo 3 se investiga la variabilidad genética de la respuesta del porcentaje de acido
oleico del aceite de hibridos de girasol con composicion acidica mejorada a la temperatura
minima nocturna, sobre la base del estudio realizado en hibridos tradicionales, con el objeto de
poner a prueba las hipdtesis 1 y 2.

En el capitulo 4 se estudia la respuesta del peso y porcentaje de aceite de los granos de hibridos
de girasol tradicional a la temperatura, radiacion solar interceptada y al efecto conjunto de
ambos factores con el objeto de poner a prueba las hipotesis 4 y 5.

En el capitulo 5 se presentan las consideraciones finales sobre los resultados obtenidos, las

principales contribuciones y perspectivas que surgen de esta tesis.
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CAPITULO 2
Materiales y Métodos
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MATERIALES Y METODOS

En el capitulo anterior se present6 la Introduccion general, en la que se aborda el estado del
arte del tema y se plantean las hipotesis y los objetivos especificos de la tesis. En este capitulo
se describen los experimentos, las mediciones y el analisis de los datos obtenidos, organizados
en relacion a los posteriores capitulos donde se presentan los resultados.

Al respecto declaro que los datos presentados en esta tesis provienen de:

a) Experimentos realizados en el campo en tres localidades: Presidencia Roque Saénz Pefia, en
la cual he conducido los ensayos desde la siembra hasta la cosecha; Parana, en la que
conduje en forma conjunta con el Ing Agr (PhD) Oscar Valentinuz, participando
presencialmente en el ensayo durante la emergencia, la aplicacion de los tratamientos y la
cosecha; Balcarce, en la que, debido a la distancia y superposicion en el tiempo, los ensayos
fueron dirigidos por el Director y Codirectora de esta tesis. Asimismo, participé durante
distintas estadias, en numerosas determinaciones del porcentaje de aceite y la composicion
acidica en el Laboratorio de Calidad de Granos y Aceites del INTA Balcarce.

b) La Red Nacional de Cultivares Comerciales de Girasol del Instituto Nacional de Tecnologia

Agropecuaria (INTA-ASAGIR).

2.1 Variabilidad genética de la respuesta del porcentaje de dcido oleico a la temperatura

minima nocturna en hibridos de girasol alto oleico.

La variabilidad genética de la respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura
minima nocturna (TMN) se estudié en diferentes genotipos alto oleico, mediante el andlisis de
los datos obtenidos de la Red Nacional de Evaluacion de Cultivares Comerciales de Girasol del

INTA (RNGQG). Los resultados de este estudio se presentan en el Capitulo 3.

2.1.1 Descripcion de los experimentos

Para investigar la respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura minima
nocturna, se utilizaron datos de 17 hibridos alto oleico (Tabla 2.1), cultivados en diferentes
localidades de Argentina (entre 29 y 38° S), con valores de TMN entre 12,9 y 21,6°C. El set de
datos analizados incluyd 46 ensayos en 15 localidades durante el periodo comprendido entre
2005/2006-2012/2013 (Tabla 2.1). El disefio utilizado fue en bloques completos al azar o alfa-
latice con tres repeticiones. La parcela experimental consistio en tres o cuatro surcos de 5,5 m
de longitud espaciados a 0,50 o 0,70 m entre si. Las parcelas fueron raleadas a una densidad de
45.600-55.000 plantas ha!. Las malezas, insectos y enfermedades fueron controlados quimica o
mecanicamente. Todos los ensayos fueron conducidos en condiciones de secano y las
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deficiencias nutricionales fueron superadas con fertilizacion. Las fechas de siembra fueron
cercanas a las optimas recomendadas para cada localidad. La floracion fue definida cuando el
50% de las plantas de la parcela alcanzaron la antesis (R-5.5, Schneiter y Miller, 1981). En el
estado R4 (Schneiter y Miller, 1981) cuando las inflorescencias comenzaron a abrirse, 10
plantas representativas de cada parcela fueron sefialadas para la cosecha y sus capitulos fueron
cubiertos con bolsas de polinizacion (Delnet, Rosario, Argentina) para evitar la polinizacion
cruzada entre diferentes hibridos. Los capitulos cubiertos fueron cosechados y secados en estufa

a 60°C.
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Tabla 2.1. Localidades e hibridos evaluados en la Red Nacional de Cultivares Comerciales de Girasol del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA-ASAGIR)

Localidad — Provincia Latitud Campaia Hibridos seleccionados

Anguil, La Pampa 36°32' 2008/09 ACA862HO', Aromo105%, Aromol1%, BS90INTA®, BS92INTA®, SRM822%,
SRM840*

Balcarce, Buenos Aires 37°52' 2005/06, 2006/07, 2007/08, 2008/09, ACA862HO, ACA866', Aromo105, Aromo 11, Atomic’, BS92INTA,

2009/10, 2010/11,2011/12,2012/13 DK39450P%, NTO1.07, NTO4,07, Olisun®, Olisun2®, SerranoAO’, Sierra'’,
SPS3200A0°,SRM822, SRM840

Bulnes, Cordoba 33°31" 2012/13 Serrano,

Chacra Barrow, Buenos Aires 38°19' 2005/06, 2006/07, 2007/08, 2008/09, AC886, Aromo 105, Aromol1, DK39450P, NTO1.0, NTO4.0, Serrano, Sierra,
2009/10,2010/11,2011/12,2012/13 SPS3200A0, SRM822, SRM840

Chacra Bellocq, Buenos Aires 35022 2006/07, 2008/09 ACA862HO, ACA866, Aromol 1, Atomic, DK39450P, Olisun, Olisun2, Sierra

Huinca Renancé, Cérdoba 34°50' 2011/12,2012713 BS90INTA, BS92INTA, DK39450P , Serrano

Manfredi, Cordoba 31°50' 2005/06, 2006/07, 2007/08, 2008/09, ACA862HO, ACA866, Aromo 105, Aromo 11, Atomic, BSOOINTA, BS92INTA,
2009/10,2010/11,2011/12,2012/13 DK39450P, NTO4.0, Olisun, Olisun2, Serrano, Sierra, SPS3200A0, SRM840,

Mercedes; Corrientes 29° 11 2008/09 BS92INTA, DK39450P

Miramar, Buenos Aires 38°15' 2012/13 ACA866, Aromo 105, DK39450P, NTO1.0, NTO4.0

Parana, Entre Rios 31044 2006/07, 2007/08, ACA862HO, Atomic, Olisun, Olisun2, Sierra, SPS3200A0, SRM822, SRM840

Pergamino, Buenos Aires 33°54' 2008/09, 2012/13 Aromo 105, Aromoll, BS9OINTA, DK39450P, NTO4.0, Olisun2

Reconquista,Santa fe 29°09' 2006/07, 2007/08, 2008/09, 2009/10, ACA866, Aromol1, Atomic, BSOOINTA, BS92INTA, DK39450P, NT0O4.0,
2010/11,2011/12,2012/13 SerranoAO, Sierra, SPS3200A0, SRM840

San Miguel del Monte, Buenos Aires ~ 35°25' 2010/11 NTO1.0, NTO4.0

Tandil, Buenos Aires 37°19' 2012/13 ACA866, Aromo 105, NTO1.0

Vicuiia Mackena, Cordoba 33°55' 2011/12 BS90INTA, BS92INTA, DK39450

Compaiiias semilleras: 1 Asociacion de Cooperativas Argentinas ACA S.A., Pergamino, Buenos Aires, Argentina; 2 Nidera S.A., Junin, Buenos Aires, Argentina; 3Biosol
Semillas, Balcarce, Argentina; 4 Surse. S.A: Pergamino, Buenos Aires, Argentina; 5 SPS Argentina S.A., Buenos Aires, Argentina. 6 Monsanto Argentina S.A.I.C., Mar del
Plata, Buenos Aires, Argentina; 7 Dow Agrosciences Argentina S.A., Colon, Buenos Aires, Argentina; 8 Advanta S.A.I.C., Junin, Buenos Aires, Argentina; 9 Produsem S.A.,
Pergamino, Buenos Aires, Argentina; 10 Seed 2000 Argentina S.R.L., Venado Tuerto, Santa fe, Argentina.
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2.1.2 Mediciones
Los datos de temperatura del aire fueron obtenidos de estaciones meteoroldgicas ubicadas

en cercanias a los sitios de experimentacion (http://siga2.inta.gov.ar/). La temperatura minima

nocturna (TMN) para el periodo 100-300°Cd desde la floracion fue calculada utilizando una

temperatura base de 6°C (Kiniry ef al., 1992).

2.1.3 Procesamiento de muestras y analisis quimico

Una vez alcanzada la madurez fisioldgica (R9, Schneiter y Miller, 1981), se cosecharon 10
capitulos autofecundados de cada hibrido y se colocaron en estufa a 60°C hasta peso constante.
Los granos comprendidos entre los anillos 4 y 19 del capitulo fueron separados manualmente
para determinar la composicion acidica de granos fijados en fechas cercanas (+2 dias) y, por lo
tanto, expuestos a condiciones ambientales similares (Izquierdo et al., 2002).

Todas las determinaciones fueron realizadas en el Laboratorio de Calidad de Granos y
Aceites del INTA Balcarce. La extraccion y metilacion del aceite fue recuperada siguiendo la
técnica propuesta por Sukhija y Palmquist (1988). El aceite fue extraido con hexano:
isopropanol (7:2, v/v) y NaxSOs (67 gl ') en presencia de 200 pl de 1, 2, 3 triheptadenoil-glicerol
(50 mg ml') como un estandar interno. Las fases lipidicas de las muestras extraidas se
evaporaron a sequedad bajo N». El residuo se disolvié en 0,5 ml de hexano y se incub6 durante
1 h a 80 °C en presencia de la mezcla de metilacion metanol: tolueno: HoSO4 (88:10:2) y 1 ml
de heptano. Después de que las muestras se hubieran enfriado a temperatura ambiente, se separd
la fase superior que contenia ésteres metilicos de acidos grasos.

La composicion acidica del aceite se determind por cromatografia gaseosa (CGL) previa
metilacion de los acidos grasos. Para esto se incubaron 50 ul de aceite con 1ml de cloroformo y
1 ml de acido metandlico en Bafio Maria a 70 °C durante 1 hora. Tras dejar enfriar, se les agrego
4 ml de K2CO3 al 6 % y se agitaron durante 1 minuto. Se dejo la mezcla en reposo hasta
separacion de fases, se retiro la fase acuosa (parte superior) y a la fase oleosa (parte inferior) se
le agregd 2 ml de cloroformo. Se agitd durante 1 minuto y se dejé reposar hasta separacion de
fases. Se paso 1.5 ml de la fase inferior conteniendo los ésteres metilicos a tubos viales para el
cromatografo. Las determinaciones se realizaron con un cromatografo Shimadzu GC-2014. Se
trabajo con una temperatura de horno, inyector y detector de 210°C, 240°C y 270°C,
respectivamente. El tiempo de corrida fue de 17 minutos para girasol. Se utilizo N2 como gas
portador, una relacion de split de 95/1 y detector FID (Detector de lonizacion de Llama). Con
esta técnica se identificaron los 4cidos palmitico, estedrico, oleico, linoleico y linolénico.
Mediante el 4area ocupada por cada 4cido graso en comparacion al total de la grafica integrada se

calculo el porcentaje de cada acido graso en el aceite.
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2.1.4 Analisis de datos
La relacion entre el porcentaje de acido oleico y TMN, fue analizada de acuerdo a una
funcién sigmoidea previamente reportada (Izquierdo y Aguirrezabal, 2008). La ecuacion

matematica de la relacion establecida es:

% acido oleico = yp+a/ (1+exp (-(x-x¢)/b) (Ecuacion 1)

Donde yy representa la minima concentracion de acido oleico (%); a la diferencia entre la
minima y la maxima concentracion de acido oleico (%); x es la TMN durante el periodo 100-
300°Cd df (°C); x¢ la temperatura para la que la pendiente es maxima (°C) y b es la pendiente
(%/°C).

La variabilidad genética de la respuesta del porcentaje de 4cido oleico a la TMN fue
evaluada analizando yy y los parametros derivados yma, €l maximo porcentaje de acido oleico
calculado como Yma= Vo+a; Y bumar, la maxima pendiente calculada como by = (a.b1)/4.

Con el fin de obtener estimaciones de la variabilidad de cada pardmetro que permitan su
comparacion entre hibridos, se realizo un analisis de bootstrap segin lo descripto por Izquierdo
et al. (2006). Para cada hibrido, los datos fueron re muestreados 100 veces y la Ecuacion 1 fue
ajustada a cada set de datos remuestreados, obteniendo asi 100 valores para cada parametro del
set original de datos. Los ajustes se realizaron utilizando complemento de Microsoft Excel y el
software Sigmaplot 8.0 (1986-2001, SPSS Inc.).

Con los valores obtenidos del analisis de bootstrap para cada parametro, se realizaron
diagramas de cajas o boxplot, herramienta de la estadistica descriptiva que suministra
informacion sobre los valores minimos y maximos y la simetria de la distribucion de datos. En
cada caja se representaron los percentiles 5 y 95% (circulos externos), 10 y 90% (lineas
externas), 25 y 75% (limites de cada caja) y percentil 50% (linea media de la caja). Se calculo el
rango de alta respuesta a la temperatura (°C) (Izquierdo y Aguirrezabal, 2008) cuyos limites
estan dados por la t;,ry 1a .

Utilizando la funcion ajustada para cada hibrido se calculd el porcentaje de acido oleico
tedrico cada 0,5 °C en un rango de temperaturas (desde 14,0 hasta 20,5 °C), que abarco el 95%
de las temperaturas exploradas por los datos experimentales. Los hibridos se ordenaron en un
ranking de acuerdo con: i) valores promedios del porcentaje de acido oleico a todas las TMN
(entre 14,0 y 20,5 °C); ii) valores de porcentaje de acido oleico obtenidos a cada temperatura
individual; iii) valores de porcentaje de 4cido oleico obtenidos combinando dos temperaturas
dentro del rango 14,0-20.5°C y iv) valores de porcentaje de acido oleico obtenidos combinando

tres temperaturas. Para comparar los diferentes rankings obtenidos se realizaron analisis de
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correlacion entre cada ranking obtenido y el valor medio de porcentaje de acido oleico (valor
CGi”)‘
2.2 Efecto conjunto de la temperatura y la radiacion solar interceptada sobre la respuesta del

peso y porcentaje de aceite de los granos.

La respuesta del peso y porcentaje de aceite de los granos a la temperatura media (TM) se
evalu6 en los hibridos tradicionales ACA885, DK3820 y DK3881. Posteriormente se estudio la
respuesta al efecto conjunto de la TM y la RSI durante el llenado de los granos, en los hibridos
ACAS885 y DK3820. Los experimentos se realizaron en camaras de crecimiento y en el campo.

Los resultados de este estudio se presentan en el Capitulo 4.

2.2.1 Descripcion de experimentos

2.2.1.1 Descripcion de experimentos en el campo

Los experimentos se realizaron en: Estacion Agropecuaria INTA Presidencia Roque Séenz
Penia (26°S y 60° W, en lo sucesivo Saenz Pefia), Unidad Integrada Balcarce INTA-FCA
(UNMAP) (37°S y 58° W, en lo sucesivo Balcarce) y Estacion Agropecuaria INTA Parana (31°S
y 60°W, en lo sucesivo Parand). Los experimentos se realizaron durante dos campafias en
Balcarce: 2006/07 (B1), 2007/08 (B2), dos campafias en Saenz Pefia: 2006/07 (SP1) y 2007/08
(SP2) y una campafa en Parana 2007/08 (P). Los ensayos se llevaron a cabo sin limitantes
hidricas, nutricionales ni sanitarias. Las caracteristicas de suelo en los sitios experimentales
estan detalladas en la Tabla 2.2. Ademas, se dispuso de datos obtenidos con el hibrido DK3881
en experimentos realizados en el campo, pertenecientes al laboratorio de Fisiologia Vegetal de
la Facultad de Ciencias Agrarias-UNMAP y que son parte de la tesis de Natalia Gabriela
Izquierdo. Los experimentos fueron realizados en Balcarce (37° S, 58° O) y en Cérdoba (31° S,

64° 0).
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Tabla 2.2. Caracteristicas de suelos de los sitios para experimentos realizados en Balcarce
durante la campafia 2006-2007 (B1) y 20072008 (B2), en Parana durante la campafia 2007—
2008 (P) y en Saenz Pefia durante la camparia 2006-2007 (SP1) y 2007-2008(SP2).

Balcarce (B1/B2) Parana (P) Saenz Pena (SP1/SP2)
Tipo de suelo Argiudol tipico | Argiudol tipico Haplustol
N-NO; (mg kg™!) 42,1/33,6 35,6 5,6/10,2
P Bray (mg kg™) 56,5/51,4 28,3 74,2/67
Ph 5,5/5,7 6,2 7,1/7,2
Materia Organica (g 100g™) 6,1/5,8 3,8 2,9/2,6

La fertilizacion asegurd la obtencidon de maximos rendimientos para un cultivo creciendo en
condiciones no limitantes de agua (>5000 kg ha™!; Andrade et al., 2000; Sosa et al. 1999). De
acuerdo a Diaz Zorita (2005), el analisis de suelo indicé que la fertilizacion con N no fue
necesaria en Balcarce ni en Parana, mientras que en Saenz Pefia se agregaron 80 kg ha™! de urea
en el momento de la siembra. Aunque la concentracion de P fue suficiente en las 3 localidades,
en Séenz Pefia se aplico fosfato diamoénico (60 kg ha™') como iniciador, por ser una practica
recomendada (Aguirrezabal et al., 1996) ya que la emergencia en esa localidad ocurre
frecuentemente bajo condiciones de estrés. La precipitacion fue complementada con riego para
evitar déficit hidrico. El contenido de agua del suelo fue monitoreado cada 5-7 dias usando
sonda de neutrones (Troxler 4300, Troxler Electronic Laboratories, Inc., Research Triangle
Park, NC). El riego fue aplicado para mantener el contenido hidrico por encima del 40% de
agua disponible en los primeros 0,60 m del perfil de suelo durante toda la estacion de
crecimiento. Las plagas, enfermedades y malezas fueron adecuadamente controladas.

Se utiliz6é un disefio experimental en bloques con parcelas divididas con 3 repeticiones. La
parcela principal fue adjudicada a los genotipos y las subparcelas a los tratamientos. El tamafio
de la unidad experimental fue de cuatro surcos de 6 m de largo cada uno, espaciados a 0,70 m
entre si. Los datos de siembra, floracion y madurez fisiologica estan detallados en la Tabla 2.3.
Luego de la emergencia, se ralearon plantas a una densidad final de 6,5 plantas.m™.

En floracion, se utilizaron bolsas de autofecundacion para prevenir polinizacion cruzada. La
floracion de las plantas fue definida por la aparicion de los estambres en todas las flores del
anillo externo del capitulo (estado R5.1, Schneiter y Miller, 1981). La floracién de la unidad

experimental fue considerada cuando mas del 50% de las plantas alcanzaron el estado R5.1.
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Cuando el 95% de las plantas alcanzaron el fin de la floracion (3 dias después de R6, Schneiter
y Miller, 1981) y hasta la madurez fisiologica (estado R9, Schneiter y Miller, 1981), se
aplicaron tratamientos para modificar la cantidad de radiacion solar interceptada por planta,
durante el periodo de llenado de granos.

Para estimar la madurez fisioldgica, 15 granos de las hileras 4 a 19 de los capitulos fueron
cosechados 2 veces por semana durante el llenado de granos. La extraccion de los granos fue
repetida en el mismo capitulo tantas veces hasta que el total extraido no excedid el 5% del
numero de granos promedio final del capitulo. Los granos fueron secados a 60°C y pesados. La
madurez fisioldgica fue determinada cuando el peso seco por grano se mantuvo constante.

De cada unidad experimental se cosecharon en madurez fisiolégica 10 capitulos
autofecundados de los surcos centrales. Se determinaron los componentes de rendimiento y
calidad del aceite.

En la tabla 2.3 se presentan las fechas de siembra, floracion y madurez fisiologica

correspondientes a los hibridos y experimentos.

Tabla 2.3 Fecha de siembra (S), dias desde siembra a floracion (R5.1) y a madurez fisioldgica
(MF) para los hibridos ACA885 y DK3820 en los respectivos experimentos.

Hibrido Experimento Siembra Floracion (d) | Madurez Fisiologica (d)
SP1 03/11/2006 76 98
SP2 20/12/2007 54 92
ACAB885 Bl 09/11/2006 73 125
B2 31/10/2007 83 126
P 08/10/2007 84 167
SP1 27/10/2006 68 101
DK3820 SP2 20/12/2007 55 79
Bl 09/11/2006 69 125
B2 31/10/2007 78 127

En cada localidad (experimento) se aplicaron tratamientos a fin de modificar la radiacion
solar incidente. Estos consistieron en:
e Raleo (R): fue realizado eliminando alternadamente plantas en el surco con el fin de obtener

el 50% de la densidad original (3,3 plantas.m™).
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e Sombreos: fueron realizados mediante colocacion de estructuras metalicas cubiertas con
mallas sintéticas, neutras, de color negro sobre la canopia de los dos surcos centrales de la
parcela. La malla redujo la radiacion solar incidente en un 50 (S 50) u 80% (S 80) (Dosio et
al., 2000; Izquierdo et al., 2008).

e Combinacion de Raleo (50% de plantas) y Sombreo de 50% (R+S50).

e Control (T): sin la aplicacion de tratamiento experimental.

La aplicacion de estos tratamientos en las distintas localidades (diferentes latitudes) permitid

modificar la radiacién solar incidente y la temperatura ambiente a la vez.

2.2.1.2 Descripcion de experimentos en camaras de crecimiento

Se realizaron experimentos en camaras de crecimiento en la Unidad Integrada Balcarce. De
cada genotipo se sembraron 5 semillas por maceta de 10 litros de capacidad cada una. Luego de
la emergencia (6-7 dias después de la siembra) las plantas se ralearon dejando s6lo una por
maceta. Se realizaron fertilizaciones y riegos para evitar estrés hidrico y/o nutricional de las
plantas de acuerdo con Izquierdo ef al. (2002). La fenologia en cada planta fue registrada segin
la escala de Schneiter y Miller (1981). Antes de antesis los capitulos fueron cubiertos con bolsas
de polinizacion para evitar la polinizacion cruzada entre plantas. Las plantas fueron mantenidas
en invernaculo hasta la floracion (R 5.1 de la escala). Después de floracion fueron transferidas a
4 camaras de crecimiento de 2,0 x 2,7 x 2,4 m de altura (Refrimax S.R.L., Mar del Plata,
Argentina). Las plantas fueron expuestas a distintas temperaturas dia/noche durante el llenado
de los granos: Tratamiento 1: 14-16°C; Tratamiento 2: 17-19°C; Tratamiento 3: 21-23°C;
Tratamiento 4: 24-26°C. La temperatura de cada camara fue medida cada 60 s y el promedio
horario fue almacenado en dattalogers (Cavadevices, Buenos Aires, Argentina). El fotoperiodo
fue de 12 hs y la radiacion incidente a la altura de los capitulos de 690 = 75 pmol de fotones.m"
2, Cada experimento culmind cuando las plantas alcanzaron la madurez fisioldgica, la que se

determino cuando el peso seco promedio de los granos se mantuvo constante.

2.2.2 Mediciones

La radiacion global incidente (RG) se midi6é con piranémetro LI-200SB, LI-COR, Lincoln,
NE y fue obtenida de las estaciones meteorologicas cercanas a los experimentos. La radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) se calculé como 0,48 x RG (Bonhomme, 1993). La proporcion
de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) interceptada por el cultivo al mediodia (1 h) fue
calculada de acuerdo con Gallo y Daughtry (1986) como 1- (Rb/Ro), donde Rb es la radiacion

medida debajo de la ultima hoja verde inferior de las plantas y Ro es la radiacion medida sobre
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la canopia. Los valores de Rb y Ro fueron medidos semanalmente con un sensor lineal cuantico
(LI-191SB, LI-COR, Lincoln, NE, USA), ubicado perpendicular al surco. La longitud del
sensor fue modificada de acuerdo a la distancia entre surcos: 0,70 m. Se realizaron 3 mediciones
por unidad experimental. De acuerdo con Charles-Edwards y Lawn (1984), la proporcion diaria
de PAR interceptada fue estimada como la proporcion de PAR interceptada al mediodia x 2/
(1+proporcion de PAR interceptada al mediodia). Esta correccion permite mejorar
sustancialmente el error derivado de una simple medicion al mediodia (Trapani et al., 1992). La
proporcion diaria de PAR interceptada entre mediciones fue calculada por interpolacion linear.
La radiacion interceptada por planta y por dia fue calculada como el producto de PAR incidente
diaria y proporcion de PAR interceptada diaria, dividido por la densidad de plantas. La
radiacion solar interceptada acumulada por planta (RSI) fue calculada segun Dosio et al. (2000)
desde R6 hasta R9 (Schneiter y Miller, 1981) y para el periodo critico 250-450 °Cd df
(Aguirrezabal et al., 2003). La temperatura del aire fue medida usando termistores
(Cavadevices, Buenos Aires, Argentina) al nivel del capitulo cada 60s y promediada cada hora.
Los termistores fueron protegidos para prevenir la absorcion de radiacion solar. Las mediciones
comenzaron después de floracion y finalizaron en madurez fisiologica y fueron registradas por
data loggers (Cavadevices©, BuenosAires, Argentina). El tiempo térmico después de floracion
(°C df) fue calculado a partir de la temperatura del aire usando una temperatura base de 6°C

(Kiniry et al., 1992).

2.2.3 Procesamiento de muestras y analisis quimico

Una vez alcanzada la madurez fisioldgica (R9, Schneiter y Miller, 1981), se cosecharon 10
capitulos autofecundados de cada hibrido y tratamiento y se colocaron en estufa a 60°C hasta
peso constante.

Los granos del capitulo fueron separados manualmente para determinar los componentes de
rendimiento: nimero de granos llenos, peso total e individual de los granos y porcentaje de
aceite (Izquierdo et al., 2002). Se contaron y pesaron los frutos llenos de cada capitulo,
considerando fruto lleno aquel cuya pepa ocupaba el menos un 20% del mismo. En cada
tratamiento se obtuvo una muestra homogénea conformada por submuestras provenientes del
sector 2 (filas 4 a 19) de cada capitulo trillado. La contribucion de cada submuestra a la muestra
final fue de al menos el 50% de su peso.

El peso individual de cada grano se calculdé como el cociente entre el peso total y el nimero
de granos por planta.

Para la medicion del porcentaje de aceite en girasol, las muestras permanecieron en estufa a

60°C durante 24 horas, luego se determind el porcentaje de aceite mediante resonancia
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magnética nuclear (RMN, SPINLOCK S.R.L., Ciudad de Cordoba, Argentina) en una sala con
ambiente controlado mediante acondicionador de aire a 23 °C, temperatura Optima para realizar
la determinacion. Esta técnica permite obtener el valor de porcentaje de aceite al comparar la
sefal de resonancia magnética de la muestra problema con la sefial de una curva calibrada con

patrones de concentracion de aceite conocida.

2.2.4 Analisis de datos

El peso final de los granos (PG) y el porcentaje de aceite [A] (%) por grano de cada
genotipo se relacionaron con la temperatura media (TM) durante el periodo de llenado de
granos.

Para explicar las relaciones entre PG o [A] (%) y TM, a cada set de datos experimentales se
ajustd una funcion plateautlineal. La ecuacion utilizada responde a la siguiente expresion

matematica:

PG o [A] (%) = m+n cuando TM<¢t; m+nTM cuando TM > ¢  (Ecuacion 2)

Donde t representa el punto de inflexion de la funcién y n la pendiente

A fin de comparar los resultados de peso de los granos obtenidos en el Capitulo 5 con lo
reportado por Chimenti et al. (2001), el peso final de embriones fue transformado en peso de
granos. Para ello se utilizd la relacion peso final del pericarpio/peso final de grano aportada por
los autores.

Para los experimentos a campo, en cada genotipo se relacionaron las mismas variables con
la RSI durante el llenado de granos y durante el periodo 250-450°Cd df (Aguirrezabal et al.,

2003). Se ajustaron funciones exponenciales con 3 parametros:

PG o [A] (%) =y —je <RSI (Ecuacion 3)

y representa el peso de grano o porcentaje de aceite alcanzado;
j representa la diferencia entre el peso de grano o el porcentaje de aceite a RSI =0 y RSI=w0

k es la curvatura exponencial de la respuesta.

Todas las ecuaciones se ajustaron usando el software Sigmaplot 8.0 (1986-2001, SPSS Inc.).
En base a los resultados del analisis de correlacion entre el pardmetro y de la Ecuacion 3

hallado para PG y [A] (%) y la temperatura media se ajusté una ecuacion que considerd el
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efecto conjunto de la temperatura media y la radiacion solar interceptada. Los valores estimados
fueron comparados con valores observados para verificar la exactitud de la relacion establecida.

Para identificar el mejor modelo se utilizo el Criterio de informacion de Akaike (AIC)
(1974). Cuando se tiene una serie de modelos M1, M2,...Mn con parametros K1, K2,...Kn
respectivamente, frecuentemente se utiliza una metodologia para compararlos basada en la
funcién de maxima verosimilitud (likelihood). Esta funcion permite seleccionar el modelo que
realiza el mejor ajuste de los datos, pero no penaliza su complejidad. En cambio, cuando se
emplean medidas de contraste como el AIC al logaritmo de maxima verosimilitud se sustrae un
término proporcional al nimero de parametros (K) en el modelo. Este criterio es definido por la

siguiente ecuacion: AIC = -2* log Lik + 2K (Statistical Analysis Systems, 2001).
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CAPITULO 3

Variabilidad genética de la respuesta del porcentaje de dcido oleico a la temperatura minima

nocturna en hibridos de girasol alto oleico.

Los resultados presentados en este capitulo fueron publicados en Angeloni, PN., M.M. Echarte,
G. Pereyra-Irujo, N.Izquierdo, L. Aguirrezabal. 2017. Field Crops Res 202:146-157.
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Variabilidad genética de la respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura

minima nocturna en hibridos de girasol alto oleico.

3.1 INTRODUCCION

En el capitulo anterior se describieron los experimentos, técnicas y analisis de datos
utilizados para este y el proximo capitulo de la tesis (Capitulos 4).

En este capitulo se analiza la variabilidad genética de la respuesta del porcentaje de acido
oleico de hibridos de girasol con composicion acidica mejorada a la temperatura minima
nocturna. Ademas, se identifican un bajo nimero de temperaturas y ambientes claves para el

fenotipado del porcentaje de &cido oleico de hibridos alto oleico de girasol.

Para ello se plantean las siguientes hipotesis, las que fueron justificadas en la seccion 1.4.1

del Capitulo 1:

Hipotesis I: existe variabilidad genética en la respuesta del porcentaje de acido oleico a la
temperatura minima nocturna de hibridos alto oleico portadores de la mutacion

Pervenets.

Hipotesis 2: un bajo nimero de temperaturas (< 3) permiten predecir el comportamiento

de los hibridos en un amplio rango de temperaturas durante el llenado.

Para probar las hipotesis se definieron los siguientes objetivos particulares:

Objetivo I: analizar la respuesta del porcentaje de acido oleico de distintos hibridos de

girasol con composicion acidica mejorada a la temperatura minima nocturna.

Objetivo 2: identificar las temperaturas que permiten reproducir la clasificacion de los

hibridos obtenida con un amplio rango de temperaturas minimas nocturnas.
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3.2 RESULTADOS

3.2.1 Composicion acidica del aceite de hibridos de girasol con composicién acidica

mejorada.

En esta seccion se presenta el analisis de las variaciones en los porcentajes de acido
estearico, palmitico, oleico y linoleico de 17 cultivares alto oleico, en respuesta a cambios en la
temperatura minima nocturna. Los datos fueron obtenidos de experimentos de la Red Nacional
de Evaluacion de Cultivares Comerciales de Girasol del INTA (RNG). Los ensayos fueron
realizados en diferentes localidades y afios abarcando un rango de TMN entre 12,9 y 21,6 °C
(Capitulo 2, seccion 2.1.1)

La Figura 3.1 muestra la variacion de los porcentajes de acidos grasos (AG) con la TMN de
todos los hibridos en conjunto. El 4cido palmitico varia entre 2,5 y 5,9 y el &cido estedrico entre
0,2 a 6,1 % (Figura 3.1). Dentro del rango de TMN explorado, no se encontrd correlacion entre
estos acidos grasos y la TMN. El porcentaje de acido oleico vari6 entre 68,5 y 94,2% con una
tendencia creciente con el aumento de TMN. El acido linoleico mostré una tendencia opuesta
variando entre 0,8 y 15,3%. El porcentaje de acido oleico se relaciond lineal y negativamente

con el porcentaje de acido linoleico (1>>0.99, datos no presentados).
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Figura 3.1 Relacion entre el porcentaje de los acidos grasos estearico, palmitico, oleico y
linoleico con la temperatura minima nocturna (periodo 100-300 °Cd df) para 17 cultivares alto
oleico de girasol. Los datos corresponden a la Red Nacional de Evaluacion de Cultivares
Comerciales de Girasol del INTA (RNG).

3.2.2 Efecto de la temperatura minima nocturna sobre el porcentaje de acido oleico de

hibridos alto oleico.

Considerando la falta de respuesta de los AG saturados a la TMN vy la fuerte correlacion
entre los acidos oleico y linoleico, en adelante se estudiara exclusivamente la variabilidad de la
respuesta del porcentaje de acido oleico.

En esta seccion se analiza la respuesta del porcentaje de acido oleico de genotipos de girasol
alto oleico a la temperatura minima nocturna durante el periodo definido entre 100 y 300°Cd

desde la floracion durante el llenado de los granos.
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Acido oleico (%)

3.2.2.1 Respuesta del porcentaje de dcido oleico a la temperatura minima nocturna para

diferentes hibridos alto oleico

Se encontraron diferencias en el porcentaje de acido oleico de los hibridos alto oleico
estudiados, tanto en valores medios como en la estabilidad a través de diferentes ambientes
(Figura 3.2 A). El comportamiento general de todos los hibridos mostrd el incremento del
porcentaje de acido oleico con el incremento de la TMN y luego una saturacion de la respuesta
(Figura 3.2 B). La relacion entre el porcentaje de acido oleico y la temperatura, para el conjunto
de los hibridos analizados, siguié una funcion sigmoidea, similar a la reportada por Izquierdo y

Aguirrezabal (2008) con hibridos tradicionales (Ecuacion 1, Capitulo 2, seccion 2.1.4).
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Figura 3.2 A: Boxplot del porcentaje de acido oleico de diferentes hibridos alto oleico a través
de ambientes. B: Porcentaje de acido oleico de 17 hibridos alto oleico de girasol en la region
girasolera de cultivo en Argentina. La linea continua representa el ajuste de la Ecuacién 1 al
conjunto de datos.

Sin embargo, una tnica funcion no describio con precision la respuesta del acido oleico a la
TMN para todos los hibridos estudiados (r*= 0,30 Figura 3.2 B).

Las relaciones entre el porcentaje de acido oleico y la TMN para cada hibrido (Figura 3.3)
mostraron respuestas sigmoideas con diferencias en los parametros de la funcion ajustada
(méximos y minimos valores, y la amplitud). El comportamiento sigmoideo fue observado en
12 de los 17 hibridos analizados. En 5 de ellos, el minimo porcentaje de acido oleico no fue
alcanzado presumiblemente porque las TMN en las regiones de cultivo de girasol en Argentina
no fueron lo suficientemente frias como para que algunos hibridos alcancen sus valores de yy.

En esos casos, la parte superior de la curva sigmoidea pudo ser detectada (Figura 3.4) y se
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consider6 una restriccion para el valor de yo (70< yp<90) para el ajuste de la funcion, basada en

resultados de curvas completas obtenidas en los restantes hibridos.
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Figura 3.3 Porcentaje de acido oleico en funcion de la temperatura minima nocturna (TMN)
durante el periodo 100-300°Cd desde floracion para 12 hibridos alto oleico. La linea continua
representa la Ecuacion 1 ajustada al conjunto de datos experimentales de cada uno de los
hibridos que muestran curvas sigmoideas completas.
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Figura 3.4 Porcentaje de acido oleico en funcion de la temperatura minima nocturna (TMN)
durante el periodo 100-300°Cd desde floracién para 5 hibridos alto oleico. La linea continua
representa la Ecuacion 1 ajustada al conjunto de datos experimentales de cada hibrido aplicando
una restriccion al valor de yy.

El incremento del porcentaje de acido oleico en respuesta al aumento de las temperaturas
minimas nocturnas fue diferente entre cultivares. Se obtuvieron incrementos entre 5,5 (Atomic y
Serrano) y 24 puntos de acido oleico (NTO 4.0) alcanzando un porcentaje maximo que oscild

entre 88,7 (Atomic) y 94,2% (Aromol1).

3.2.2.2 Variabilidad de la respuesta del porcentaje de dcido oleico a la temperatura minima

nocturna para hibridos alto oleico.

La variabilidad en las respuestas del porcentaje de acido oleico a la TMN durante el llenado
de granos se evidencioé mediante el analisis de los parametros del modelo ajustado a los datos de
cada hibrido descriptos en el item 3.2.2.1.

Para esto, se compararon los valores de los pardmetros mediante diagramas de cajas o
boxplot (Capitulo 2, seccion 2.1.4). El parametro yy (minimo porcentaje de acido oleico) varid
entre hibridos, desde 70,4% en el hibrido NTO 4.0 hasta 87,6% en ACA862 (Figura 3.5 A). En

cuanto al maximo porcentaje de acido oleico (yma) (Figura 3.5 B) la variacion fue entre 87,5%
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(NTO 4.0) y 93,4 % (Sierra). Las diferencias fueron de hasta 17,2 puntos en y,y hasta 6 puntos
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Figura 3.5 Boxplot de los parametros de la Ecuacion 1 ajustada a los datos experimentales. Los
parametros Vmax V bmar fueron calculados segin Izquierdo y Aguirrezabal (2008). La linea
punteada separa los parametros obtenidos para curvas completas de aquellos de curvas
incompletas.

El incremento del porcentaje de acido oleico en respuesta al aumento de las temperaturas
minimas nocturnas se produjo con diferentes pendientes (Figura 3.5 C). La mayor variabilidad
entre los parametros ajustados fue encontrada para bm., siendo la maxima pendiente de
28.5 %/°C para el hibrido NTO 4.0 mientras que la minima correspondi6 a Sierra y SRM840
(1.4 %/°C). Por otro lado, no se encontré correlacion entre b, y cualquier otro parametro de la

funcion.
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El porcentaje de acido oleico del aceite de girasol se relaciond con la temperatura minima
nocturna (periodo 100-300°Cd df) segin una funcidon sigmoidea que crece desde un valor de
oleico minimo (yy) a una temperatura t;,; hasta un maximo valor () a la temperatura .. Las
temperaturas fy ., definen el rango de alta respuesta de la composicion acidica a este factor.

Los rangos de temperaturas de la zona de alta respuesta (Figura 3.6) fueron similares a los
observados en los hibridos tradicionales (9,4-23,8 °C). En los hibridos que mostraron curvas
sigmoideas completas, el menor rango de respuesta (0,8 °C) se obtuvo para SRM822 y Atomic
(Figura 3.6), mientras que el mayor rango se observo en los hibridos SIERRA y SRM840
(11,8°C, Figura 3.6). El 67% de los hibridos respondieron a la temperatura en un rango < a 2°C,

mientras que el 17% lo hizo en un rango > a 10°C.
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Figura 3.6 Rangos de alta respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura minima
nocturna (100-300 °C ddf) definidos entre #,,y %, en 12 hibridos alto oleico de girasol.

Considerando los limites del rango de alta respuesta, las diferencias fueron mayores en el
limite superior que en el limite inferior. El superior vario entre 15,1°C para Olisun2 y 23,8°C
para el hibrido Sierra, mientras que el inferior vari6 entre 9,4 (SRM840) y 16,5 °C (SPS3200).

El rango de variacién en el porcentaje de acido oleico (parametro a) se correlaciond
negativamente con el valor de y, (r>=0,85), indicando que con menor porcentaje inicial de acido
oleico la amplitud de respuesta fue mayor (Figura 3.7). No se observo correlacion de yy con la

maxima pendiente (r=0,24). Tampoco se observo correlacion entre otros parametros.
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Figura 3.7. Relacion entre el parametro a (diferencia entre el maximo y el minimo porcentaje
de acido oleico) y el pardmetro y, (minimo porcentaje de acido oleico) correspondiente a las
relaciones sigmoideas entre el porcentaje de acido oleico y la temperatura minima nocturna de
12 cultivares alto oleico.

3.2.2.3 Limites inferior y superior (tiyy tuy) del rango de alta respuesta del porcentaje de

dcido oleico a la temperatura minima nocturna para hibridos alto oleico.

Para el conjunto de hibridos que mostraron curvas sigmoideas completas, la #,, promedio
fue de 14,1 £ 1,9°C y la t,, promedio de 17,3 + 2,8°C. Con el fin de definir qué cantidad del
total de hibridos analizados expresan su minimo o su maximo porcentaje de acido oleico a estas
temperaturas cardinales promedios, se cuantificaron las diferencias entre los valores del
parametro yy de cada hibrido con respecto al valor estimado para la ¢, promedio, al igual que
entre Ymar y €l ymax estimado a la #,, promedio. En el caso del minimo porcentaje de 4cido
oleico, se observo que el 50% de los hibridos alcanzan su valor de yy a la ¢,y promedio (14,1°C).
El resto de los hibridos difieren hasta 4 puntos de acido oleico con respecto al yy definido por la

tis promedio. La méxima diferencia se registro para el hibrido SRM840 (Figura 3.8 A).
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Figura 3.8. Diferencias entre yy_yy estimado a la #;,y promedio (A) y entre Yumax - Ymar €stimado a
la #,,, promedio (B) para doce hibridos alto oleico.

Considerando el y.4 definido por la t,, promedio (17,3°C), el 67% de los hibridos alcanza
su maximo porcentaje de acido oleico a esa temperatura, mientras que el resto difiere en hasta 6
punto de acido oleico con respecto al ymsx definido por la t., promedio. El hibrido Sierra

expresé la mayor diferencia (6 puntos de oleico, Figura 3.8 B).

Los limites inferior y superior del rango de alta respuesta de las relaciones sigmoideas de

hibridos alto oleico, se aplicaron en:

1) Distintas localidades ubicadas en cada una de las diferentes regiones de cultivo de girasol
en la Argentina (Hall et al, 2013) y cuyas temperaturas minimas nocturnas se conocen. Estos
autores definieron ocho regiones que representan la diversidad climatica, de suelos y manejo
de las areas actuales de cultivo. Ellas son: SEBA (SE de la provincia de Buenos Aires);
SOBA (SO de la provincia de Buenos Aires); OBA (E de la provincia de Buenos Aires);
CEBA (Centro de la provincia de Buenos Aires); SLLP (San Luis y La Pampa); CEAR
(Centro de Argentina); ER (Entre Rios) y NEAR (NE de Argentina).
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2) Diferentes fechas de siembra que representan un rango dentro de cuatro regiones de

cultivo de girasol, definidas por la latitud, y que poseen distintas temperaturas minimas

nocturnas (Pereyra-Irujo et al, 2009).

El 17% de los hibridos alto oleico estudiados alcanzan las minimas concentraciones de

acido oleico (yo) en localidades ubicadas entre 36° y 37° de latitud sur (regiones OBA y SEBA,

Tabla 3.1). En las localidades estudiadas, las temperaturas minimas nocturnas del periodo 100-

300°C ddf, superan el limite inferior promedio del rango de alta respuesta (14,1 °C) de los

hibridos analizados.

A partir de 15,5°C de temperatura minima nocturna (region SEBA, Tabla 3.1) se alcanza el

maximo porcentaje de acido oleico (ymax) en el 25% de los hibridos alto oleico analizados. El

mayor porcentaje de hibridos (92%) alcanzarian su ymsx en la region NEAR (latitud 26°S).

Reoién Hall ot % de hibridos | % de hibridos
Localidad Latitud gal 2013 TMN (°C) que alcanzan que alcanzan
' su yo SU Vimax

Balcarce 37 SEBA 15,5 17 25
Bellocq 36 OBA 15,6 17 42
Barrow 38 SOBA 16 8 58
Anguil 36 SLLP 16,6 0 58
Manfredi 32 CEAR 16,8 0 58
Pergamino 33 CEBA 17,6 0 75
Parana 32 ER 18,1 0 75
Reconquista 29 NEAR 19,1 0 75
SP 26 NEAR 21,4 0 92

Tabla 3.1. Regiones definidas segun Hall et al. (2013) con sus correspondientes temperaturas
minimas nocturnas (100-300°Cd df). Porcentaje de hibridos alto oleico respecto de los 12
hibridos estudiados que alcanzan su minimo y maximo porcentaje de acido oleico.
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Al considerar las diferentes fechas de siembra, entre el 42 y 75% de los hibridos estudiados
alcanzarian su minimo porcentaje de acido oleico en las fechas de siembra de la region sur (37-
39° latitud Sur) (Tabla 3.2). En esta region ninglin hibrido alcanzaria su maximo porcentaje de
acido oleico, mientras que en las regiones latitudes menores a 33°S no se alcanzarian los
minimos porcentajes de acido oleico. En estas regiones es posible alcanzar los maximos
porcentaje de acido oleico. Para las siembras intermedias y tardias el 75% de los hibridos

estudiados alcanzarian su ymax.

Regién * Latitl,(l)d Sur Fe_cha de Tl:/IN (10(())-300 hi(:g)ri((lli)s % de hibridos
© Siembra Cddf) (°C) en yo €N Vimax

Norte 23-30 Temprana 16,5 8,00 58
Intermedia 17,5 0 75
Tardia 19,8 0 75
Centro Norte 30-33 Temprana 16,7 0 58
Intermedia 17,5 0 75
Tardia 17,6 0 75
Centro Sur 33-37 Temprana 15,5 17 33
Intermedia 15,8 17 58
Tardia 15,2 25 8
Sur 37-39 Temprana 14,5 42 0
Intermedia 14,6 42 0
Tardia 13,8 75 0

Tabla 3.2. Regiones y fechas de siembra de acuerdo a Pereyra-Irujo et al (2009) con sus
correspondientes temperaturas minimas nocturnas (TMN °C). Porcentaje de hibridos alto oleico
respecto de los 12 hibridos estudiados que alcanzan su minimo y maximo porcentaje de acido
oleico.
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3.2.3 Un meta-mecanismo como herramienta para identificar un bajo numero de

temperaturas para fenotipar la respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura

minima nocturna.

Los hibridos analizados fueron ordenados de acuerdo con sus valores promedios de
porcentaje de acido oleico, considerando también su variabilidad (Figura 3.9). El resultado de
esta clasificacion fue obtenido utilizando curvas de respuesta ajustadas entre 14,0 y 20,5 °C

(Capitulo 2, seccion 2.1.4, Figuras 3.3 y 3.4).
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Figura 3.9. Valores tedricos de porcentaje de 4cido oleico de los diferentes hibridos. Los
hibridos fueron ordenados de acuerdo al valor medio de los datos simulados obtenidos con la Ec
1, de menor a mayor (linea continua). Los simbolos representan el porcentaje de acido oleico
estimado a diferentes temperaturas cada 0,5°C entre 14,0 y 20,5°C. Inserto: Las lineas continuas
representan el porcentaje medio de acido oleico estimado: considerando todas las temperaturas
(linea negra), a la temperatura de 19°C (linea verde), combinando dos temperaturas 15,5-20,0°C
(linea azul) y tres temperaturas 15,5-17,5-20,5 (linea roja).
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Con el fin de determinar si un pequefio conjunto de experimentos seria capaz de reproducir
la clasificacion obtenida con toda la curva, se probaron las clasificaciones obtenidas para cada
temperatura o para diferentes combinaciones entre 2 6 3 temperaturas. Para ello, se compararon
los valores promedio de porcentaje de acido oleico obtenidos a una, dos o tres temperaturas con
los valores promedios de acido oleico obtenidos con la curva completa. Para una temperatura
individual, el mayor r? fue obtenido a 19°C (r*=0.837). Cuando se consider6 el porcentaje de
acido oleico promedio estimado combinando dos o tres temperaturas, las mejores
combinaciones fueron 15,5-20,0 °C y 15,5-17,5-20,5°C, segun sus valores de correlacion (0,969

y 0,993, respectivamente).

3.3 DISCUSION

En este capitulo se estudio la respuesta del porcentaje de acido oleico del aceite a la
temperatura en distintos hibridos de girasol con composicion acidica mejorada para un amplio
rango de temperaturas logradas con experimentos en el campo en diferentes localidades y afios.
Estas localidades cubren gran parte de la zona de cultivo de girasol en la Argentina. Entre los
hibridos analizados fue posible encontrar variabilidad genética tanto del acido oleico como de
su estabilidad entre diferentes ambientes.

La caracterizacion de la composicion acidica del conjunto de hibridos analizados y
experimentos mostro un aumento del porcentaje de acido oleico con el incremento de la
temperatura minima nocturna, mientras que para el acido linoleico la relacion fue inversa. En
cuanto a los acidos grasos saturados su porcentaje no se modificod por efecto de la temperatura
minima nocturna. El incremento del porcentaje de acido oleico se asocia principalmente con la
disminucion del porcentaje de acido linoleico, aunque se han reportado reducciones en los
acidos grasos saturados principalmente debido a la disminucion del acido estearico (Izquierdo y
Aguirrezabal, 2008).

La relacion del porcentaje de acido oleico con la temperatura minima nocturna fue estudiada
mediante una ecuacion robusta y bien validada, previamente establecida para hibridos de girasol
tradicionales (Izquierdo y Aguirrezabal, 2008). Al analizar la respuesta a la temperatura minima
nocturna de todos los hibridos juntos, se observd que respondieron segin una funcidén
sigmoidea. Sin embargo, una Unica funcidon explic6 solamente una baja proporcion de la
variacion del porcentaje de 4cido oleico entre los 17 hibridos estudiados. En concordancia con
los resultados obtenidos en hibridos tradicionales, al analizar individualmente cada hibrido alto
oleico, el modelo sigmoideo explicd una mayor proporcion de la variacion del porcentaje de

acido oleico en todos los hibridos estudiados.
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Los resultados analizados en este capitulo provenian de experimentos realizados en distintas
localidades y afios que representan diferentes condiciones ambientales. Sin embargo, las
variaciones en el porcentaje de acido oleico de todos los hibridos fueron bien explicadas por la
temperatura minima nocturna. De acuerdo al patron de respuesta encontrado, las mayores
concentraciones de acido oleico se obtuvieron con las mayores temperaturas minimas nocturnas
ensayadas. Estas temperaturas corresponden a localidades situadas al norte del pais. La
disminucion del porcentaje de acido oleico como consecuencia de la menor TMN fue observada
por varios autores para otros genotipos alto oleico de girasol portadores de la mutacién Pevenets
(Grunvald et al., 2013; Izquierdo y Aguirrezabal, 2008; Flagella et al., 2002; Alberio et al.,
2016) y en una linea alto estearico alto oleico (Izquierdo et al, 2013) con la misma mutacion.
Por el contrario, una linea portadora de una nueva mutacion alto oleico no fue afectada por los
cambios en la temperatura (Alberio et al, 2016).

La mayor variabilidad en la respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura se
encontrd para el parametro bmax, seguido de yo, siendo el pardmetro ymax €l menos variable. En
concordancia con los resultados obtenidos en esta tesis, para la minima concentracion de acido
oleico, en hibridos tradicionales se observd un rango de variacion semejante (15-20 puntos de
acido oleico, Izquierdo y Aguirrezabal, 2008; 22 puntos, Izquierdo et al, 2006; 17 puntos para
hibridos alto oleico en esta tesis).

En discrepancia con la menor variacion observada para ymax (6 puntos de acido oleico) en los
hibridos alto oleico de esta tesis, en otros tipos de hibridos como ser tradicionales, se reportaron
variaciones acentuadas de este parametro (16,7 puntos; Izquierdo y Aguirrezabal, 2008).

La mayor variabilidad encontrada para bm.x muestra las diferencias en la sensibilidad de la
respuesta a la temperatura entre los hibridos alto oleico estudiados en esta tesis. La variabilidad
en este parametro también fue observada en hibridos tradicionales (Izquierdo y Aguirrezabal,
2008), y en genotipos alto oleico que portan diferentes mutaciones (Alberio et al., 2016). Si bien
se habia reportado una menor respuesta a los factores ambientales en los cultivares alto oleico
con respecto a los tradicionales (Izquierdo et al., 2002; Izquierdo y Aguirrezabal, 2008; Oliva et
al., 2006), algunos hibridos estudiados en esta tesis (por ejemplo, NTO4.0 y SPS3200)
mostraron mayor bmax que todos los hibridos tradicionales estudiados por Izquierdo y
Aguirrezabal (2008), lo cual evidencia la fuerte respuesta a la temperatura que puede

encontrarse en algunos hibridos alto oleico portadores de la mutacion Pervenets.

En este capitulo, se generd una clasificacion tedrica mediante el ajuste de una funcion
sigmoidea para la respuesta de AO a la TMN en diferentes hibridos y promediando los datos de

cada hibrido a través de un amplio rango de ambientes. Asimismo, y con la misma funcion
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sigmoidea, se obtuvo una clasificacion también para temperaturas individuales o para la
combinacion de dos o tres temperaturas y se compararon con la clasificacion tedrica. De esta
manera, fue posible encontrar un bajo numero de ambientes capaces de reproducir la
clasificacion obtenida con un amplio rango de temperaturas. Estos resultados son sumamente
interesantes para la realizacion de planes de mejoramiento de la calidad del aceite. En este
sentido, para la evaluacion de diferentes hibridos alto oleico son necesarios ensayos replicados
en multiples ambientes y varias campaias, siendo un trabajo laborioso. Asi, utilizando pocos
ambientes (2 6 3) en los que, durante el llenado de granos, ocurra la combinacion de las
temperaturas minimas nocturnas definidas, se podria estimar el comportamiento de los hibridos.
El fenotipado utilizando estas temperaturas agilizaria y facilitaria una evaluacion mas precisa

del comportamiento reduciendo la necesidad de repetir los ensayos en varias zonas.

A partir de valores promedios de fixr Y tsup fue posible definir valores de temperatura en los
que se obtienen minimas (y,) y maximas (Vma) concentraciones de oleico. La determinacion de
valores de temperatura que aseguran la obtencion de porcentajes minimos o maximos de acido
oleico permite definir zonas especificas en base a sus condiciones termales donde pueden
desarrollarse estrategias de mejoramiento para alcanzar una calidad deseada (Aguirrezabal et al,
2009). En tal sentido, la regionalizacion de la Argentina realizada por Hall et al (2013) resulto
de utilidad. Del conjunto de hibridos alto oleico estudiados en este capitulo s6lo un 17 %
alcanza su minimo porcentaje de acido oleico y en localidades situadas entre 36° y 37° de latitud
sur. Hacia menores latitudes es posible que se incremente la obtencion de maximos porcentajes
de acido oleico, siendo la region NEAR (latitud 26°S) con temperaturas minimas nocturnas de
21,4°C donde el 92% de hibridos alcanzaron su Ymax.

Tambien es importante tener en cuenta la fecha de siembra cuando se intenta mejorar los
porcentajes minimos y maximos de oleico ya que ésta modifica la temperatura minima nocturna
durante el periodo critico. Para las mismas fechas de siembra y regiones consideradas al analizar
la variabilidad de la calidad de aceite para la produccion de biodiesel (Pereyra-Irujo et al, 2009),
las siembras tardias en la region sur (> 37° latitud S) permiten que el 75% de los hibridos
estudiados alcancen su minimo porcentaje de acido oleico. No obstante, esto no seria posible
para ninguna de las fechas de siembra en regiones situadas entre 23 y 33° de latitud. Para estas
regiones, las siembras intermedias y tardias permiten que un alto porcentaje de hibridos (75%)

alcancen su maximo porcentaje de acido oleico.
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3.4 CONCLUSION

El porcentaje de acido oleico de cultivares con composicion acidica mejorada responde de
manera sigmoidea a la temperatura minima nocturna. Existe variabilidad genética de la
respuesta del porcentaje de acido oleico de hibridos alto oleico de girasol a la temperatura
comparable a la reportada para hibridos tradicionales. Ademas, se identificaron las temperaturas

y que permiten fenotipar la composicion acidica en condiciones controladas y en el campo.
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CAPITULO 4

Efecto conjunto de la temperatura y la radiacion solar interceptada sobre la respuesta del

peso y porcentaje de aceite de los granos.
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Efecto conjunto de la temperatura y la radiacién solar interceptada sobre la

respuesta del peso y porcentaje de aceite de los granos.

4.1 INTRODUCCION

En el capitulo anterior se estudid la respuesta del porcentaje de acido oleico al efecto
conjunto de la temperatura y radiacion solar interceptada en un hibrido tradicional de girasol y
se demostrd que los efectos de estos factores son aditivos. Ademas, se comprobo que existe
variabilidad de esta respuesta al analizar el modelo aditivo en otro hibrido tradicional de girasol.

En el marco de los escasos estudios realizados para el efecto de la temperatura sobre el peso
y porcentaje de aceite y siguiendo el analisis de los efectos conjuntos abordado en el capitulo 4
para el porcentaje de 4cido oleico, en este capitulo se presentan los avances en el estudio del
efecto individual y conjunto de la temperatura y la radiacion solar interceptada sobre el peso y
porcentaje de aceite de granos de genotipos de girasol tradicional. Para ello se realizaron
experimentos tanto en cdmaras de crecimiento como en el campo (en diferentes afios y
localidades) tal como se describi6 en el Capitulo 2, seccion 2.2.1.

Las hipotesis planteadas en la seccion 1.4.2 del Capitulo 1, son las siguientes:

Hipotesis 3: una tnica expresion funcional caracteriza la respuesta del peso o del
porcentaje de aceite de granos de diferentes genotipos de girasol tradicional a partir de la

temperatura media durante el llenado de los granos

Hipotesis 4: los efectos de la temperatura sobre el peso y el porcentaje de aceite podrian
estar solamente mediados por una menor acumulacion de RSI como consecuencia del

acortamiento del periodo de llenado.

Para probar las hipotesis se definieron los siguientes objetivos particulares:

Objetivo 3: Caracterizar la respuesta del peso y el porcentaje de aceite de diferentes

genotipos de girasol tradicional a la temperatura media durante el llenado de los granos.

Objetivo 4: conocer si los efectos de la temperatura sobre el peso o el porcentaje de aceite
son mediados solamente por el efecto que ésta produce sobre la duracion del periodo

critico (menor RSI a mayor temperatura).
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4.2 RESULTADOS

4.2.1. Temperatura

4.2.1.1 Experimentos en camaras de crecimiento
Se evaluo el efecto de la temperatura media diaria en condiciones de radiacion incidente
controlada durante el llenado de los granos (TM) en un rango comprendido entre 15 y 25°C para

tres genotipos tradicionales (ACA885, DK3820 y DK3881)

4.2.1.1.1 Peso final de los granos
Se analiz6 la dependencia del peso final de los granos con la temperatura media del llenado
para los experimentos realizados en camaras de crecimiento (Figura 4.1). La relacion entre el
peso de los granos (PG) y la TM fue descripta por una funciéon de tipo plateau + lineal para

todos los hibridos ensayados (Ecuacion 2, Capitulo 2, seccion 2.2.4):

PG = m+n cuando TM< t; m+nTM cuando TM >t Ecuacion 2

donde t representa el punto de inflexion de la funcion y n la pendiente

Los ajustes de esta funcion a los resultados experimentales permitieron definir un rango de

temperaturas en el cual no se registrd variacion en el peso final de los granos, seguida de una

disminucion del mismo con el incremento de la temperatura (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Peso de los granos (PG) en funcion de la temperatura media diaria (TM) para
hibridos de girasol tradicionales (ACA885, DK3820 y DK3881) (Paneles A, B y C).
Experimentos realizados en camaras de crecimiento. Las barras verticales representan el desvio
estandar de la media. El panel D muestra datos adaptados de Chimenti et al (2001). La linea
continua representa la Ecuacion 2 ajustada a los datos experimentales.

Segun los resultados encontrados en esta tesis, el peso de los granos de hibridos
tradicionales se mantuvo constante hasta 21-22°C. Superado este valor, por cada 1°C de
incremento en la temperatura, la ecuacion ajustada predijo en ACA885 una disminucion
promedio de 8,1 mg lo que representa el 12,7% de su peso maximo. En DK3820 la disminucién
fue de 3 mg por cada 1°C, representando el 5,5 % la disminucién por cada 1°C de aumento en la
temperatura. En DK3881 disminuyd 6,5 mg siendo del 13,5% la disminucion por cada 1°C de
aumento en la temperatura.

La misma ecuacion se ajustd a los resultados obtenidos para el peso de embriones por
Chimenti et al. (2001). Para esto, el peso de los embriones fue transformado en peso de grano
como se describe en Capitulo 2 (seccion 2.2.4) observandose una respuesta similar a la
encontrada para los hibridos estudiados en esta tesis (Figura 4.1), con un punto de inflexion a
18°C.
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4.2.1.1.2 Porcentaje de aceite de los granos

La relacion entre [A] y TM fue adecuadamente descripta por la misma expresion

matematica establecida para la respuesta del peso de los granos a la temperatura media

(Ecuacion 2).
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Figura 4.2. Porcentaje de aceite [A] (%) en funcién de la temperatura media diaria (TM)
durante el llenado de los granos para hibridos de girasol tradicional (ACA885, DK3820 y
DK3881) cultivados en camaras de crecimiento. Las barras verticales representan el desvio
estdindar de la media. La linea continua representa la Ecuacion 2 ajustada a los datos

experimentales.

En todos los hibridos, el porcentaje de aceite mostré una fase constante a bajas

temperaturas, seguida de una fase lineal decreciente en respuesta al incremento de las

temperaturas medias estudiadas (Figura 4.2). El porcentaje de aceite se mantuvo constante hasta

15°C en DK3881 y hasta 17°C en ACA 885 y DK 3820.

También se observaron diferencias en la disminucidon de la variable por efecto de la

temperatura. Por cada 1°C de incremento el porcentaje de aceite en ACA88S5, en promedio, se

redujo 1,9%, 1,6% de aceite en DK 3820 y en DK3881 la disminucion fue de 1,9% de aceite.

4.2.1.1.3 Anadilisis de los parametros de respuesta del peso de los granos y el porcentaje de

aceite a la temperatura

La Tabla 4.1 muestra los valores de los parametros de los ajustes de la Ecuacién 2 a los

diferentes sets de datos. Si bien el patron de respuesta en todos los hibridos fue el mismo, se

encontraron diferencias en los parametros entre los genotipos estudiados. Asi para el valor del

plateau del peso de granos se registraron diferencias de hasta 15,2 mg mientras que para el

porcentaje de aceite hasta 5 puntos porcentuales. El hibrido ACA885 presentd el mayor valor de

plateau para el peso de los granos y el mas bajo para porcentaje de aceite.
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En todos los hibridos, la temperatura en el punto de inflexion para el porcentaje de aceite
fue menor que la del peso de los granos, indicando que [A] es mas sensible a los efectos de la
temperatura. Las diferencias registradas en el punto de inflexidén entre hibridos fueron de hasta
1,4°C para el peso de granos y de hasta 2,2°C para el porcentaje de aceite. En cuanto a la
pendiente de la respuesta a altas temperaturas, las mayores variaciones entre genotipos se
observaron en el peso de los granos. Mediante el calculo de los limites inferior y superior del
intervalo de confianza para cada hibrido se observo el solapamiento de los parametros del

plateau y el punto de inflexion. So6lo en las pendientes hay diferencias significativas.

VARIABLE | HIBRIDO | Plateau(m) | © U™ de( tl)nﬂex“’n Pendiente (n)
ACA 885 | 63,5+72 22+0,8 - 8,0 £ 0,002
Peso de DK 3820 | 553 + 7,1 21,7+1,0 2,840,9
granos
DK 3881 | 483+ 12,1 20,6+ 1,1 5,8+23
ACA 885 | 47.9+1.8 17.2+2.6 1.7 £0.6
Porcentaje de
) DK 3820 | 50.6+3.3 169+12 13 +02
aceite
DK 3881 | 52.9+ND 15432 22407

Tabla 4.1. Parametros de la Ecuacion 2 ajustada para experimentos en cdmaras de crecimiento.
Valores de plateau correspondientes a peso de los granos y porcentaje de aceite para hibridos de
girasol tradicional (ACAS885, DK3820 y DK 3881).

4.2.1.2 Experimentos en el campo

Se realizaron experimentos en el campo con el objeto de ampliar el rango de temperaturas
medias y niveles de radiacion incidente logrados en las camaras de crecimiento, y asi validar el
modelo establecido con informacion obtenida en los experimentos en condiciones controladas,
en plantas cultivadas en condiciones naturales. Se sembraron tres genotipos de girasol
tradicional (ACAS885, DK3820 y DK3881) en diferentes afios y localidades (Capitulo 2, seccion
2.2.1). Las localidades abarcaron una extension geografica desde 26°S hasta 37°S y fueron

representativas de las regiones en las que normalmente se cultiva el girasol en Argentina. El
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rango de temperaturas medias diarias durante el llenado de los granos evaluado en estos ensayos
varid desde 16,6 a 26,8°C, extendiendo el limite superior de las temperaturas exploradas en

camaras de crecimiento (25°C).

4.2.1.2.1 Peso final de los granos

El peso de los granos de plantas cultivadas en condiciones de maxima radiacion en los
diferentes afios y localidades fue analizado en funcion de la TM durante el periodo de llenado
(Figura 4.3). Estos valores mostraron un comportamiento globalmente similar a los resultados
de experimentos de camara para todos los hibridos ensayados. La Figura 4.3 muestra los datos
individuales de los experimentos en el campo superpuestos sobre las funciones descriptas en la
Figura 4.1. En general, los resultados registrados en el campo se ubicaron dentro del intervalo
de confianza (95%) del modelo obtenido para las experiencias en camaras. Los menores pesos
de grano obtenidos en el campo correspondieron a las mayores temperaturas medias durante el

periodo de llenado.

ACA 885 | DK 3820 DK 3881

16 20 24 28 12 16 20 24
T™ (°C) T™ (°C) TM (°C)

Figura 4.3. Peso de los granos (PG) en funcion de la temperatura media diaria (TM) durante el
llenado de los granos para hibridos de girasol tradicional (ACAS885, DK3820 y DK3881). Los
simbolos negros corresponden a los tratamientos testigo de los experimentos en el campo. La
linea continua representa el ajuste de la Ecuacion 2 a los datos obtenidos en experimentos en
camaras de crecimiento, las lineas punteadas representan los limites inferior y superior del
intervalo de confianza (95%).
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4.2.1.2.2 Porcentaje de aceite de los granos

El porcentaje de aceite de los granos de plantas cultivadas en condiciones de maxima
radiacion en los diferentes afios y localidades, fue analizado en funcion de la TM. La respuesta
de este caracter fue del tipo plateautlineal. En la mayor parte de los casos, el porcentaje de
aceite se ubicé dentro de los limites del intervalo de confianza (95%) de la funcion

plateautlineal del modelo establecido en las camaras de crecimiento (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Porcentaje de aceite [A] (%) en funcion de la temperatura media diaria (TM) durante
el llenado de los granos para hibridos de girasol tradicional (ACA885, DK3820 y DK3881). Los
simbolos negros corresponden a los tratamientos testigo de los experimentos en el campo. La
linea continua representa el ajuste de la Ecuacion 2 a los datos obtenidos en experimentos en
camaras de crecimiento, las lineas punteadas representan los limites inferior y superior del
intervalo de confianza (95%).

4.2.2. Radiacion solar interceptada

Hasta aqui se investigod la respuesta del peso y porcentaje de aceite de los granos a la
temperatura media. Con el objeto de elucidar si el efecto de la temperatura media sobre el peso
y el porcentaje de aceite de los granos de girasol responde exclusivamente a cambios en la
radiacion solar interceptada durante el periodo critico o si existe un efecto directo de la
temperatura sobre estos componentes, se caracterizaron sus respuestas a la radiacion solar
interceptada a diferentes temperaturas.

Para ello se realizaron experimentos en los que se modifico la radiacion solar interceptada
por planta en el campo en diferentes afios y localidades, tal como se describi6 en el Capitulo 2,
seccion 2.2.1. Se analizé en primer lugar el efecto de los tratamientos aplicados y luego se
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caracteriz6 la respuesta de PG y [A] (%) a la radiacion solar interceptada, considerando tanto la
RSI acumulada dentro de los limites térmicos fijados para el periodo critico 250-450°Cd df

(Aguirrezabal et al., 2003) como durante todo el llenado de los granos.

4.2.2.1 Efecto de la radiacion solar interceptada sobre el peso final y el porcentaje de aceite

de los granos

Los tratamientos de radiacion aplicados modificaron los componentes del rendimiento en
todos los genotipos, localidades y afios ensayados (Tablas 4.2 y 4.3). Al aumentar la cantidad de
radiacion solar interceptada por las plantas durante el llenado de granos, se observaron
incrementos en el peso de los granos y el porcentaje de aceite. Las diferencias entre tratamientos
fueron estadisticamente significativas para todos los experimentos y componentes de
rendimiento (p<0.05).

Considerando el peso de los granos, el mayor valor fue obtenido para el hibrido ACA885
(65,7£3,1 mg) en el experimento B2 y para el tratamiento que posibilitdé acumular la mayor
radiacion solar interceptada (Tabla 4.2). Las diferencias entre tratamientos extremos (R y S80%)
oscilaron entre 7,4 (hibrido ACAS885, experimento SP1) y 25,6 mg (hibrido ACAS8S85
experimento B2) (Tabla 4.2).

Al igual que para el peso de los granos, el porcentaje de aceite obtenido fue mayor en los
tratamientos que aumentaron la radiacion solar incidente (R). El mayor valor le correspondi6 al
hibrido DK3820 (57,0+0,7 %) en el experimento B2 (Tabla 4.3). Las diferencias en el
porcentaje de aceite registradas entre tratamientos extremos variaron de 5,7 (ACAS885
experimento P) a 22,4 puntos de aceite (DK3820 experimento SP1) (Tablas 4.2 y 4.3

respectivamente).
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Experimento T RSI (MJ pta™!) PG [A]
R 18,1 +£3,7 43,843,7 | 41,3442 a
T 12,6 £1,3 42,9+1,3 | 38,1£2,6 ab
SPl S50% |7,2+03 38,6503 | 33,4432 ab
S80% |2,8+04 36,4 ¢ 282 b
R 21,6 +£3,6 474+15 | 37,5422
T 14,3+ 0,6 52,1442 | 375+13a
SP2 RS 50% | 8,7+0,5 37,6+7b | 32,1x1,0b
S50% | 6,0£0,5 33,742,9 | 32,0+2,1b
S80% |3,6+0,1 38,049 | 312+1,7b
R 28,7+3,1 451+£3,3b | 42,7+4,5a
T 17,7+ 1,25 50,3+6,3a | 41,05+0,81ab
P RS 50% | 11,5+2,1 48,543.2 | 39,0+2,8ab
S50% |72+13 453+2.3b | 37,7+0,24ab
S80% |3,4+02 38,5¢ 37,01b
R 30,5+ 1,4 56,6+2,4 | 46,0+1,4a
. T 20,5+0,5 56,0£2,4 | 453+1,1a
S50% | 10,1+0,3 44,633 | 425409 b
S80% |5,8+0,5 383456 | 38,717 ¢
R 42,4+ 0,1 65,7£3,1a | 45,8+1,7a
T 21,1+ 1,7 574:1L7 | 46,0421 a
B2 RS 50% | 10,1£0,004 | 51464 | 427+30b
S50% | 8,4+0,1 45,5+2,5 | 415+2,7b
S80% | 4,4+0,007 40,1517 1 377x1,1 ¢

Tabla 4.2. Peso de grano, porcentaje de aceite y contenido de aceite por grano del hibrido
tradicional ACA 885 para distintos tratamientos de radiacion solar interceptada en los
experimentos SP1, SP2, B1, B2 y P. Para cada variable y experimento valores seguidos de la
misma letra no difieren segin Tukey (0,05).
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Experimento T RSI (MJ pta!) PG [A]
R 38,4 +3,0 34,0£5,9 | 472409 b
T 15,4+1,2 41,8450 | 38,0£2,3 b
SP1 S 50% 10, 61,1 34,0£50 | 248+b
S 80% 4.8+0.6 8,7+3,3 SD
R 22, 2+4.5 39,5+¢2,1 | 43,6£3,0a
T 16,5+1,5 3542.8a | 40,8£1,3b
SP2 RS 50% 12,1£1,7 30,6+1,9 | 33,7+1,1¢
S 50% 7,3+0,2 26,142,6 | 33,9421 ¢
S 80% 4,140,12 29+11,3 | 27,9+1,3d
R 45,64+2,2 58,343,1 | 544+1,5a
T 26,7+1,1 57,51,2 | 53,1+0,6 a
Bl S 50% 12,3+0,3 48,6+0,4 | 4838+1,5b
S 80% 5,240,9 41,4+3,0 | 393+],8¢
R 43,1+1,3 58,6+2,7 | 553+0,8 a
T 24,3+0,1 57,64£5,6 | 57,0+0,7 a
B2 RS 50% 14,10,5 44+43b | 48,4+2,4Db
S 50% 12,7+0,7 44,330,7 | 49,0£2.9b
S 80% 6,7+0,05 39,717 | 41,1221 ¢

Tabla 4.3. Peso de grano, porcentaje de aceite y contenido de aceite por grano del hibrido
tradicional DK3820 para distintos tratamientos de radiacion solar interceptada en los
experimentos SP1, SP2, B1 y B2. Para cada variable y experimento valores seguidos de la
misma letra no difieren segun Tukey (0,05).

La cantidad de radiacion solar interceptada por planta durante el llenado de los granos
afectd los componentes de rendimiento en todos los genotipos y localidades explorados
(p<0.05). Los patrones de respuesta fueron similares tanto cuando se consideréo la RSI
acumulada durante el periodo critico (Figuras 4.5 y 4.6) como la RSI acumulada durante todo el
llenado de los granos (Figuras Al y A2, Anexo).

El peso y el porcentaje de aceite de los granos respondieron a la radiacion solar interceptada
por planta siguiendo una funcion de tipo exponencial que crece hasta un maximo (Ecuacion 3,

Capitulo 2, seccion 2.2.4) para ambos hibridos, afios y localidades. Tanto el PG como la [A] (%)
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aumentaron con la RSI hasta un maximo donde aumentos de la RSI no producen cambios en las
variables.

El peso de granos del hibrido DK3820, alcanzé su maximo valor a 24,3+0,1 MJ pta™! de RSI
en los experimentos B1 y B2. Efectos similares se observaron en el hibrido ACA885. En cuanto
al porcentaje de aceite, el incremento se estabilizé a partir de 20,5 + 0,5 MJ pta™ de RSI, en los
experimentos B1 y B2 en ambos hibridos.

El mayor peso y porcentaje de aceite de los granos se obtuvo en experimentos con menor

temperatura media durante el llenado de granos.
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Figura 4.5. Peso final de los granos (PG) en funcion de la radiacion solar interceptada por
planta (RSI) acumulada en el periodo 250-450 °Cd df para hibridos tradicionales (ACA88S5 y
DK3820). Los simbolos corresponden a los experimentos de campo en cada localidad y afio. La
linea continua representa la Ecuacion 3 ajustada a los datos experimentales.
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Figura 4.6. Porcentaje de aceite ([A] (%)) en funcion de la radiacion solar interceptada por
planta (RSI) acumulada en el periodo 250-450 °Cd df para hibridos tradicionales (ACAS885 y
DK3820). Los simbolos corresponden a los experimentos de campo en cada localidad y afio. La
linea continua representa la Ecuacion 3 ajustada a los datos experimentales.
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4.2.3 Analisis de la respuesta del peso final y porcentaje de aceite de los granos a la accién

conjunta de la temperatura y la radiacion solar interceptada por planta

4.2.3.1 ;Los efectos de la temperatura estin exclusivamente mediados por una menor
acumulacion de la RST?

La Figura 4.7 muestra como RSI (250-450°Cd df) depende de TM considerando las plantas
control en experimentos de campo y la TM registrada durante el llenado de los granos para los
hibridos ACA885 y DK3820. En los dos hibridos estudiados la RSI en la ventana critica
disminuy6 linealmente con el aumento de la temperatura (r*=0.81 y 0.70 respectivamente).
Considerando la RSI durante todo el llenado la relacion también fue lineal negativa para ambos

hibridos (r>= 0.90 para ACA885 y 0,84 para DK3820).
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Figura 4.7 Radiacion solar interceptada acumulada durante el periodo 250-450°Cd df en
funcién de la temperatura media. Los simbolos corresponden al tratamiento testigo de los
experimentos de campo en cada localidad y afio para los hibridos tradicionales (ACA885 y
DK3820). La linea continua representa la regresion lineal entre las variables RSI'y TM.

Al relacionar los valores de PG y [A] (%) obtenidos en las plantas control con la TM, se
observo una relacion lineal negativa en ambos hibridos (ACA 0,71 y 0,74 respectivamente;
DK3820 0,59 y 0,95 respectivamente). Con el fin de conocer si los efectos de la temperatura
responden exclusivamente a cambios en la velocidad de desarrollo y por lo tanto a variaciones
en la acumulacion de RSI durante el periodo critico, se analizaron en conjunto los valores de
PG y [A] (%) obtenidos en el campo a diferentes TM, en condiciones de maxima radiacion
incidente (diferente duracion del periodo de llenado), y los datos obtenidos en el experimento

B2, para todos los niveles de radiacion logrados con los tratamientos de sombreos y raleo. Este
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experimento, permitid obtener los mayores valores de PG y [A] (%) para cada RSI, con los
menores valores de TM (Fig. 4.5 y 4.6).

Si los efectos de la TM estuvieran mediados exclusivamente por la RSI, deberia existir una
superposicion entre ambos sets de datos cuando son analizados en funcion de la RSI. Sin
embargo, se observo la separacion de los valores obtenidos en condiciones de mayor TM
(Figura 4.8). Los residuales de los valores observados con respecto a la curva del experimento
B2 estuvieron correlacionados con la TM (en ACAS885 r?= 0.87 para PG y 0.82 para [A]%; en
DK3820 r*=0.80 para PG y 0.96 para [A]%).

Seglin esto, la respuesta del PG y [A] (%) para ambos hibridos, en los experimentos con
distintas TM, no depende Unicamente de la disminucion de radiacion solar interceptada
acumulada como consecuencia del acortamiento del periodo critico. Estos resultados indican

que el peso y porcentaje de aceite de los granos dependen simultineamente de TM y RSL
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Figura 4.8 Peso final de los granos (PG) y porcentaje de aceite A en funcion de la radiacion
solar interceptada por planta (RSI) acumulada en el periodo 250-450 °Cd df para hibridos
tradicionales (ACA885 y DK3820). Los simbolos corresponden a los experimentos de campo en
cada localidad y afio. La linea continua representa la Ecuacion 3 ajustada a los datos
experimentales para la localidad de Balcarce (experimento B2).

64



A partir de la relacion encontrada entre la RSI y TM (Figura 4.7), se reemplazo en la Ecuacion 3

(Capitulo 2, seccion 2.2.4), 1a RSI por la funcién de TM:

PGacasss = y-je K (9151-1:3752TM)

[A]ACA885: y-je —k (49.151-1.3752TM)

PGpk3sao= y-je K (63:336-1.8058TM)

[Albkss2o= y-je —k (63.336-1.8058TM)
En cada hibrido se estimaron PG y [A] (%) con ambos modelos (Fig 4.9). El modelo que

incluy6 la relacion entre RSI y TM fue poco sensible para estimar los cambios en el peso de

granos o porcentaje de aceite. La temperatura considerada solamente a través de su efecto sobre

la acumulacion de RSI durante la ventana no es capaz de explicar completamente las

variaciones en el peso o aceite.
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Figura 4.9. Valores de peso de grano (PG) y porcentaje de aceite [A] estimados en funcion de
los valores observados para los hibridos ACA885 y DK3820. La linea punteada representa la
bisectriz (relacion 1:1). La linea continua representa la regresion lineal entre los datos estimados
y observados. Los simbolos vacios representan los valores estimados con el modelo RSI, los
simbolos llenos los valores estimados con el modelo RSI-TM.

4.2.3.2 Efectos conjuntos de la temperatura y la radiacion solar interceptada

Considerando los resultados presentados en las figuras 4.5 y 4.6 y los resultados obtenidos
en el item 4.2.3.1, se analizaron los efectos conjuntos de la temperatura y radiacion solar
interceptada. Considerando que las curvas de respuesta a RSI presentan en general similar
curvatura y amplitud (Figura 4.5 y 4.6), pero alcanzaron diferente valor maximo (y), se explord
la correlacion de y con la TM. Se observo que el parametro y se correlacion6 con la TM para los
dos componentes en ambos hibridos. (en ACA885 r* = 0,73 para PG y r* = 0.57para [A]; en
DK3820 r* = 0,88 para PG y r*= 0,76 para [A]).
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A partir de la correlacion encontrada, se construyo6 una relacion matematica que considero la
relacion del parametro y con la temperatura. Para ello, en la Ecuacidon 3, se reemplazéd el

parametro y por las expresiones matematicas de las relaciones establecidas, quedando

conformadas segun se detalla a continuacion:

PG acasss = (120,44-2,8937TM) — je <RSI
A% acasss = (65,979-0,9958TM) — je ¥ RSI
PG pk3s20 = (134,34-3,6546TM)— je <RSI

A% pk3s20 = (93,346-1,8629TM)— je RS

En cada hibrido se estimaron el peso de los granos y el porcentaje de aceite con los dos

modelos (PG o A% f(RSI) y PG o A% f (RSI, TM). Se relacionaron los valores estimados por

ambas ecuaciones con los valores observados (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Valores de peso de grano (PG) y porcentaje de aceite (A) estimados en funcion de
los valores observados para los hibridos ACA885 y DK3820. La linea punteada representa la
bisectriz (relacion 1:1). La linea continua representa la regresion lineal entre los datos estimados
y observados. Los simbolos vacios representan los valores estimados con el modelo RSI, los
simbolos llenos los valores estimados con el modelo RSI-TM.

En ambos hibridos y para las dos variables (PG y A), los ajustes fueron significativamente
mejores cuando se utilizd la funcion que considera los efectos de la temperatura. En
concordancia con esto, el modelo que considera los efectos conjuntos de la RSI por planta y la
TM durante el llenado de granos, tiene mayor probabilidad de ser el modelo correcto ya que

presenté menor valor de AIC con respecto al modelo que solo considera los efectos de la RSI

(Tabla 4.4).
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Hibrido Variable AIC Probabilidad P
RSI | TM-RSI RSI TM-RSI
0
ACASSS PG 213.64 | 205.08 | >99.99% | ~22°% | 00015
A 166.09 | 12687 | <0.01% | >99.99% | <0.0001
PG 20623 | 16373 | <0.01% | >99.99% | <0.0001
DK3820
A 17555 | 13746 | <0.01% | 99.99% | <0.0001

Tabla 4.4. Valores de AIC (Akaike's Information Criteria) y probabilidad de los modelos RSI y
RSI-TM para los hibridos tradicionales (ACA885 y DK3820).

El modelo que considera los efectos conjuntos de la RSI y la TM predijo con menor error

los datos experimentales de las variables en estudio que el modelo que considera solo la RSI.

4.3 DISCUSION

En este capitulo, se investigd la respuesta del peso y el porcentaje de aceite de los granos a
la temperatura media y la radiacion solar interceptada durante el llenado de granos de hibridos
de girasol tradicional, mediante la combinacion de experimentos en cimaras de crecimiento y en
el campo. Esta metodologia es apropiada para separar los efectos de factores ambientales que
actiian conjuntamente sobre las plantas en condiciones naturales. Ha sido utilizada exitosamente
para investigar los efectos de uno o mas factores ambientales (temperatura y radiaciéon solar)
sobre el porcentaje de 4cido oleico en aceite de girasol (Izquierdo et al, 2002; Echarte et al.,

2010), maiz y soja (Zuil et al, 2012).

Modelo bilineal para el efecto de la temperatura
El efecto de la temperatura sobre el peso de granos y el porcentaje de aceite de hibridos

tradicionales se explico con un modelo de respuesta bi lineal, definido en condiciones
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controladas. Las disminuciones producidas por efecto del aumento de la temperatura fueron
mayores para el peso de granos que para el porcentaje de aceite, siendo de hasta 12.7 % °C..
Coincidentemente con las maximas disminuciones encontradas, Ploschuk y Hall (1995)
observaron una merma en el peso final de grano del orden de 13% promedio por cada 1°C de
incremento en la temperatura en girasol. La funcién de respuesta definida para los hibridos
estudiados en esta tesis, también explico los resultados obtenidos por Chimenti et al (2001) con
embriones de una linea endocriada de girasol. Estos autores observaron una respuesta
curvilinear decreciente con significativas disminuciones (1,2% por cada °C de aumento) a partir
de 25°C. Al transformar el peso de embriones en peso de granos, la expresion matematica
plateautlineal describié adecuadamente la respuesta a la temperatura del peso relativo de grano
(r>= 0,98; Fig 4.1). Este modelo ha sido recientemente utilizado para explicar la relacion entre el
peso de frutos de olivo y la temperatura media (Garcia-Inza et al, 2014), sugiriendo que el
modelo bilineal podria ser aplicado al estudio del efecto de la temperatura en otras especies.

El modelo bilineal también caracterizd la respuesta de la concentracion de aceite a la
temperatura media con diferencias entre hibridos. Asi, por ejemplo, ACA885 y DK3820 no
modificaron su porcentaje de aceite hasta 17°C, mientras que DK3881 mantuvo su porcentaje
constante s6lo hasta 15°C. La disminucion lineal del porcentaje de aceite de girasol debida al
aumento de la temperatura media, fue observada en frutos de olivo, cuyo contenido de aceite
resultd menor, pero como consecuencia del aumento de temperaturas maximas (29 a 32 °C)
(Trentacoste et al., 2012). La disminucidén producida por el aumento de la temperatura, se
contrapone a lo observado en soja, en la que fue reportado el aumento lineal en el porcentaje de
aceite en condiciones controladas en el rango de 15 a 27°C (Wilson, 2004). Sin embargo, la tasa
creciente del porcentaje de aceite de esta especie disminuyd con las temperaturas medias mas
elevadas en condiciones de campo (de 15 a 25°C) (Carrera et al, 2009).

El efecto de la temperatura en condiciones controladas encontrado en esta tesis no seria
atribuible a temperaturas supradptimas, ya que la respuesta lineal decreciente para todas las
variables, se inicid a temperaturas menores que las reportadas por Rondanini et al. (2003; 2006)
como causantes de las disminuciones del peso de granos por efecto de estrés térmico. Estos
autores observaron que exposiciones a temperaturas constantes (> a 35°C) durante 7 dias en
etapas tempranas del llenado de granos produjeron la disminucién del peso final de grano y del
porcentaje de aceite (Rondanini et al., 2003). En un régimen alternante de altas temperaturas
dia-noche, se identificé una duracion minima de 4 dias de exposiciéon (> 30°C) como la
necesaria para producir una disminucién en el rendimiento y cambios en la composicion acidica

del aceite de granos de girasol (Rondanini et al., 2006).
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El peso y porcentaje de aceite parecen ser caracteres plasticos frente a los efectos de la
temperatura, cuyas respuestas se compensan para finalmente transformar al contenido de aceite
en una variable mas estable y con menor variabilidad genética (datos no presentados). Esto
sugiere, en concordancia con lo reportado por Mantese et al. (2006), que hay una cantidad (no
porcentaje) de aceite que la semilla debe asegurarse para lograr la supervivencia de la siguiente

generacion.

Variabilidad genética de la respuesta a la temperatura

Mediante el analisis de los parametros del modelo bi-lineal se puso en evidencia la
variabilidad genética de la respuesta a la temperatura del peso y porcentaje de aceite de los
granos, particularmente en la temperatura del punto de inflexion y la pendiente de respuesta. La
temperatura que marca el comienzo de la disminucion de la variable, indica la existencia de un
rango de temperaturas en el cual no hay efecto sobre el peso final del grano pero si decrece el
porcentaje de aceite. Esto sugiere que los granos pueden alcanzar su tamafio potencial aun
cuando la sintesis de aceite se encuentra inhibida (o la de componentes no aceite favorecida). Se
han encontrado diferentes patrones de acumulacion de aceite en el embrion entre cultivares de
girasol, dando lugar a variaciones en la concentraciéon de aceite de embrién maduro. En un
cultivar con alto porcentaje de aceite, la acumulacion finalizé conjuntamente con el cese del
crecimiento del embrion, mientras que en otros dos cultivares con menor porcentaje, el aceite
dejé de acumularse antes de que el embridn alcanzara el peso maximo (Mantese et al., 2006).

La diferente sensibilidad encontrada aqui para la respuesta a la temperatura, se ha observado
al estudiar la respuesta del porcentaje de aceite a la radiacion solar, siendo mas sensibles los
hibridos con alto porcentaje de aceite potencial en contraposicion a una mayor estabilidad en
hibridos de bajo porcentaje de aceite potencial (Dosio et al. 2000; Izquierdo et al., 2008).
Respuestas diferenciales de los genotipos de girasol han sido encontradas en condiciones de
cultivo contrastantes, como ser mayor variabilidad de la concentracion de aceite relacionada a
las condiciones de manejo y ambientales (Champolivier et al., 2011), o a las interacciones GxE
(Andrianasolo et al., 2012).

Los resultados obtenidos en el campo fueron compatibles con el modelo bilineal establecido
en condiciones controladas. A partir de un umbral superior se hizo evidente la disminucion del
peso de granos y porcentaje de aceite ante aumentos de la temperatura en todos los hibridos

ensayados.
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Efectos conjuntos de la temperatura y la radiacion solar interceptada

En experimentos de campo fue posible evaluar la respuesta del peso de granos y su
porcentaje de aceite a la radiacion solar interceptada en un amplio rango de temperaturas medias
representadas por distintas localidades y afios. Independientemente del maximo valor alcanzado,
las respuestas de las variables fueron similares bajo diferentes condiciones termales, y al igual
que la respuesta a la temperatura media, diferentes parametros de una misma expresion
matematica caracterizaron la respuesta de cada genotipo. En concordancia con lo encontrado
por otros autores, el peso y porcentaje de aceite se incrementaron hasta un maximo valor con la
radiacion solar interceptada durante todo el llenado de granos (Dosio et al, 2000) y durante el
periodo critico 250-450 °Cd df (Aguirrezabal et al, 2003) para todas las temperaturas
investigadas y en todos los genotipos ensayados.

En los experimentos realizados en el campo, los menores pesos de granos y porcentaje de
aceite fueron obtenidos en condiciones de baja radiacion solar interceptada y, para un mismo
valor de radiacion, la disminucion fue mayor con las temperaturas medias mas elevadas durante
el llenado de granos. Ademas, una relacion lineal negativa entre la RSI acumulada en el periodo
critico (250-450°Cddf) y la TM fue encontrada para los hibridos estudiados, cultivados en
condiciones de radiacion incidente saturante. Esto indicaria que los efectos de la temperatura
sobre el peso y porcentaje de aceite podrian estar dados por un acortamiento del llenado con una
consecuente menor RSI acumulada. Sin embargo, se pudo comprobar que en las localidades con
mayor TM (y con radiacion incidente saturante) los efectos de la temperatura no son totalmente
explicados por el acortamiento del periodo de llenado de granos (con menor RSI acumulada). El
desvio del comportamiento de estos datos con respecto a la curva de RSI de la localidad con
menor TM, estaria dado por un efecto directo de la temperatura sobre los caracteres estudiados.

El anélisis reveld que existen efectos conjuntos de la temperatura y radiacion sobre el peso y
el porcentaje de los granos en los hibridos tradicionales. En este sentido, la estimacion de los
datos con la funcion que considera ambos efectos (TM-RSI) se relacioné adecuadamente con
los valores observados en los hibridos ACA885 y DK3820. La prediccion fue mejor que cuando
se considero solo el efecto de la RSL.

La temperatura minima nocturna y la radiacién solar interceptada por planta tienen efectos
independientes y aditivos sobre el porcentaje de acido oleico (Echarte et al., 2010). Es esperable
que factores ambientales que ejercen sus efectos de forma aditiva, pero no interactiian, actien
sobre diferentes secuencias causales que conducen a la respuesta (Salisbury y Ross, 1992). En
efecto, para el caso del efecto de la temperatura sobre el porcentaje de acido oleico, existe vasta
informacién sobre como este factor ambiental regula la sintesis de este acido graso mediante el

control directo o indirecto de la enzima FAD2, la enzima clave involucrada en la biosintesis del
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mismo (Garcés et al.,1992; Kabbaj et al. 1996; Rolletschek et al., 2007). Izquierdo et al (2009)
propusieron que los cambios en el porcentaje de acido oleico en respuesta a variaciones en la
radiacion solar interceptada podrian ser mediados por cambios en el suministro de carbono
hacia los granos, lo que podria afectar el nivel de saturacion de las enzimas claves en la sintesis
de lipidos. A altas irradiancias, la enzima FAD2, el principal punto de regulacion en esta via,
podria ser sustrato saturada y asi incrementar la disponibilidad local de carbono, dando lugar a
una relativa acumulacion de acido oleico. A partir de investigaciones realizadas en girasol y
soja, se ha sugerido que el efecto de la radiacion solar sobre el peso final y la composicion de
los granos podria explicarse por la disponibilidad de asimilados en los granos (Echarte et al.,
2012, Bianculli et al, 2016). Por otra parte, a altas temperaturas nocturnas el incremento en la
respiracion conduce a una menor disponibilidad de carbono (Quin, 1981; Mohammed y
Tarpley, 2009). En consecuencia, los efectos opuestos de estos dos factores ambientales (TMN
y RSI) en el suministro de carbono constituye otro aspecto que apoya la idea que la temperatura
y la radiacion solar podrian afectar a través de diferentes mecanismos.

Los resultados de este capitulo sugieren que la respuesta del peso de granos y porcentaje de
aceite a la temperatura puede ser atribuida en parte a la disminucion de la cantidad de radiacion
solar acumulada como consecuencia del acortamiento del periodo critico para la radiacion solar,
asi como del periodo de llenado de granos. No obstante, cuando se tiene en cuenta un efecto
directo de la temperatura adicionado al efecto de la radiacion, la prediccion de las variables

mejora significativamente en los hibridos estudiados.

4.4 CONCLUSION

En este capitulo, los resultados obtenidos de experimentos donde se modifico la temperatura
en condiciones controladas, permitieron establecer un modelo que describe la respuesta del peso
y el porcentaje de aceite de los granos de girasol a la temperatura media. Ademas, se establecio
el efecto conjunto de la temperatura y la radiacion solar interceptada en condiciones naturales,
verificando que la temperatura ejerce sus efectos tanto sobre la menor acumulacion de radiacion

solar interceptada al acortar el periodo critico, como también de manera directa.
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CAPITULO 5

Consideraciones finales.
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5.1 RESPUESTA A LAS HIPOTESIS PLANTEADAS

En esta tesis se investigd primeramente la variabilidad genética de la repuesta del porcentaje
de acido oleico de 17 hibridos alto oleico a la temperatura utilizando el mismo modelo con el
que se habia caracterizado la variabilidad genética de dicha respuesta en hibridos tradicionales
(Izquierdo y Aguirrezabal, 2008). Comparando los parametros del modelo, se demostr6é que hay
variabilidad genética de la respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura minima
nocturna. En consecuencia, la hipotesis 1 “existe variabilidad genética en la respuesta del
porcentaje de acido oleico a la temperatura minima nocturna de hibridos alto oleico
portadores de la mutacién Pervenets”, es aceptada.

Utilizando el modelo sigmoideo de respuesta del porcentaje de acido oleico a la
temperatura, se identificaron una temperatura individual y combinaciones de dos y tres
temperaturas, que permitirian evaluar fenotipicamente la respuesta del porcentaje de acido
oleico de numerosos genotipos alto oleico realizando pocos experimentos, lo que permitiria
mejorar la eficiencia del fenotipado. Por lo tanto, la hipdtesis 2 “un bajo nimero de
temperaturas (< 3) permiten predecir el comportamiento de los hibridos en un amplio
rango de temperaturas durante el llenado”, es aceptada.

Por tltimo, se estudio la respuesta del peso y porcentaje de aceite de los granos de hibridos
tradicionales a la temperatura media, la radiacion solar interceptada y a sus efectos conjuntos.
En condiciones controladas, se caracterizO un patron comun de respuesta bilineal a la
temperatura media con evidencias de variabilidad de la respuesta. Los resultados obtenidos en el
campo acompaiaron este modelo de respuesta. Se habia postulado que “una unica expresion
funcional caracteriza la respuesta del peso o del porcentaje de aceite de granos de
diferentes genotipos de girasol tradicional a partir de la temperatura media durante el
llenado de los granos”. Por lo tanto, la hipotesis 3 planteada es aceptada. Al investigar los
efectos conjuntos de la temperatura y radiacion solar interceptada sobre el peso y porcentaje de
aceite, los resultados indicaron que hay un efecto de la temperatura sobre la tasa de desarrollo,
acortando la ventana critica para la acumulacion de radiacion solar interceptada y que, ademas,
existe un efecto directo de la temperatura sobre el peso y porcentaje de aceite. En consecuencia,
la hipotesis 4 “los efectos de la temperatura sobre el peso y el porcentaje de aceite podrian
estar solamente mediados por una menor acumulaciéon de RSI como consecuencia del

acortamiento del periodo de llenado”, es rechazada.
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5.2 SIGNIFICADO DE LAS CONTRIBUCIONES DE ESTA TESIS

En esta tesis se investigaron las respuestas del peso y composicion acidica de los granos de
hibridos de girasol tradicionales y alto oleico a la temperatura ambiente y la radiacion solar
interceptada por planta durante el llenado de granos. Se puso énfasis en el estudio del modo en
que estos factores ambientales actian conjuntamente.

Se abordo el estudio de los efectos individuales y conjuntos de la temperatura y la radiacion
solar con un enfoque experimental que incluyd experimentos en el campo, experimentos en
condiciones controladas y el modelado ecofisiologico. Los experimentos en el campo fueron
realizados en distintas localidades y afios lo que posibilitd cubrir un amplio rango de
temperatura y radiacion solar incidente en condiciones naturales. Los tratamientos aplicados
para modificar la radiacion solar interceptada en los experimentos en el campo, permitieron
combinar distintos niveles de este factor a una misma temperatura (un mismo experimento) y a
diferentes temperaturas (distintos experimentos) durante el llenado de los granos. Por su parte,
el uso de condiciones controladas permiti6 analizar la respuesta a la temperatura disociando su
efecto del de la radiacion solar incidente, lo que hubiera sido dificil en condiciones naturales por
estar ambos factores generalmente correlacionados. El modelo ecofisiologico, permitié avanzar
en el conocimiento de los mecanismos subyacentes a los efectos individuales y conjuntos de los
factores ambientales sobre el peso y la composicion de granos y aceites y/o aportar herramientas
y conocimientos aplicables en diferentes areas como el mejoramiento genético y manejo del
cultivo de girasol. A continuacion, se expone el significado de los principales emergentes de

esta tesis en relacion a los aportes a cada una de estas areas.

Aportes al conocimiento de los mecanismos y al modelado.

Como resultado del trabajo desarrollado en esta tesis, se identificaron para todos los
hibridos estudiados, similares patrones de respuesta de los diferentes componentes del
rendimiento en aceite y la calidad del grano a la temperatura y la radiacion solar interceptada.
Ademas, se avanz6 en la comprension de aspectos desconocidos de los efectos conjuntos de la
temperatura y radiacion solar interceptada sobre el peso y calidad de los granos.

Esta tesis contribuye a demostrar la universalidad del modelo sigmoideo que describe la
respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura minima nocturna en girasol. Mediante
la aplicacion de este modelo, propuesto anteriormente y ampliamente validado, se caracterizo la
respuesta del porcentaje de acido oleico de numerosos hibridos alto oleico de girasol a la

temperatura. Esta misma respuesta se habia reportado previamente para diferentes de hibridos
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tradicionales (Izquierdo y Aguirrezabal, 2008) lo que prueba que, para girasol, este patrén
constituye un modelo robusto.

La relacion sigmoidea entre el porcentaje de acido oleico y la temperatura minima nocturna,
se caracteriza por un aumento del porcentaje de acido oleico desde valores minimos, pasando
por una zona de fuerte respuesta y, posteriormente, una reducciéon de la misma alcanzando
valores maximos a temperaturas mas altas (Izquierdo y Aguirrezabal, 2008; Cap. 1, Fig 1.4).
Interesantemente, a pesar de la pequefia diferencia entre el minimo (y,) y maximo (Vmax)
porcentaje de acido oleico observada en los hibridos alto oleico aqui estudiados, fue posible no
solo establecer relaciones entre el porcentaje de acido oleico y la temperatura minima nocturna,
sino también caracterizar diferentes respuestas para los distintos hibridos. Asi, mientras que en
la mayoria de los hibridos se pudo observar la curva sigmoidea completa (12 de 17 hibridos), en
algunos hibridos se expreso solo la parte superior de la curva (5 de 17 hibridos) (Capitulo 3,
Figuras 3.3 y 3.4). Esto sugiere que, posiblemente, el plateau inferior en algunos hibridos se
obtenga a temperaturas inferiores a la menor temperatura minima nocturna explorada en los
ensayos analizados de la Red Nacional de Girasol (13 °C). Como estos ensayos son realizados
en las fechas de siembra Optima recomendadas para cada localidad, seria esperable que, en las
fechas de siembra tardias, principalmente en localidades del sur del pais, se exprese el plateau
inferior para los hibridos cuya curva sigmoidea es incompleta. Coincidentemente, los resultados
obtenidos en esta tesis con los hibridos alto oleico confirman que la mutacién Pervenets
(Soldatov, 1976), presente en practicamente todos los hibridos alto oleico comerciales, y que
aumenta el porcentaje promedio de acido oleico en el aceite, no suprime la respuesta de este
rasgo de la calidad del aceite a la temperatura minima nocturna. Recientemente, se ha reportado
una respuesta lineal positiva (sin detectar el plateau inferior ni el superior) entre el porcentaje de
acido oleico y la TMN en una isolinea de girasol portadora de la misma mutacién (Alberio et
al., 2016). Esta diferente respuesta, comparada con el amplio conjunto de hibridos estudiados en
esta tesis, podria explicarse por la menor sensibilidad del hibrido estudiado o por el menor
rango de variacion de temperaturas explorado por estos autores en comparacion al explorado en
esta tesis.

Utilizando las relaciones ajustadas en esta tesis, para diferentes hibridos alto oleico, entre el
porcentaje de acido oleico y la temperatura minima nocturna, Angeloni ef al. (2017) simularon
la calidad de aceite que se obtendria en diferentes fechas de siembra y localidades bajo
condiciones actuales y en un escenario de calentamiento global. Asi, dicho estudio muestra que
herramientas simples de modelado ecofisiologico como las establecidas en esta tesis pueden ser
aplicadas para investigar procesos complejos como, por ejemplo, el efecto del cambio climatico

sobre la calidad de productos agricolas en escenarios futuros probables. Ademads, puede también

77



remarcarse que, dada la robustez del modelo aplicado para describir la respuesta del porcentaje
de acido oleico a la temperatura, el mismo podria ayudar al esclarecimiento de los procesos
fisioldgicos subyacentes a las respuestas a la temperatura en una via bioquimica compleja, como
la biosintesis de acidos grasos. La temperatura afecta la actividad y la sintesis de la enzima
oleato desaturasa, que desatura el acido oleico para dar acido linoleico, modificando la relacion
oleico/linoleico. En los hibridos alto oleico esta enzima esta presente, aunque en menor cantidad
y/o con menor actividad que en los hibridos tradicionales (Garcés et al., 1992; Kabbaj et al.,
1996). Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que esta enzima presenta sensibilidad a
los cambios de la temperatura. Su dependencia de la temperatura puede relacionarse con la
respuesta sigmoidea del acido oleico, en la que se expresan dos zonas de poca variacion
representadas por un plateau inferior y otro superior. Asi, ain en hibridos que portan la
mutacion alto oleico Pervenets, los valores de yy € yma reflejarian el maximo y el minimo de
actividad de la enzima ODS, respectivamente, y b4 podria estar relacionada con la sensibilidad
de esta enzima a la temperatura, tal como habia sido propuesto por Izquierdo y Aguirrezabal
(2008). Los valores de los diferentes parametros del modelo, ajustados para diferentes
genotipos, podrian asi postularse como analogos a actividades aparentes de la enzima
involucrada.

Los experimentos realizados en esta tesis acerca del efecto de los factores ambientales sobre
el peso y calidad de los granos, permitieron establecer curvas simples de respuesta a la
temperatura y radiacion solar interceptada para diferentes hibridos, que representan meta-
mecanismos a nivel de planta o cultivo (Tardieu, 2003). Asi, dependiendo del factor
investigado, se establecieron diferentes patrones de respuesta, caracterizados por expresiones
funcionales especificas. i) Para la respuesta a la radiacion solar interceptada, en hibridos
tradicionales, un modelo exponencial evidencid la saturacion de la respuesta del peso y del
porcentaje de aceite a altos niveles de radiacion solar interceptada (Cap 4, Fig. 4.5 y 4.6). Este
mismo patrén fue observado previamente en otros hibridos tradicionales de girasol no
estudiados en esta tesis (Dosio et al, 2000; Echarte et al, 2012; Echarte et al, 2013) y en
genotipos de girasol alto estearico-alto oleico (Martinez et al, 2012). Asimismo, en otras
especies también se encontro este tipo de respuesta, tal como en cultivares tradicionales y alto
oleico de maiz y soja (Zuil et al, 2012). ii) Por otra parte, se definié un modelo de respuesta bi-
lineal para el efecto de la temperatura sobre el peso y porcentaje de aceite de granos de hibridos
tradicionales (Cap 4, Fig 4.1 y 4.2). Esta funcion ha sido aplicada al estudio del efecto de la
temperatura sobre el peso de frutos en olivo (Garcia-Inza, 2014), lo que sugiere que este modelo

podria ser ttil para investigar el efecto de la temperatura en diferentes especies.
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Los modelos de respuesta a factores ambientales establecidos (i e ii) serian aplicables a
diferentes usos, especialmente cuando el modelado basado en redes de regulacion génica no es
factible debido a la complejidad del sistema (la sintesis y acumulacion de acidos grasos en el
aceite de granos de girasol). Ademas, podrian incorporarse a los modelos de crecimiento y
desarrollo de los cultivos para predecir variaciones en el rendimiento y calidad entre localidades
y regiones con diferentes regimenes de temperatura media, siendo un punto de partida para
futuras investigaciones que ayudarian a entender el mecanismo de la respuesta a la temperatura.
Otra aplicacion en la que estos modelos de respuesta pueden ser de utilidad es el estudio de
variabilidad genética asi como otros estudios genéticos.

Esta tesis contribuye al avance en el conocimiento del modo de accién que ejercen en
conjunto la temperatura y la radiacion solar interceptada sobre el peso y el porcentaje de aceite
de los granos. El estudio realizado permite de esta manera avanzar hacia la integracion de los
multiples factores ambientales que definen el peso y calidad de los granos, y que en condiciones
naturales inciden sobre las plantas de manera contemporanea o secuencial. Asi, a partir de los
modelos de respuesta definidos para la accioén individual de cada factor ajustados con datos
empiricos obtenidos en experimentos a campo en localidades ubicadas en diferentes latitudes y
afios donde se aplicaron tratamientos que modificaron la RSI, y aplicando el modelo
ecofisiologico, fue posible establecer que la temperatura ejerce su efecto de manera indirecta
(por acortamiento del periodo critico) y directa.

Desde hace tiempo se conoce que la temperatura afecta el peso unitario de los granos
mediada por cambios en la duracioén o tasa de crecimiento de los mismos (Ploschuk y Hall,
1995). Por otro lado, se habia reportado la disminucion del peso y porcentaje de aceite como
consecuencia de la reduccion en la radiacion solar interceptada acumulada en el periodo 250-
450°Cd df (Aguirrezabal et al., 2003). En dicho estudio no se encontro6 efecto de la temperatura
sobre el peso y el porcentaje de aceite, probablemente debido al bajo rango de temperaturas
medias ocurridas en los experimentos. Con los experimentos realizados en esta tesis fue posible
determinar el modo en que ejercen su accion la temperatura y la radiacion solar interceptada
sobre el peso y porcentaje de aceite de los granos. En condiciones naturales y en un amplio
rango de temperaturas medias durante el llenado de granos, la temperatura produjo el
acortamiento del periodo de llenado causando una menor acumulacion de radiacion solar
interceptada en el periodo critico (Cap 4, Fig. 4.7). En consecuencia, la disminucion del peso de
los granos y del porcentaje de aceite observado en los experimentos realizados en el campo, con
diferentes tratamientos que modificaron la radiacion solar interceptada, fue ocasionada
indirectamente por la temperatura a través de la menor acumulacion de RSI. Sin embargo,

también se registro evidencia que el efecto de la temperatura no fue exclusivamente mediado
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por la disminucién en la radiacion solar interceptada, sino que parte de esta respuesta se debio a
un efecto directo de la temperatura sobre el peso y el porcentaje de aceite. Esta afirmacion esta
basada en los resultados obtenidos para el peso de los granos y porcentaje de aceite en
experimentos realizados a temperaturas medias elevadas, los que no se correspondieron con los
resultados que se obtendrian para un mismo nivel de radiacion solar interceptada (Cap 4, Fig
4.8). No es probable que esta diferencia en los valores obtenidos en los experimentos en el
campo se deba a un efecto asociado a la localidad en estudio diferente a la temperatura, ya que
en todos los casos los residuales de la funcion entre peso de granos o porcentaje de aceite y
radiacion solar interceptada (calculados dependiendo del hibrido investigado para dos o tres
localidades) se relacionaron con la temperatura, tendiendo a incrementarse los mismos en la
medida que esta fue mayor. Este resultado apoya la idea que el efecto es atribuible a diferencias
en temperatura media entre experimentos, con lo cual se trataria de un efecto directo de la
temperatura sobre el peso de los granos y el porcentaje de aceite. La disminucion del peso de
granos y del porcentaje de aceite causada por el aumento de la temperatura, no seria atribuible al
efecto de estrés térmico por altas temperaturas. Las investigaciones realizadas en girasol sobre
el efecto directo de exposiciones a altas temperaturas, definieron que son necesarias
temperaturas constantes superiores a 35°C aplicadas durante siete dias consecutivos (Rondanini
et al., 2003) o cuatro a mas dias de temperaturas alternantes dia/noche (que resulten en
temperaturas medias >30°C) (Rondanini et al., 2006) para disminuir el rendimiento y calidad de
los granos. Si bien en esta tesis, en algunos experimentos en el campo, se registraron
temperaturas maximas altas, éstas no se asemejan ni en la duracion ni en la intensidad a las
reportadas por estos autores.

El efecto directo de la temperatura sobre el peso de los granos y el porcentaje de aceite,
independiente de aquél sobre la tasa de desarrollo y la duracion del estadio critico, seria
probablemente debido al incremento de la respiracion de los granos que ocurre al incrementarse

la misma (Hall et al., 1990).

Aportes al mejoramiento genético y manejo

Las relaciones cuantitativas definidas y validadas entre caracteristicas de peso y calidad de
granos y factores ambientales (como las establecidas esta tesis) son de utilidad para el
mejoramiento genético y podrian ser un medio para cuantificar interacciones genotipo X
ambiente (GXE), uno de los grandes desafios de los fitomejoradores (Aguirrezabal et al, 2009).
En efecto, si los modelos son suficientemente robustos, un set de parametros representa un
genotipo (Hammer et al., 2006; Messina et al., 2009), y pueden ser usados para analizar

caracteres complejos con alta GXE y efectos pleiotropicos (Reymond et al., 2003).
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El modelo empirico sigmoideo permitié evidenciar la variabilidad genética de la respuesta
del porcentaje de acido oleico a la temperatura minima nocturna, en genotipos con composicion
acidica mejorada. Los parametros de la funcion son utiles para definir diferentes estrategias en
el mejoramiento genético de la calidad del aceite. Asi, la minima concentracion de acido oleico
(o) fue mas variable que la maxima concentracion (yme). Esta mayor variabilidad genética del
parametro yy, se habia también reportado para hibridos tradicionales (Izquierdo y Aguirrezabal,
2008) e indica las variaciones maximas en la calidad del aceite que se pueden obtener entre
diferentes zonas y fechas de siembra al modificarse el periodo 100-300 °C ddf. Los genotipos
que tienen mayor estabilidad (menor b..4) ¥ a su vez alcanzan altos porcentajes de acido oleico
(mayor ymax) representan gran conveniencia y constituyen un objetivo sustancial en los planes de
mejoramiento.

Los ajustes realizados al porcentaje de acido oleico en funcion de TMN son también utiles
para el manejo del cultivo con miras a obtener calidades especificas de producto. Para una
misma temperatura, hay hibridos que potencialmente producirdn mayor porcentaje de acido
oleico. Las variaciones de estos parametros adquieren importancia al momento de seleccionar el
hibrido a sembrar, como también la fecha de siembra, y constituye una herramienta decisiva
para obtener una composicion acidica determinada, posibilitando la obtencion de aceites con
diferentes calidades (culinarias, industriales, etc). Los hibridos que mantienen su estabilidad
entre ambientes podrian sembrarse en un amplio rango de condiciones ambientales manteniendo
la calidad del aceite.

Simulaciones aplicando el modelo sigmoideo (Angeloni et al., 2017) que incluyen los
ajustes a datos empiricos obtenidos para diferentes hibridos alto oleico permitieron determinar
que, actualmente, no se alcanza el maximo porcentaje de acido oleico en el 50% de los hibridos
estudiados, para algunas fechas de siembra, ain en las localidades mas calidas. Las mismas
simulaciones mostraron que en un escenario futuro de calentamiento global, el 30% de los
hibridos estudiados podria no alcanzar el maximo porcentaje de acido oleico en las localidades
mas frias (Angeloni et al., 2017). A su vez, en esta tesis, fue posible definir las temperaturas que
permitirian evaluar fenotipicamente el porcentaje de acido oleico en un gran nimero de
experimentos (Cap 3). En los programas de mejoramiento, la identificacion de hibridos alto
oleico con maximos porcentajes de acido oleico es costosa e insume mucho tiempo. Para esto,
las plantas deben ser cultivadas en un amplio rango de temperaturas durante el llenado de
granos con el fin de generar una clasificacion y seleccionar aquellos genotipos con valores
promedios mas altos. Aplicando el modelo sigmoideo de respuesta del porcentaje de acido
oleico a la temperatura minima nocturna, se determinaron temperaturas claves que podrian

facilitar la identificacién de los mejores genotipos alto oleico mediante el fenotipado de altos
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porcentajes de acido oleico con un bajo nimero de experimentos (por ejemplo, en condiciones
controladas o semi controlados como camaras de crecimiento o invernaderos). Aunque el
fenotipado del porcentaje de acido oleico en condiciones controladas o semi controladas
resultaria dificil en las primeras etapas del proceso de mejoramiento, en las que un gran nimero
de genotipos es frecuentemente evaluado, podria ser util durante las ultimas etapas para
confirmar la clasificacion de los materiales genéticos seleccionados. Una alternativa interesante
en las primeras etapas del mejoramiento seria realizar el fenotipado del porcentaje de acido
oleico a campo seleccionando los ambientes o las localidades.

Los métodos utilizados en esta tesis para identificar los ambientes o combinaciones de
ambientes para el fenotipado en Argentina, podrian aplicarse con el mismo objetivo para las
diferentes regiones del mundo donde se cultiva girasol. Siguiendo el mecanismo propuesto para
determinar temperaturas claves para fenotipar altos porcentajes de acido oleico, el modelo bi-
lineal establecido en esta tesis para la respuesta del peso y porcentaje de aceite a la temperatura,
podria aplicarse para delimitar zonas que permitan obtener maximos pesos y porcentajes de
aceite. Asi, el plateau de la funcion bi lineal representa la maxima respuesta a la temperatura,
tanto en lo que se refiere a peso de granos como al porcentaje de aceite. Considerando las
temperaturas definidas por el punto de inflexion de la funcion, en regiones cuya temperatura
media durante el llenado no supere 21°C se lograrian fenotipar genotipos tradicionales con altos
peso de granos. Alternativamente, zonas o localidades con 17°C de temperatura media en el
llenado, servirian para fenotipar genotipos con elevados porcentajes de aceite. En este sentido,
un logro importante para favorecer los planes de mejoramiento seria identificar las temperaturas
que posibiliten fenotipar todos los componentes de rendimiento y calidad.

El fenotipado del porcentaje de acido oleico podria abordarse también teniendo en cuenta
las respuestas aditivas reportadas (Echarte et al, 2010). En este sentido, con los parametros del
modelo aditivo establecido para la respuesta del porcentaje de acido oleico al efecto conjunto de
la temperatura y la radiacion solar interceptada (Echarte et al, 2010), podrian identificarse
ambientes con alta temperatura y radiacion solar interceptada, en los que se asegure la
produccion de aceites con altos porcentajes de acido oleico. Dada la respuesta aditiva entre
radiacion solar interceptada y temperatura minima nocturna, los resultados sugieren que una
manera simple para mejorar la eficiencia de fenotipado de la respuesta de 4cido oleico a MNT
en cualquier ambiente seria mediante el raleo de plantas en fin de floracion en cultivos
sembrados a una densidad normal. Esto resultaria en altos niveles de radiacion solar
interceptada por planta, para la temperatura que se registre en dicho ambiente. Esto seria util en
hibridos tradicionales, cuyo porcentaje de acido oleico en el aceite responde a la radiacion solar

interceptada. El efecto de la radiacion solar interceptada por las plantas merece ser estudiado en
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profundidad para determinar la respuesta de hibridos de girasol alto oleico. En este sentido se ha
observado que la RSI por planta durante el llenado de granos afectd la composicion acidica de

genotipos de girasol alto estearico-alto oleico (Martinez et. al., 2012).

5.3 PERSPECTIVAS

En esta tesis se caracterizaron las respuestas del peso y calidad de los granos de hibridos de
girasol con diferente composicion acidica potencial a las variaciones de la temperatura y la
radiacion solar interceptada por planta. De los resultados obtenidos y presentados aqui surgen
algunos interrogantes no resueltos en esta tesis. A continuacion, se presentan dichos

interrogantes y la manera en que podrian abordarse.

Uno de los resultados mas importantes originados en esta tesis surgio del estudio de la
respuesta del porcentaje de acido oleico a la temperatura minima nocturna en 17 hibridos alto
oleico, permitiendo demostrar que el modelo sigmoideo es aplicable a hibridos con composicion
acidica diferenciada. En otras especies la respuesta del porcentaje de oleico a la temperatura ha
sido descripta mediante modelos de tipo lineal. Es posible que esto se deba a que el numero de
experimentos, especialmente a baja y alta temperatura haya sido bajo y o que el rango de
temperaturas haya sido menor que el explorado en esta tesis. Seria interesante por lo tanto
conocer si el modelo de respuesta del porcentaje de dacido oleico a la temperatura minima
nocturna es aplicable otras especies oleaginosas.

Para ello las redes de ensayos territoriales posibilitan contar con datos de componentes de
rendimiento y calidad de genotipos cultivados en distintas zonas las que representan
condiciones ambientales diferentes. Como estos ensayos se realizan en fechas de siembra
optima, se podrian complementar con algunos experimentos, especialmente para explorar altas y
bajas temperaturas que no fueran cubiertas por dichos ensayos.

El uso de datos de estos ensayos en girasol, permiti6 realizar un estudio amplio aplicando el
modelo de respuesta sigmoideo, con el cual se definieron temperaturas claves para evaluar
fenotipicamente porcentajes de acido oleico. Aplicando la misma metodologia se podrian
definir temperaturas para evaluar fenotipicamente la respuesta a la temperatura minima

nocturna de hibridos tradicionales.

El estudio de la temperatura y la radiacion solar interceptada sobre el peso de granos y
porcentaje de aceite, posibilitod caracterizar la respuesta de estos componentes del rendimiento a
la accion individual y conjunta de ambos factores ambientales. El patrén de respuesta bi-lineal
determinado en condiciones controladas en esta tesis para el peso de granos y porcentaje de
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aceite, también fue aplicado para estudiar el efecto de la temperatura en olivo (Garcia-Inza,
2014). En este sentido, al ser el mismo patron de respuesta para estas dos especies, podria ser
que este modelo se exprese en otras especies para explicar el efecto de la temperatura. Para
investigar este aspecto, serian de utilidad experimentos en condiciones controladas o en el
campo utilizando dispositivos que aumenten la temperatura de los frutos como el utilizado por
(Garcia-Inza, 2014).

Seria de gran utilidad aplicar este modelo para evaluar la variabilidad genética de la
respuesta utilizando un conjunto mayor de hibridos de girasol. Esto permitiria avanzar en la

comprension de la variabilidad natural del peso y porcentaje de aceite en condiciones de campo.
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Fig. A.1 Peso final de los granos (PG) en funcion de la radiacion solar interceptada por planta
(RSI) acumulada en el periodo de llenado de granos para hibridos tradicionales (ACAS885 y
DK3820). Los simbolos corresponden a los experimentos de campo en cada localidad y afio. La
linea continua representa la Ecuacion 3 ajustada a los datos experimentales.
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Fig. A.2. Porcentaje de aceite ([A] (%)) en funcion de la radiacion solar interceptada por planta
(RSI) acumulada en el periodo de llenado de granos para hibridos tradicionales (ACA885 y
DK3820). Los simbolos corresponden a los experimentos de campo en cada localidad y afio. La
linea continua representa la Ecuacion 3 ajustada a los datos experimentales.
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