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Introduccion

Se estima que para el ano 2050 la poblaciéon mundial alcanzara los 10.000 millones de personas.
En este contexto, uno de los desafios que enfrenta la humanidad es proveer de alimentos en cantidad y
calidad necesaria a esta poblacién en constante aumento. Para alcanzar este desafi6 se estima que el
rendimiento de los principales cultivos, incluido el trigo, deberia aumentar en gran medida durante las
proximas décadas (Basile, 2019). A nivel mundial, el trigo (Triticum aestivum) es considerado uno de
los tres cereales mas importantes debido principalmente a su volumen de produccion, a su dispersion
geografica y a que es una fuente de nutrientes y proteinas esenciales para la nutriciéon (FAO, 2002). En
los paises en desarrollo el trigo provee el 28% de la materia seca consumida y el 60% de las calorias
ingeridas diariamente (Kenzhebayeva et al., 2019; Balk et al., 2019) y en las regiones del mundo que
tienen gran parte de su dieta basada en trigo, los granos enteros representan la mayor fuente de
micronutrientes tales como Zinc (Zn), Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Magnesio (Mg), y vitaminas By E

(Velu et al., 2017).

Desde hace mas de medio siglo el area total cultivada con trigo a nivel mundial se encuentra
estabilizada en un poco mas de 200 MHa; sin embargo, a pesar de que en los tltimos anos se ha puesto
de manifiesto una leve disminucién de la tasa de crecimiento de la produccion, las nuevas practicas
agricolas y el mejoramiento del cultivo llevaron a un aumento sostenido de la productividad (Gonzalez

et al., 2018).

En Argentina el trigo, junto a la soja y el maiz, es el tercer cultivo mas importante. El
rendimiento promedio de este cereal en Argentina durante el periodo 2013-2017 fue de 2,86 t/Ha
ubicandose por bajo del maiz (7,15 t/Ha) y la soja (2,93 t/Ha). En cuanto al area cosechada durante el
mismo periodo de tiempo, el drea destinada al trigo fue de 4,20 MHa mientras que para la soja y el maiz

fue de 18,97y 5,25 MHa respectivamente (FAO, 2017).

Durante los ultimos 50 afios y, a partir de la denominada Revoluciéon Verde, los esfuerzos de

mejoramiento de trigo estuvieron focalizados en el aumento de la productividad y en los factores



relacionados a la misma (Trethowan et al., 2007). La generacion de plantas semienanas, mediante la
introgresion de variantes alélicas de los genes Rht (Reduced height genes), Rht1 (Rht-Bib) y Rht2 (Rht-
Di1b), promovié el aumento de los rendimiento debido principalmente a una disminucion de las
pérdidas por volcamiento cuando las plantas son cultivadas en ambientes muy productivos, ademas de
mejorar los indices de cosecha (Velu et al., 2017). Otro avance importante en el mejoramiento de la
productividad de trigo vino de la mano de la incorporacion de variantes alélicas de los genes Pdp;, Pdp-
y Pdp; (Trethowan et al., 2007). Dichos genes regulan el tiempo de floraciéon en trigo, el que es
influenciado por el fotoperiodo. La insensibilidad al fotoperiodo es un caracter dominante y basta con
que un solo alelo de esos tres genes sea dominante para que se manifieste (Trethowan et al., 2007). De
esta manera, si se usan trigos sensibles al fotoperiodo en bajas latitudes disminuye el rendimiento, por
lo que el uso de variedades insensibles al fotoperiodo y que florecen tempranamente promovié a un
aumento de la productividad (Trethowan et al., 2007). Ademas de la modificacién de la altura de las
plantas y de la sensibilidad al fotoperiodo, se destacan otras caracteristicas no menos relevantes para la
mejora de este cereal, por ejemplo: la incorporacion de resistencia a enfermedades y una mayor
acumulacion de biomasa (Velu et al., 2014), resistencia a herbicidas (Zhou et al., 1995 y Hu et al,
2003), resistencia a estrés hidrico y salinidad (Abebe et al., 2003) y el aumento de la calidad nutricional
del grano (Uauy et al., 2006). Sin embargo, y a pesar de que en este periodo de tiempo se ha alcanzado
un aumento sostenido de la productividad, en términos de calidad no hubo una mejora de la misma
magnitud en cuanto a la cantidad de proteinas ni de los nutrientes minerales contenidos en los granos
(Velu et al., 2014). El aumento del rendimiento promovié una disminuciéon de la concentraciéon de
elementos esenciales para la dieta humana debido a un “efecto de dilucién” (Cakmak & Kutman, 2018),
observandose una correlacion negativa entre algunos nutrientes (Zn y Fe) y el rendimiento (Fan et al.,
2008). La introduccion de los genes Rht disminuy6 la concentraciéon de nutrientes en el grano y, a pesar
de que hubo un aumento en la redistribucion de fotosintatos en la planta desde los tejidos vegetativos al

grano, éste no se vio reflejado en la redistribuciéon de los minerales hacia los granos (Fan et al., 2008).



Necesidad de aumentar la concentracion de Zn y Fe en las partes comestibles de

los cultivos

En las células el Zinc (Zn) cumple funciones cataliticas y estructurales junto a un namero
considerable de proteinas. El 10% del proteoma humano (unas 3000 proteinas) tiene al Zn como su
cofactor (Palmgren et al., 2008; Kenzhebayeva et al., 2019). A su vez, el hierro (Fe), esta involucrado en
un gran numero de procesos metabdlicos tales como el transporte de oxigeno, la sintesis del ADN y la
cadena transportadora de electrones. El 70% del Fe del cuerpo humano se encuentra unido a
hemoglobina en la sangre y a la mioglobina en los musculos, mientras que el otro 30% se encuentra
unido a otras proteinas o almacenado en tejidos. (Kenzhebayeva et al., 2019). Como se observa, tanto el
Fe como el Zn son micronutrientes esenciales para la dieta humana y cuando su ingesta es insuficiente
se pone en riesgo el normal crecimiento y desarrollo de las personas. Las deficiencias de Fe y Zn se
encuentran en el 5° y 6° lugar respectivamente en el ranking de los factores de riesgo para la salud en
paises en desarrollo, posicionandose en el 11° y 9° lugar a nivel mundial, respectivamente (WHO,
2002). Actualmente, la deficiencia de micronutrientes, también conocida como “hambre oculta”, es uno
de los desafios méas importantes a los que se enfrenta la humanidad (Velu, et al., 2019), siendo un
problema de consideracion en paises con bajos y medianos ingresos donde la dieta esta constituida
basicamente por cereales, en gran medida trigo, los cuales carecen de niveles adecuados de estos
micronutrientes (Figura 1; Kenzhebayeva et al., 2019). Es por ello que, una mejora de la acumulacion de
Fe y Zn en los granos de trigo podria resultar en una mejora de las condiciones nutricionales de un

numero considerable de personas a nivel mundial, sobre todo en paises en vias de desarrollo.
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Figu}'a 1. Mapas de distribucion de la deficiencia de Hierro (A) y Zinc (B) en humanos. Extraidos del
BPI (Indice de Prioridad de Biofortificacion) de HarvestPlus (https://www.harvestplus.org/).

Biodisponibilidad de nutrientes esenciales

La biodisponibilidad puede ser definida como la proporcion de nutrientes que es
verdaderamente absorbido y utilizado por quien ingiere los alimentos. La presencia de cantidades
elevadas de algunos compuestos puede afectar la biodisponibilidad de Fe, Zn y eventualmente otros
nutrientes contenidos en los granos de trigo. El 4cido fitico es un acido organico que contiene fésforo en
su composiciéon quimica, encontrandose preferencialmente en los granos de los cereales. La presencia
de acido fitico (o fitatos) en los alimentos reduce la biodisponibilidad de Zn y Fe (y otros elementos)
impidiendo la correcta absorcion de estos nutrientes en los intestinos por lo que es considerado un
antinutriente. En los granos de trigo, del total de P contenido, entre un 65% - 85% corresponde a fitatos
(Cakmak, 2008; Yousaf et al., 2019; Saxena et al. 2019) por lo que se estima que la biodisponibilidad de
Zn 'y Fe es del 25% y el 5%, respectivamente (Cakmak et al., 2010). Teniendo en cuenta lo expuesto, una
disminucion del contenido de P en los granos podria eventualmente redundar en una mejora de la
biodisponibilidad del Zn y Fe ya presente en los granos, por lo que es fundamental estudiar este

elemento.

Debido a que los nutrientes no estan distribuidos uniformemente en los granos de trigo, un
aspecto a considerar, es la disposiciéon de los mismos en los diferentes tejidos de los granos. La mayor
proporcion del Zn, las proteinas y el fitato de la semilla se ubica en la capa de aleuronay en el embrion,

los que son removidos durante el proceso de molienda tradicional del grano para la fabricaciéon de



harina (Cakmak, 2008). La identificacién de los genes determinantes del aumento de la concentracion
de Zn, Fe, y de forma simultdnea, una disminucion de fitatos, ademas de la relocalizaci6on de estos
elementos en partes constituyentes de las harinas (endosperma) de los granos de trigo, es un objetivo

ampliamente buscado en los programas de mejoramiento de la calidad nutricional de trigo.

Otros elementos de interés constituyentes de los granos de trigo

Con respecto a los otros elementos, el Mn est4 asociado con el desarrollo del sistema 6seo y con
el metabolismo de aminoacidos, lipidos y carbohidratos (Fraga, 2005). El Cu es necesario para el
desarrollo del tejido conectivo, nervioso y 6seo, también participa junto al Fe en el metabolismo y actta
junto a una gran variedad de enzimas como reductor (Fraga, 2005). El K es el catién principal en el
fluido intracelular regulando la presiéon osmética, también estd involucrado en el metabolismo
energético, el impulso nervioso y la contraccion muscular (Soetan at al., 2010). El P juega un rol
fundamental en el metabolismo energético como parte del ATP y es componente de los fosfolipidos y
fosfoproteinas ademés de actuar como buffer del pH (Soetan at al., 2010). El Ca es requerido para el
desarrollo y crecimiento del esqueleto (Frossard et al., 2000) y para la regulacion de la funcién motora
(Soetan at al., 2010). El Mg actia en la sintesis proteica y es el componente de diversas enzimas
actuando como un activador de las mismas, en particular en las que utilizan ATP (Cashman & Flynn,
1999). El Sr tiene propiedades quimicas muy similares a las del Ca por lo que suele sustituirlo
(Maksimovic et al., 2017) y causar problemas en la calcificaciéon de los huesos y caries dentales (Soetan
at al., 2010). El Al es toxico para el cerebro, higado, corazéon y la medula 6sea y causa diversas

patologias en los sistemas que involucran a esos 6rganos (Nayak, 2002).

El estudio del ionoma como una estrategia de biofortificacion para el

mejoramiento de la calidad nutricional de los cultivos
La composicion de nutrientes minerales y elementos traza presentes en un organismo se conoce
con el nombre de ionoma (Salt et al., 2008). Su estudio (la ionémica) ha permitido la identificacion de

genes que controlan su composicion o las variaciones naturales de éste en distintos grupos de plantas
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(Huang & Salt, 2016). Tomando como ejemplo a Arabidopsis thaliana, Huang & Salt (2016) mencionan
algunos de los genes identificados utilizando el ionoma como: FRD3 un transportador de citrato que se
asocia a un alto contenido de Mn y Cobalto, SGN1 una quinasa asociada a alto Mg o MOT1 un

transportador de Molibdeno (Mo) asociado a bajo contenido de Mo.

El proceso de incrementar la densidad de nutrientes en los granos de los cultivos primarios a
través del cruzamiento vegetal tradicional y/o mediante el uso de técnicas biotecnoldgicas modernas,
con el objetivo de lograr un impacto apreciable y positivo en la salud humana, se conoce con el nombre
de biofortificacion (Cakmak, 2010). Esta estrategia se presenta como una solucién econémica y
sustentable a los problemas mundiales de malnutricion mineral (Velu & Singh, 2019; Kenzhebayeva et
al., 2019). Dos mecanismos han sido propuestos para alcanzar una mejora en la biofortificacion de los
cultivos: i) La biofortificacion agronémica que consiste en la aplicacion de fertilizantes durante el
crecimiento de los cultivos, ofreciendo una solucion rapida al problema, sin embargo presenta un alto
costo econdémico debido a que hay que aplicar fertilizante cada vez que se cultiva; y 17) La
biofortificaciéon genética, que consiste en la mejora genética por cruzamiento o por la modificacion
genética de los cultivos, con el objetivo de obtener genotipos capaces de acumular més nutrientes
minerales en sus partes comestibles (Cakmak et al., 2008; Velu et al., 2014; Balk et al., 2019). Esta
altima, es una estrategia cuyo costo se disuelve en el tiempo y es duradera ya que, una vez finalizado el
desarrollo del cultivar, se lo introduce en el mercado amortizandose en el tiempo debido a que se reduce
la cantidad de fertilizante y otros insumos utilizados. Por otro lado, hay algunos beneficios agron6micos
asociados al uso de cultivares con una mayor capacidad de acumulaciéon de Zn, y eventualmente otros
nutrientes, en donde se destaca una mayor tolerancia al estrés abibtico y a los patdégenos del suelo, un
aumento del vigor y la viabilidad de las semillas y la reduccién de la densidad de siembra lo que
permitiria minimizar pérdidas y reducir los costos (Cakmak, 2008; Velu et al., 2014; Velu et al., 2019,
Cu et al., 2020). Dentro de las desventajas asociadas a esta segunda estrategia podemos destacar: el

tiempo de desarrollo de los cultivares, ya que no se puede saber a priori si sera efectiva y depende de la
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cantidad de nutrientes disponibles en el suelo, por tal motivo, se considera a la fertilizacion como

complementaria a la biofortificacion genética (Cakmak, 2008).

En la actualidad diversas herramientas son utilizadas para avanzar en la biofortificacion de los
cultivos, incluido el trigo: 7) El cruzamiento convencional y el molecular, referido al cruzamiento
asistido por marcadores, a la seleccion genémica, al mapeo de Locus de Caracteres Cuantitativos (QTL,
Quantitative Trait Loci) o al mapeo por asociacion (GWAS, Genomic Wide Association Studies), y ii) la
modificacion genética mediante transgénesis (Cakmak & Kutman, 2018). Aunque el mapeo de QTL es
clave para entender la genética detras de los caracteres complejos (Basile et al., 2019), los analisis de
mapeo por asociacion usando Polimorfismos de Nucle6tido Simple (SNPs) presentan algunas ventajas
adicionales: se alcanza una mejor resolucion, hay una mayor cobertura del genoma y se puede trabajar
con gran cantidad de lineas (Velu et al., 2018). Ademas los anélisis de mapeo por asociacion permiten el
estudio de caracteres complejos, controlados por multiples genes, como es el caso de la acumulacion de
minerales en el grano (Arora et al., 2019; Velu et al., 2018). La publicacion del genoma de trigo (Appels
et al., 2018), asi como el desarrollo de marcadores moleculares con una alta resolucién para trigo (Allen
et al., 2017) ha posibilitado la realizaciéon de estudios de mapeo por asociacion en esta especie. Si bien,
el uso de SNPs en estos analisis presenta algunas limitaciones: solo proveen informacion bialélica y las
asociaciones entre fenotipo y genotipo encontradas no se deben en general a las razones causales del
fenotipo, sino a que hay loci en desequilibrio de ligamiento (LD) con un gen o una secuencia
controladora (Basile et al., 2019). Para superar estos 2 problemas del uso de SNPs, en Basile et al.
(2019) sugieren que en el andlisis de mapeo por asociacion se utilicen haplotipos, es decir,
combinaciones de SNPs en una region cromosomica determinada. Al hacer uso de herramientas con la
capacidad de producir gran cantidad de resultados de manera eficiente, como por ejemplo un estudio de
mapeo por asociacion con haplotipos, es necesario utilizar herramientas de fenotipado de una calidad

equivalente como el analisis del ionoma (Huang & Salt, 2016).
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Para poder llevar a cabo un programa de mejoramiento, se hace necesario evaluar la variabilidad
genética intraespecifica mediante el analisis del ionoma y, eventualmente, identificar los factores
genéticos que la promueven, para la caracteristica de interés (Cakmak et al., 2008), en nuestro caso esa

caracteristica es la acumulacion de nutrientes en el grano de trigo.

Recientemente ha sido desarrollada una poblacion de mapeo por asociacién conformada por
cultivares de trigos argentinos (Vancetti et al. 2013). Dicha poblacion esta conformada por 102 lineas
subdivididas en 4 subpoblaciones (Figura 2, Basile et al., 2019) que se corresponden con sus origenes.
La subpoblacion 1 incluye cultivares de origen francés y contiene las lineas de las compaiias Nydera,
Syngenta y Sursem. La subpoblacién 2 comprende a la mayoria de cultivares antiguos o también
llamados tradicionales (9 de los 12 liberados entre 1930 y 1990), y a las lineas liberadas hasta el 2010
por la compafiia Don Mario. La subpoblacion 3 incluye cultivares liberados por la compaiia Klein
(46,15% de la subpoblacion), ACA, Buck, INTA y Relmd, encontrandose también cultivares del
CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo). La subpoblacién 4 estd conformada
por cultivares liberados por INTA (33,33% de la subpoblacion), Klein, ACA, Relmé y CIMMYT.
Mediante un mapeo por asociacién utilizando haplotipos Basile et al., 2019 encontraron en esta
poblacién 97 regiones cromosdémicas asociadas a componentes del rendimiento y otras caracteristicas.
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Figura 2. Detalle de la estructura de la poblacion de mapeo por asociacién conformada por 102 lineas
de trigos argentinos donde se observan 4 subpoblaciones (Adaptado de Basile et al., 2019).
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Objetivo general
Uno de los interrogantes que se busca explorar en este trabajo es la posibilidad de la existencia
de variabilidad para la acumulacion de nutrientes en los granos de trigo, la que eventualmente podria

estar asociada a regiones discretas del genoma.

Por tal motivo, el objetivo general de este trabajo fue evaluar la variabilidad en la acumulaci6on
de macronutrientes (P, K, Mg y Ca) y micronutrientes (Zn, Fe, Mn y Cu) ademéas de Al y Sr en una
poblaciéon de mapeo por asociacién de trigos argentinos con el objeto de identificar regiones gen6micas
de interés, y eventualmente identificar genes de interés, para ser incorporados en estudios tendientes a

la biofortificaciéon de esta especie.

Hipoétesis y objetivos secundarios.

Las hipétesis de partida son:

e En la poblacion estudiada existe suficiente variabilidad en la acumulaciéon de Zn, Fe, Mn,
Cu, P, K, Mg, Ca, Al y Sr en los granos, por lo que es posible identificar regiones
gendmicas asociadas a un aumento de la concentracion de tales elementos.

e Existen diferencias significativas para el contenido de elementos entre subpoblaciones.

e Existe una relacion negativa entre los principales nutrientes y el peso de mil granos, uno

de los componentes del rendimiento.
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Los objetivos especificos son:

e Estudiar la variabilidad intraespecifica en la composiciéon del ionoma de los granos
presente en una poblacion de mapeo por asociacion de cultivares argentinos.

e Estudiar la variabilidad en la acumulacién de elementos entre las subpoblaciones de la
poblacion.

e Conocer la relacidon que existe entre los principales elementos constituyentes del ionoma
de la poblacion estudiada, y también su relacién con un caracter agronémico de interés
(peso de mil granos).

e Sobre la base de datos obtenidos, avanzar en la identificacion de las regiones genémicas,
y eventualmente genes candidatos, asociadas a variaciones significativas de la

acumulacion micronutrientes de interés, particularmente zinc (Zn), hierro (Fe) y fosforo

(P).
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Materiales y métodos

Material vegetal

El material vegetal utilizado corresponde a muestras de semillas provenientes de una poblacion
de mapeo por asociacion conformada por 102 lineas de trigo panadero (Triticum aestivum) de
cultivares argentinos (Basile et al., 2019). Las muestras fueron obtenidas de un experimento realizado a
campo en la localidad de Marcos Juarez (Provincia de Cérdoba) durante el afio 2017. Se analiz6é una
réplica por linea ensayada. Las semillas de las lineas estudiadas fueron generosamente proveidas por el

Dr. Leonardo Vanzetti (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, INTA).

Obtencion y digestion acida de los granos de trigo

Para la obtencion de las muestras de harina, aproximadamente 1 g de semillas fueron molidas en
un molinillo mecanico equipado con una malla de 0,1 mm. Previo a la digestion, la harina obtenida se
secod en estufa a 70 °C durante, al menos, 48 hs. La digestion de las muestras se realiz6 segin un

protocolo adaptado de Gydri (2005) y que se detalla a continuacion:

- Predigestion: Una vez que las muestras fueron extraidas de la estufa fueron mantenidas en un
desecador con silica gel de forma de prevenir su rehidrataciéon. Alrededor de 250 mg de harina se
transfirieron a tubos de vidrio debidamente rotulados. Posteriormente se adicion6 2 ml de HNO; 65%
(Suprapur, Merk). Con el objetivo de reducir la emision de vapores, los tubos se taparon con una esfera
de vidrio. La predigestion se llevo adelante durante la noche a T° ambiente.

- Digestion: Primeramente, los tubos conteniendo las muestras predigeridas se incubaron durante
30 minutos a 105 °C en un Termoreactor HI 839800 (HANNA instruments). Posteriormente se
adicionaron 0,75 ml de H.O. 30% Pro-analisis (Cicarelli) y se incubaron durante 3 hs a 105 °C. Luego,
las muestras se incubaron a 150 °C durante 1 hora para finalizar el proceso de digestion. El digesto
obtenido fue transferido a un tubo donde se enraz6 a un volumen final de 5 ml. Para eliminar

impurezas, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a media potencia en una centrifuga CM
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2036 (Rolco S.R.L.). Finalmente se obtuvo una alicuota de 4 ml a partir de la cual se realizaron las

determinaciones analiticas. Con el objetivo de minimizar el error asociado a posibles contaminaciones,

en cada ronda de digestion se colocaron los controles correspondientes.

Determinacion de contenido de nutrientes en los digestos.

Distintas aproximaciones metodoldgicas fueron utilizadas para la cuantificacion y posterior

estimacion de las concentraciones de distintos elementos presentes en los granos.

Determinacion de micro y macroelementos por emision atémica de plasma por

microondas

En los digestos obtenidos, de determiné la concentracion de Aluminio (Al), Calcio (Ca), Cobre

(Cu), Estroncio (Sr) Hierro (Fe), Magnesio (Mg), Manganeso (Mn) y Zinc (Zn) mediante espectrometria

de emision atémica de plasma por microondas (MP-AES 4200, Agilent Technologies). Las longitudes

de onda de lectura para cada elemento quimico fueron seleccionadas teniendo en cuenta maximizar la

sefal de emision y simultdneamente minimizar interferencias con otros elementos. Las condiciones de

medicion se ajustaron a las recomendaciones del fabricante del equipo. En la tabla siguiente se resumen

las condiciones de medicidn utilizadas.

Tabla 1. Condiciones de operacion del equipo de MP-AES para la estimacion de la concentraciéon de Ca,
Mg, Al, Cu, Sr, Fe, Mn y Zn.

Parametros Ca Mg Al Cu Sr Fe Mn Zn
Longitud de onda (nm) 422.673 | 285.213 | 396.152 | 324.754 | 421.552 | 371.993 | 403.076 | 213.857
Replicas 3

Pump Rate (rpm) 15

Read time (s) 3

Nebulizer Flow (L/min) 0,55

Rinse time (s) 10

Sample uptake delay (s) 30

Stabilization time (S) 10
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Determinacién de contenido de P

La concentracion de P de los digestos se determin segtn la técnica colorimétrica del amarillo de
vanadato adaptado de Kitson & Mellon (1944) para la mediciéon en microplaca. La mezcla de reaccion se
realizd de la siguiente manera: Primeramente, y para asegurar que la concentracion de P estimado en
las muestras se encuentre dentro de la curva de calibracién, 75 puL de una dilucién 1/10 de los digestos
originales fueron utilizados en cada medicién. Siguiendo una secuencia, luego se adicion6 30 pL de
Solucion A (ver composicion mas abajo) a cada pocillo, seguido de 30 uL de Soluciéon B y 165 uL. de H20
desionizada-destilada. La curva de calibracion se construy6 con soluciones conteniendo o, 10, 20, 40,
50y 60 ppm de P. Previa agitacion durante 20 segundos, se midi6 la absorbancia a 460 nm en el lector
de microplacas Synergy H1 (Biotek). Tanto, los puntos de la curva de calibracién como de los digestos se
midieron por triplicado, promedidndose los valores obtenidos. La presencia de P en las muestras

control fueron tratadas sin ser diluidas.

Preparacion de las soluciones de reaccion:

Soluciéon A: disolver 1,25 g de NH,VO; en 250 ml de H.O hirviendo, enfriar a T° ambiente, agregar 10

ml de HNO,, llevar a 500 ml con H,O desionizada-destilada.

Solucién B: 5% de (NH,), Mo,0., . H,O) en H.O (2,5 g en 50 ml).

Determinacion de la concentracion de potasio (K)

La concentracion de K se determindé mediante espectrofotometria de llama. Para ello,
apropiadas diluciones de los digestos se midieron en un fotdbmetro de llama (Zeltec), ZF-250. Previo a la
lectura de las muestras, y para obtener una mayor resolucion en la lectura, se realiz6 la calibraciéon del
fotometro de llama configurando la ganancia en 150 unidades para el punto méas concentrado de la
curva de calibracion (soluciébn 40 ppm). La curva de calibracion se construyé con soluciones
conteniendo 0, 2.5, 5, 10, 20 y 40 ppm de K. A partir de la ecuacion de una recta que ajusto la curva de

calibracion se realizaron los célculos de concentracion de las muestras y los controles correspondientes.
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Criterio para la incorporacion y/o exclusion de datos
De las mediciones obtenidas, para los macronutrientes (Ca, Mg, P y K) y los micronutrientes (Al,

Cu, Sr, Fe, Mn y Zn) se calcularon las concentraciones cuyos valores se expresan en ppm (mg/kg).

Mediante el uso del software Past 3.26b (Hammer et al., 2001) se realiz6 un anéilisis de
componentes principales (PCA) conteniendo los registros de todas las concentraciones estimadas para
cada elemento evaluado para las 102 lineas. Posteriormente, el criterio de eliminacion de datos
aberrantes fue la exclusion de aquellas lineas que quedaron fuera de una elipse que representa el 95%

de confianza. La estadistica descriptiva se realiz6 con el software Infostat 2018 (Di Rienzo et al., 2008).

Evaluacion de las diferencias en la acumulacion de nutrientes entre

subpoblaciones de trigos argentinos.

Se realizaron graficos de caja para visualizar el rango de la concentracion de cada elemento, en
las 4 subpoblaciones. Para ello se utilizo6 el paquete ggplot2 (Wickham, 2016) en RStudio 2019 (RStudio
Team, 2019) trabajando con la version R 3.6.2 (R Core Team 2019). Para evaluar posibles diferencias en
la concentracion de elementos entre subpoblaciones, se realiz6 un Anélisis de la Varianza (ANOVA) y
test de comparacion de medias de Tukey. Los datos que no cumplieron con los supuestos (normalidad y
homocedasticidad) fueron transformados (como se indica mas adelante en “Anélisis para la
identificacion de zonas genomicas asociadas a la acumulacién de nutrientes: analisis de mapeo por

asociacion”) utilizando el programa InfoStat version 2018 (Di Rienzo et al., 2008).

Estudio de correlacion entre los elementos contenidos en los granos y una
caracteristica de valor agronomico: el peso de mil granos.

Dos tipos de correlaciones fueron realizadas: 7) la primera de ellas para evaluar la asociacion
existente entre las concentraciones de elementos ente si; i7) y la segunda para evaluar las asociaciones
presentes entre la concentracion de elementos en el grano respecto de una caracteristica de interés

agronomico: el peso de 1000 granos (TWG).
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Debido a la carencia de normalidad de los datos en ambos estudios se llevé a cabo un anélisis de
correlacion de Spearman utilizando el paquete PerformanceAnalytics (Peterson & Carl, 2019) en
RStudio 2019 (RStudio Team, 2019) trabajando con la version R 3.6.2 (R Core Team 2019). Cabe
mencionar que para el analisis de correlacion entre elementos se trabajo con 96 lineas (6 lineas
excluidas al realizar el PCA). Mientras que para la correlacion entre contenido de elemento y el TWG se
utiliz6 el mismo grupo de semillas que fueron utilizadas para el calculo de la concentracion de

elementos y dada la disponibilidad de semillas, este fue realizado para 93 de las 96 lineas.

Analisis para la identificacion de zonas gendmicas asociadas a la acaumulacion de

nutrientes: analisis de mapeo por asociacion.

Uno de los supuestos subyacentes al analisis de mapeo por asociacion es que los datos a ser
analizados deben presentar una distribucién normal. La falta de réplicas impide la apropiada
realizacion de un test de normalidad. Por tal motivo se realiz6 una evaluacion de la distribucion y la
normalidad mediante interpretacion grafica de histogramas y QQ plot correspondientes (White et al.,
1930). Mientras que se utilizaron los datos primarios para el manganeso (Mn), los datos
correspondientes al Al, fueron transformados mediante la aplicacion de logaritmo en base 10 (Logio).
Para el resto de los datos se utiliz6 el algoritmo de Box-Cox (Box y Cox, 1964) como se sugiere en Ziegler
et al., 2018. Tal algoritmo fue ejecutado en RStudio 2019 (RStudio Team, 2019) trabajando con R 3.6.2
(R Core Team 2019) a partir de un script adaptado de Mangiafico (2016). La formula utilizada por el

algoritmo para la conversion de los datos mediante Box-Cox es la siguiente:
Dato transformado = (Dato sin transformar ~ lambda - 1) / lambda
Donde lambda toma un valor determinado por el algoritmo para cada conjunto de datos.

Para la identificacion de regiones genémicas asociadas a la acumulacién de nutrientes de interés
en los granos de trigo, se realizé un analisis de mapeo por asociacion o Genome-Wide Association
Studies (GWAS). Los datos fueron normalizados utilizando el método SUPER (Wang et al., 2014)

implementado en el paquete de R GAPIT (Lipka et al., 2012) para realizar el anilisis de mapeo por
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asociacion, tomando como referencia las indicaciones del manual de instrucciones. Ademaés de los datos
fenotipicos del contenido de cada elemento, GAPIT requiere la matriz correspondiente a la estructura
de subpoblaciones y la matriz genotipica, las que fueron cedidas gentilmente por el Dr. Vanzetti
(Vanzetti et al., 2013; Basile et al., 2019). Mientras que los datos presentes en la matriz de la estructura
corresponden a las cuatro subpoblaciones descriptas en la introduccién, los genotipicos consistieron en
4516 haplotipos y 495 genes marcadores o SNPs (Polimorfismos de nucle6tido simple) informativos.
Los SNPs fueron obtenidos a partir del 35k Axiom Wheat Breeder’s Genotyping Array (Allen et al.,

2017), esos mismos SNPs fueron utilizados por Basile et al., 2019 para la construccion de los haplotipos.

A partir de los resultados del GAPIT se estudiaron los Manhattan plot de cada elemento para
buscar asociaciones con alta significancia usando como punto de corte un p-Valor < 0,001 (es decir -
logio (P) >3), se tomo el valor méas alto de significancia en todos los casos excepto para Fe donde se
tomaron 2. Luego se identifico si esas asociaciones correspondian a SNPs o Haplotipos, y haciendo uso
de la base de datos Ensembl (Cunningham et al., 2019) y la base de datos PANTHER versién 14 (Mi et
al., 2019) se explor6 el genoma de Triticum aestivum (Appels et al., 2018) tomando como criterio, la
inclusion de los 10 genes flanqueantes en ambas direcciones cuando se traté de SNPs, y cuando se trato
de Haplotipos se analizaron los genes que lo componian, excepto en un caso del Fe donde un haplotipo
estaba compuesto por solo 2 SNPs y se tomaron los 10 genes flanqueantes a esos SNPs. El analisis
realizado en GAPIT (Lipka et al, 2012) se llevd a cabo usando un LD =0,1 (desequilibrio del
ligamiento), lo que equivale a 50 Mb (Basile et al., 2019), por lo que se tomaron 50 Mb a cada lado del
haplotipo o SNP encontrado para determinar la region genémica en la cual puede estar el gen causante
del fenotipo. El analisis de posibles genes candidatos asociados a la concentracion de los elementos en

las regiones genomicas (> a 100Mb) se realiz6 mediante una busqueda bibliogréafica.
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Resultados

Analisis de Componentes Principales (PCA)

En las estimaciones de concentraciones de elementos en las 102 lineas estudiadas, se observd
que algunos genotipos mostraron una gran variabilidad en la composiciéon elemental de los granos. Un
andlisis de componentes principales (PCA) dio como resultado (Figura 3) que la componente 1,
distribuida a lo largo de la abscisa, explico el 36,5% de la variabilidad de los datos y esta relacionada con
la concentracion de Sr, Mn y Mg; mientras que la componente 2, distribuida a lo largo de la ordenada, y
que esté relacionada principalmente a la concentracion de Al y Cu, explico el 15,9% de la variabilidad
del conjunto de los datos. Por otro lado, y con el objetivo de detectar posibles datos extremos y que
pudieran conducir a la aparicion de falsos positivos en nuestro estudio de mapeo por asociacion, este
mismo PCA (Figura 3) se utiliz6 para la remocion de datos anémalos. Para ello, se excluyeron de
analisis posteriores las lineas que quedaron por fuera de la elipse que determina un intervalo de
confianza del 95% (seis lineas en total). Cabe mencionar que tales lineas mostraron una elevada
concentracion de uno o mas elementos. A saber: BIOINTA1006 (Zn: 154,65 ppm; Sr: 9,23 ppm),
BIOINTA2001 (Cu: 35,59 ppm), Kleing2 (Mn: 120,11 ppm; K: 7076,83 ppm; Ca: 1585,17 ppm, Mg:
2997,57 ppm), BaguetteP.11 (Mn: 101,46 ppm; K: 6663,49 ppm), KleinRendidor (Al: 430,43 ppm)
y KleinGuerrero (Al: 383,60 ppm). En un nuevo PCA con las 96 lineas no se identifico la formaciéon
de grupos distintivos dentro de la poblacién. Es necesario aclarar que para poder utilizar un criterio con
mayor robustez para detectar y descartar datos extremos, es condiciéon necesaria contar con réplicas

verdaderas que reflejen la variabilidad biologica de cada uno de los genotipos.
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Figura 3. Anélisis de componentes principales (PCA) realizado para las 102 lineas y los elementos
estimados (Fe, Mn, Sr, Ca, Mg, Zn, K, Cu y Al). La elipse determina un intervalo de confianza del 95%.
Las lineas por fuera de la elipse fueron excluidas por contener datos extremos.

Variabilidad de la concentracion de nutrientes en los granos de trigos argentinos

estudiada.

En la tabla 2 se muestra de forma resumida los valores de concentracion para cada uno de los
elementos estudiados. Teniendo en cuenta los elementos esenciales, y de forma particular los
micronutrientes, se observo que la concentracién media de Zn en los granos fue alrededor de 38 ppm,
cuyo rango vario6 entre 23,8 y 116,7 ppm. Por otro lado, para el Fe, la media estimada fue alrededor de
40 ppm con un rango de valores entre 2 y 132 ppm, aproximadamente. El Cu, mostr6 una media
cercana a 6,9 ppm con valores distribuidos en un rango de 3,8 y 17,5 ppm. En tanto que para el Mn la
media fue de 47,2 ppm y un rango aproximado de 31 y 68,5 ppm. Por otro lado, dentro de los
macronutrientes, se observd una media de 4084 ppm para K con un rango entre 2669 y 5703 ppm. La
media registrada para P fue de 3672 ppm aproximadamente con un rango de 2886 y 8290 ppm. El

valor medio de Ca fue de 754 ppm y estuvo distribuido entre 523 y 1469 ppm. Finalmente, los valores

23



medios para Mg fueron de alrededor de 1266 ppm distribuidos en un rango de 1002 y 2391 ppm. Cabe
destacar que, de los elementos no esenciales estudiados, el Sr mostr6 una media de 3,7 ppm con una
variacion entre 2,4y 7,4 ppm. En tanto que, para el Al, los valores medios estuvieron alrededor de 38,4

ppm con una variaciéon entre 1.97 y 175.9 ppm.

Tabla 2. Concentraciéon de elementos en ppm en los granos de trigo estudiados. n: cantidad de lineas
analizadas para cada elemento; D.E., Desvio estindar; Min. y Max., valores minimo y maximo
registrados, respectivamente (ppm); Q1: Cuartil 1 (percentil 25); Q3: Cuartil 3 (percentil 75).

Elemento n Media D.E. Min. Max. Mediana Q1 Q3
Zn 96 38,13 15,00 23,78 116,72 34,68 29,99 39,04
Fe 96 39,67 21,59 2,19 132,09 35,20 25,25 45,12
Cu 96 6,89 2,26 3,80 17,49 6,19 5,61 7,50
Mn 96 47,22 8,18 31,12 66,58 46,61 41,14 52,41
K 96 4084,40 478,46 2068,89  5702,96 4069,19 3770,94 4375,12
P 96 3671,87 712,01  2886,07 8289,87 3542,75  3320,77  3804,77

Ca 96 754,12 148,24 523,44  1469,53 731,42 658,13 801,39
Mg 96 126592 184,07 1002,38  2391,64  1244,68 116547  1339,33
Sr 96 3,71 0,75 2,41 7:43 3,65 3,21 4,05
Al 96 38,39 34,94 1,97 175,88 26,06 16,86 42,22

Posteriormente, se analizé el cociente valor maximo/valor minimo de concentracion, con el
objetivo de tener una idea del grado de variabilidad de las concentraciones de cada uno de los
nutrientes estudiados dentro de la poblacion. Para micronutrientes esenciales, el orden de variacion
observado fue Fe>Zn>Cu>Mn con valores de 60,3; 4,9; 4,6 y 2,2 veces, respectivamente; mientras que,
para los macronutrientes, dicho orden fue P>Ca>Mg>K con valores de 2,87; 2,8; 2,4 y 1,75
respectivamente. Cuando se analizan tales variaciones de los nutrientes no esenciales, se observo que
Al>Sr con valores de 89 y 3 respectivamente. La variabilidad mostrada por el Al sugiere la existencia de
una variacion importante en su acumulacion en el grano, la cual podria ser explorada en futuros
estudios. Ademas, junto a la elevada variabilidad del Fe, parece haber una relacion entre ambos

elementos, la cual detallaremos en los resultados del anélisis de correlacion més adelante.
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Distribucion de frecuencias de las concentraciones de los elementos estudiados.
Posteriormente, y para realizar una evaluacion de la distribucion y de la variabilidad de la
acumulacion de elementos en la poblacién estudiada, se analiz6 la distribucion de las frecuencias de las
concentraciones de cada elemento (Figura 4). Puede observarse de manera general que, solo el Mn
presenta una distribucion cercana a la normalidad, en tanto que para el resto de los elementos
estudiados, se observa una distribucion asimétrica positiva con algunos datos separados del grupo
principal. Con respecto a la variabilidad, los datos que se observan separados del grupo principal
indican que hay unas pocas lineas con una alta concentracion del nutriente en cuestion. Tomando como
ejemplo para el caso del Zn, se observan tres barras con una frecuencia relativa equivalente a 3 lineas

que tienen un elevado contenido de este elemento.
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Figura 4. Histogramas de distribucion de la frecuencia relativa en funciéon de la cocentracion de cada

elemento analizado.
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Acumulacion de elementos entre subpoblaciones

Recientemente y a través un anilisis de conglomerados basados en modelos (Model-based
cluster analysis), en donde se evalud la similitud génica entre genotipos sin utilizar informacion previa,
se estableci6 que la poblacion estudiada esta constituida por cuatro subpoblaciones (Basile et al., 2019)
y cuya composicion ha sido descripta en la introduccién. Una posibilidad descansa sobre la suposicion
de que las diferencias genotipicas entre subpoblaciones podrian estar asociadas a diferencias en la
acumulacion de alguno de los elementos en los granos. Para poner a prueba la hipdtesis de que existe
variabilidad en el contenido de elementos entre subpoblaciones, se evaluaron las diferencias en la

acumulacion de nutrientes entre las 4 subpoblaciones.

Un anélisis de la acumulacion de los micronutrientes en cada subpoblacion mostré que la
concentracion de Zn y Fe fue menor en la Q4 con valores medios de 34,88 y 36,19 ppm (Figura 5, Tabla
3). En tanto que, para el Cu, la subpoblacion que mostré una mayor acumulacién fue la Q2 con valores
medios de 7,55 ppm, mientras que para la Q1 fue de 5,71 ppm. Para Mn, mientras que la concentraci6on
media entre las subpoblaciones Q1, Q2 y Q4 fue de alrededor de 48.45 ppm, la subpoblacién Q1 mostro
valores medios de 43,63 ppm (Figura 5, Tabla 3). Para Al, mientras que la poblacion Q1 mostré los
menores valores medios cercanos a 30 ppm, la Q2 mostr6 la mayor acumulacion de Al en los granos,
con una media de 42,67 ppm. Para el caso del Sr, los valores medios de concentracion estuvieron
distribuidos entre 3,39 ppm y 3,81 ppm para las poblaciones Q1 y Q2, respectivamente (Figura 5, Tabla
3). Un anélisis de la varianza (ANOVA, p=0,05) para cada elemento, indic6 que no existen diferencias

entre las subpoblaciones estudiadas.

En tanto que la para la acumulacién de macronutrientes, se observd que para K y Mg las
concentraciones medias mostraron valores similares entre las cuatro subpoblaciones (Figura 6), con
valores cercanos a 4115 ppm y 1265 ppm para Ky Mg, respectivamente (Tabla3). En tanto que, para P,

la poblacién Q1 mostr6 los valores medios mas bajos (675,5 ppm), respecto de la media para las
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poblaciones Q2-4 con valores medios de 765,6 ppm (Figura 6, Tabla 3). No se observaron diferencias

significativas entre subpoblaciones cuando se realizo el ANOVA.
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Figura 5. Graficos de caja en donde se muestra la acumulacion (ppm) de Zn, Fe, Cu, Mn Sr y Al, en

cada una de las subpoblaciones (Q1, Q2, Q3 y Q4). Las diferencias en la concentracion de cada elemento
fueron evaluadas mediante ANOVA y test de comparacion de medias de Tukey (p=0,05).
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Figura 6. Graficos de caja en donde se muestra la acumulacion (ppm) de K, P, Ca y Mg en cada una de
las subpoblaciones (Q1, Q2, Q3 y Q4). Las diferencias en la concentracion de cada elemento fueron
evaluadas mediante ANOVA y test de comparacion de medias de Tukey (p=0,05).

Tabla 3. Valores medios de la concentracion (ppm) de los elementos en cada subpoblacion de las 96
lineas de trigos argentinos estudiadas.

Subpoblacién n Zn Fe Cu Mn K P Ca Mg Sr Al
Q1 12 37,68 38,08 5,71 48,33 4326,27 4078,43 67546 1271,24 3,39 29,79
Q2 30 39,27 44,56 7,55 48,86 411946 3706,59 785,40 1331,60 3,81 42,67
Q3 25 40,74 38,59 6,85 43,63 3961,46 3604,98 775,66 1240,31 3,79 40,36
Q4 29 34,88 36,19 6,72 48,17 4054,04 3525,38 735,75 1217,86 3,67 35,82
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Estudio de correlacion entre los elementos contenidos en los granos y su relaciéon

con una caracteristica de valor agronomico: el peso de mil granos

Es sabido que los elementos que forman parte del ionoma de las plantas guardan una estrecha
relacion entre ellos inclusive, conformando una red iondmica finamente reguladas (Baxter 2015; Huang
& Salt, 2016). Para evaluar las relaciones existentes entre los elementos de la poblacion aqui estudiada,

se realiz6 un estudio de correlacion de las concentraciones de los elementos (Figura 7).
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Figura 7. Matriz de correlacion (Spearman) de las concentraciones de elementos. Los niimeros dentro
de los recuadros son los valores de los coeficientes de Spearman (p). Los asteriscos rojos denotan el
nivel de significancia de p: *** p valor <0,001, ** p valor <0,01, * p valor <0,05, "p valor <0,1. En la
parte inferior se muestra las distribuciones de las relaciones. La linea roja indicando el mejor ajuste de
la nube de datos.
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Del analisis de correlacion (Figura 7), se observa que las correlaciones mas significativas
(p<0,001) fueron entre los siguientes pares de elementos: Ca-Sr (0,62), Fe-Al (0,50), Cu-Al (0,47) Sr-
Mn (0,38), Cu-Sr (0,37) y Mn-Mg (0,36). Seguidas por las correlaciones que mostraron un p<0,01, Zn-
Sr (0,31) y Zn-Fe (0,27). Por ultimo, se observo correlaciones con un nivel de significancia menor
(p<0,05) para los pares P-Mg (0,26), P-K (0,25), Fe-Cu (0,24), Ca-Mg y Ca-Zn con valores de
correlacion de 0,23; los pares Cu-P; Fe-Mg; Sr-Mg; Cu-Ca con valores de correlacion de 0,22 y Zn-Cu

con 0,21.
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A los fines de los objetivos propuestos en este trabajo, podemos destacar el par Zn-Fe (p=0,27
con p-valor <0,01). Al respecto, valores similares han sido observados para trigo. Por ejemplo, en 28
cultivares de trigo que mostraron altas concentraciones de Zn en los granos y, que fueron cultivadas a
campo con aplicacion de ZnSO,-H.0, se observo una correlacion de 0,25 y 0,21 (p<0,05) para dos anos
consecutivos (2017 y 2018) (Velu et al, 2019). En tanto que Zhao et al., 2009 observaron una
correlacion de 0,294 (p< 0,01) en un estudio de 150 lineas de trigo. Por otro lado, en un panel
conformado por 34 lineas de T. aestivum y 2 lineas de T. durum se observé una correlacion de
aproximadamente 0,7 y 0,5 para dos afios consecutivos (Khokhar et al.,, 2018). También fueron
observados valores de 0,68 y 0,70 en granos de un panel compuesto por 330 lineas de T. aestivum (Cu
et al., 2020). Nuestros datos confirman la relacion positiva existente entre estos dos elementos, sin
embargo, los valores de correlacion observados resultan ser moderados cuando se comparan con los
resultados de otros trabajos. Un esfuerzo experimental adicional que contemple la posibilidad de
incorporar otras localidades y temporadas distintas es necesario para confirmar esta relacion dentro de

la poblacion estudiada.

Por otro lado, se destacamos la correlacion de p=0,62 entre Sr y Ca. A pesar de que Sr es un
elemento no esencial para el normal crecimiento y desarrollo de las plantas, este resultado es explicado,
al menos parcialmente, por la gran similitud quimica que existe entre ambos elementos del grupo II de
la tabla periodica lo que conduce a que ambos sean capturados y traslocados por las plantas a través de
los mismos mecanismos de transporte (Maksimovic et al., 2017; Andersen & Jackson, 1972). Estos
valores del coeficiente de correlacion son similares a los observados por Khokhar et al., 2018

(aproximadamente 0,75 para los afios 2013 y 2014).

En cuanto al par K-P, dos de los macronutrientes mas importantes presentes en los tejidos
vegetales y, cuyo coeficiente de correlaciéon en este estudio fue de p=0,25 (p<0.05), ha sido observado
en el vastago de plantas valores de una importante correlacion p=0,58 y 0,73 (p<0.05) cuando las

plantas fueron cultivadas en condiciones hidropodnicas y en suelo respectivamente (Pii et al., 2015). La

31



baja relacion observada en nuestro conjunto de datos podria estar relacionada a que en los granos la

relacion K-P es méas débil que la observada en el vastago.

Un caso que amerita un mejor estudio, esta dado por las correlaciones observadas entre el Al, el
Fe y el Cu (Al-Fe p=0,50 y Al-Cu p=0,50; p<0,001). Es conocido que una disminucion del pH del suelo
tiene un impacto en la acumulacion de Fe y simultaneamente de Al en los tejidos vegetales, lo podria
llevar a las plantas a una situacion estrés por toxicidad (Khabaz-Saberi et al., 2006). Desconocemos si
este caso particular de estrés puede conducir a una acumulacion desmesurada de Al en los granos, lo

que podria perjudicar la calidad de los mismos.

Por otro lado, se realiz6 un estudio de correlacion entre los elementos estudiados y uno de los
componentes del rendimiento: el peso de mil granos (Thousand Grain Weight, TGW). En la tabla 4 se
observa que, en términos generales existe una relacién negativa entre la concentracion de algunos
nutrientes en los granos y el TGW. La tendencia obtenida de p fue: Ca<K<Zn<Sr<Al (Tabla 4).
Independientemente de los elementos implicados en tales relaciones negativas, las mismas pueden ser
explicadas parcialmente a un efecto de dilucion que se lleva a cabo durante el llenado de los granos con

sustancias tales como los carbohidratos y proteinas.

Tabla 4. Estudio de correlacion de Spearman entre las concentraciones de elementos medidas y el peso
de mil granos (TGW) del afio 2017. En negrita y con un * coeficientes p significativos, p-valor <0,05.

Elemento |Caracteristica| n P p-valor| |Elemento|Caracteristica| n P p-valor
Zn TGWz2017 (93| -0,24* |0,0182 Al TGWz2o017 |93| -0,21* |0,0400
Sr TGWz2o017 (93| -0,21*% |0,0479 K TGWz2o017 |(93| -0,25% 0,0170
Fe TGW2017 93 -0,15 0,1435 P TGW2017 93 -0,12 0,2474
Cu TGW2017 93 -0,19 0,0727 Ca TGWz2o017 |93| -0,27% |0,0081
Mn TGW2017 93 0,05 0,6418 Mg TGW2017 93 -0,02 0,8426
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Identificacion de zonas gendomicas asociadas a la acumulaciéon de nutrientes

Con el objetivo de determinar el tamano, posicion de las regiones genémicas y eventualmente
genes asociados a la acumulacién de los elementos estudiados se decidi6 analizar los graficos
Manhattan producidos en el analisis GAPIT, en concreto se decidi6 avanzar con el andlisis de los
siguientes elementos: Fe, K, Py Al. Para ello se tomd como criterio de significancia que el p valor sea < 1
x 10-3. Se decidi6 estudiar el K debido a que se encontr6 un haplotipo significativamente asociado a la
concentracion de este elemento, y también se estudi6 el Al debido a la gran variabilidad en su
concentraciéon que encontramos en la poblacion. La bisqueda de genes presentes en las regiones
gendmicas de interés se realizo buscando en bibliografia y la busqueda dentro de los haplotipos /genes
flanqueantes se realiz6 utilizando la base de datos Ensembl Plants (Cunningham et al., 2019) en donde
se utiliz6 la base de datos PHANTER 1.4 para identificar la familia de las proteinas codificadas por los

genes de interés (Mi et al., 2019).

Hierro (Fe)

Para Fe, se identificaron 2 haplotipos (Figura 8) con un p menor al punto de corte propuesto (p
< 1x 10-3). El primer haplotipo que mostré valores significativos (p=7,42 x 10-5) en el cromosoma 3B
(Chr3B-B77-Hap1), se ubica entre las bases 598.995.656 y 606.570.991 y la region genomica queda
delimitada por 50 Mb flanqueantes en cada direccion. El segundo haplotipo, identificado en el
cromosoma 1B (ChriB-B49-Hap1) y que mostr6 un menor nivel de significancia que el anterior (p= 1,79
X 104), se ubica entre las bases 564.908.889 y 565.336.801, y cuya region genémica queda delimitada

de la misma manera que la mencionada anteriormente.
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Figura 8. Grafico Manhattan para la asociacion entre los haplotipos y SNPs y la concentracion de Fe
en el genoma de T. aestivum (21 cromosomas) realizado con GAPIT mediante el método SUPER.
Flechas rojas indican haplotipos con alta significancia que fueron seleccionados para analisis. A la
izquierda el haplotipo ChriB-B49-Hap1 (p= 1,79 x 10+4) en el cromosoma 2 (1B) y a la derecha el
haplotipo Chr3B-B77-Hap1 (p=7,42 x 10-5) en el cromosoma 8 (3B).

Para este elemento se analiz6 la presencia de genes presentes dentro del haplotipo Chr3B-B77-
Hap1 en el cromosoma 3B. Se encontraron 49 genes (Anexo 2) de los cuales se destaca el
TraesCS3B02G382100 que codifica para un representante de la familia METAL-NICOTIANAMINE
TRANSPORTER YSL18-RELATED PROTEIN. En arroz, se han descripto 18 genes de la familia YSL
(Yellow stripe-like). OsYSL18 (miembro del grupo IV de la familia YSL) es un transportador de Fe(III)-
DMA (deoxymugineic acid) siendo principalmente expresado en las flores, por lo que podria estar
implicado en la traslocacion de Fe en los 6rganos reproductivos y en la homeostasis de Fe. (Aoyama et

al., 2009).

Potasio (K)
El haplotipo identificado fue el Chr5A-B34-Hap2 (p= 2,6 x 107), en el cromosoma 5A (Figura 9)
situado entre las bases 445.278.539 y 447.536.759. La region gendémica queda delimitada por los 50 Mb

flanqueantes a las bases que demarcan el haplotipo.

Dentro de este haplotipo se encontraron 18 genes (Anexo 2), sin que se hayan identificado
buenos candidatos para la acumulaciéon de K en los granos. Sin embargo, han sido reportados genes
representantes de la familia de transportadores de alta afinidad de K KT/HAK/KUP y que se

encuentran dentro de la region de 50 Mb flanqueantes a esta zona de interés, TaHAK17a-5AL
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(TraesCS5A02G233300, 448.614.349-448.619.914) y TaHAK23-5AL (TraesCS5A02G198700,

403.350.814-403.355.442) (Cheng et al., 2018).
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Figura 9. Grafico Manhattan para la asociacién entre los haplotipos y SNPs y la concentraciéon de K en
el genoma de T. aestivum (21 cromosomas) realizado con GAPIT mediante el método SUPER. Flecha
roja indica haplotipo Chr5A-B34-Hap2 en el cromosoma 13 (5A) con alta significancia (p= 2,6 x 107)
que fue seleccionado para analisis.

Fosforo (P)

Para P se identifico al haplotipo Chr3B-B46-Hap1 (p= 8,63 x 105) en el cromosoma 3B (Figura
10), entre las bases 452.107.838 y 456.553.872. La region gendémica queda delimitada por los 50 Mb
flanqueantes a las bases que demarcan el haplotipo. A pesar de que se encontr6 también el haplotipo
Chr3B-B77-Hap1 para Fe en el mismo cromosoma, cuando analizamos la distancia entre las regiones
gendmicas de ese haplotipo y este encontramos que se ubican a aproximadamente 43 Mb lo que indica

que ambas regiones genémicas no estarian relacionadas ya que no se superponen.

Se identificaron 35 genes dentro del haplotipo (Anexo 2), sin embargo, al momento de la
escritura de este manuscrito, no pudimos determinar una asociaciéon entre la acumulaciéon de P y la

funcionalidad de las proteinas codificadas.
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Figura 10. Grafico Manhattan para la asociacion entre los haplotipos y SNPs y la concentracion de P
en el genoma de T. aestivum (21 cromosomas) realizado con GAPIT mediante el método SUPER. Flecha
roja indica haplotipo Chr3B-B46-Hap1 en el cromosoma 8 (3B) con alta significancia (p= 8,63 x 1075)
que fue seleccionado para analisis.

Aluminio (Al)
Para este elemento, se identifico el SNP AX-94633924 (p= 9,51 X 105) en el cromosoma 6B
(Figura 11), ubicado entre las bases 714.578.914 y 714.578.915. La regi6on gendmica queda delimitada

por los 50 Mb flanqueantes a las bases que demarcan este SNP.

Se tomo6 como criterio explorar 10 genes flanqueantes a cada lado de las bases que delimitan el
haplotipo (20 genes en total, Anexo 2), sin embargo, al momento de la escritura de este manuscrito, no
pudimos determinar una asociacion entre la acumulaciéon de Al y la funcionalidad de las proteinas

codificadas. Se explorar las regiones flanqueantes de 50Mb en bisqueda de genes candidatos.
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Figura 11. Grafico Manhattan para la asociacion entre los haplotipos y SNPs y la concentracion de Al
en el genoma de T. aestivum (21 cromosomas) realizado con GAPIT mediante el método SUPER. Flecha
roja indica SNP AX-94633924 en el cromosoma 17 (6B) con alta significancia (p= 9,51 x 105) que fue

seleccionado para analisis.
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Conclusiones y perspectivas a futuro

Se encontr6é que hay variabilidad en la concentracién de elementos dentro de la poblacion
estudiada, donde se destaca el Al (valor maximo/valor minimo = 89) y el Fe (valor maximo/valor

minimo = 60).

No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de los elementos entre las

distintas subpoblaciones que conforman a la poblacién estudiada.

Se encontraron correlaciones significativas las cuales fueron similares a las reportadas en otros
trabajos como los casos de los pares Fe-Zn, Ca-Sr y K-P. Ademaés, se observd una importante

correlacion entre los pares Al-Fe y Al-Cu.
Se observo una correlacion negativa entre TGW y todos los elementos estudiados.

En las regiones genOmicas analizadas se encontraron genes candidatos para Fe
(TraesCS3B02G382100, METAL-NICOTIANAMINE TRANSPORTER YSL18-RELATED PROTEIN) y K

(TraesCS5A02G233300, TaHAK17a-5AL y TraesCS5A02G198700, TaHAK23-5AL).

Finalmente se sugiere finalizar con el anélisis de las regiones gendmicas asociadas a la

acumulacién de los elementos estudiados con el fin de identificar posibles genes candidatos.

La realizacion de experimentos adicionales (con un adecuado diseno experimental), podria
ayudar a la identificacion de nuevas regiones cromosémicas asociadas a la acumulacion de elementos

de importancia para el mejoramiento de la calidad de los granos de trigo.

Identificar y generar lineas portadoras de variantes alélicas que codifican para proteinas no
funcionales mediante la técnica de TILLING (Target Induced Local Lesions In Genome) de los genes de

interés, para avanzar con su posterior caracterizacion fisiologica.
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Anexos

Anexo 1. Grafico Manhattan para la asociaciéon entre los haplotipos y SNPs y la concentracion
de diversos elementos en el genoma de T. aestivum (21 cromosomas) realizado con GAPIT mediante el
método SUPER.
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Anexo 2. Tabla donde se muestra la identificacién segiin Ensembl (Cunningham et al., 2019)
de cada gen estudiado en particular detallando a qué elemento corresponde, el cromosoma donde se
ubica y la informacién extraida de la base de datos PANTHER version 14 (Mi et al., 2019). El gen
resaltado en amarillo fue seleccionado como candidato. NA: no hay datos en PANTHER. En negrita los
genes que flanquean directamente el haplotipo (para el Fe en cromosoma 1B) o el SNP (para el Al en
cromosoma 6B).

Elemento | Cromosoma gene_id PHANTER

Fe 3B TraesCS3B02G381500 DEFENSIN-LIKE PROTEIN 1
TraesCS3B02G381600 PROTEIN DEHYDRATION-INDUCED 19
TraesCS3B02G381700 Uncharacterized protein
TraesCS3B02G381800 Uncharacterized protein
TraesCS3B02G381900 0S02G0783600 PROTEIN
TraesCS3B02G382000 SORTING AND ASSEMBLY MACHINERY SAMMs50 PROTEIN FAMILY MEMBER
TraesCS3B02G382100 METAL-NICOTTANAMINE TRANSPORTER YSL18-RELATED
TraesCS3B02G382200 Uncharacterized protein
TraesCS3B02G382300 ENDOCHITINASE
TraesCS3B02G382400 FES CLUSTER ASSEMBLY PROTEIN SUF
TraesCS3B02G382500 NADH DEHYDROGENASE
TraesCS3B02G382600 E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE RNF5-RELATED
TraesCS3B02G382700 Uncharacterized protein
TraesCS3B02G382800 ;b%é%ﬁﬁ%%%ﬁg) AND FE(II)-DEPENDENT OXYGENASE
TraesCS3B02G382900 PROTEIN TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 9-RELATED
TraesCS3B02G383000 TRANSCRIPTION FACTOR HEC3-RELATED
TraesCS3B02G383100 3-5 EXONUCLEASE (PTHR13620)
TraesCS3B02G383200 RING FINGER AND PROTEASE ASSOCIATED DOMAIN-CONTAINING
TraesCS3B02G383300 BAG family molecular chaperone regulator 4
TraesCS3B02G383400 AMMONIUM TRANSPORTER MEP2
TraesCS3B02G383500 PHYTOL KINASE 1, CHLOROPLASTIC
TraesCS3B02G383600 GDSL ESTERASE/LIPASE EXL3
TraesCS3B02G383700 SELENOPROTEINT
TraesCS3B02G383800 SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE
TraesCS3B02G383900 OXIDOREDUCTASE, 20G-FEII OXYGENASE FAMILY PROTEIN
TraesCS3B02G384000 DUAL SPECIFICITY PROTEIN KINASE
TraesCS3B02G384100 Uncharacterized protein
TraesCS3B02G384200 Uncharacterized protein
TraesCS3B02G384300 | MITOCHONDRIAL GROUP I INTRON SPLICING FACTOR CCM1
TraesCS3B02G384400 NUCLEAR LIM INTERACTOR-INTERACTING FACTOR-RELATED
TraesCS3B02G384500 UREIDOGLYCOLATE HYDROLASE
TraesCS3B02G384600 UREIDOGLYCOLATE HYDROLASE
TraesCS3B02G384700 METHIONINE-S-OXIDE REDUCTASE
TraesCS3B02G384800 SERINE PROTEASE FAMILY S10 SERINE CARBOXYPEPTIDASE
TraesCS3B02G384900 ATP-DEPENDENT CLP PROTEASE ADAPTER PROTEIN CLPS1,

CHLOROPLASTIC
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TraesCS3B02G385000

COATOMER SUBUNIT DELTA

TraesCS3B02G385100 IQ-DOMAIN 5-RELATED
TraesCS3B02G385200 Ll\éTLiRTJE%TOR OF CONSTITUTIVE ACTIVE ROPS 2, CHLOROPLASTIC-
TraesCS3B02G385300 NA
TraesCS3B02G385400 DNA GLYCOSYLASE SUPERFAMILY PROTEIN
TraesCS3B02G385500 V-type proton AT Pase subunit a
TraesCS3B02G385600 NUCLEAR TRANSCRIPTION FACTORY SUBUNIT B-2
TraesCS3B02G385700 30S RIBOSOMAL PROTEIN S12 FAMILY MEMBER
TraesCS3B02G385800 NA
TraesCS3B02G385900 ZINC FINGER-CONTAINING PROTEIN P48ZNF
TraesCS3B02G386000 NA
TraesCS3B02G386100 NA
TraesCS3B02G386200 NA
TraesCS3B02G386300 NA

1B TraesCS1B02G336300 SULFITE REDUCTASE [NADPH] SUBUNIT BETA-RELATED
TraesCS1B02G336400 DNA POLYMERASE I
TraesCS1B02G336500 0S02G0583500 PROTEIN
TraesCS1B02G336700 DISEASE RESISTANCE PROTEIN RP
TraesCS1Bo2G336800 0S01G0212500 PROTEIN
TraesCS1B02G336900 CLAVATA3/ESR (CLE)-RELATED PROTEIN 26
TraesCS1Bo2G337100 FERREDOXIN-LIKE PROTEIN
TraesCS1B02G337200 RHO FAMILY GTPASE
TraesCS1B02G337300 NA
TraesCS1Bo2G337400 PROTEIN SULFUR DEFICIENCY-INDUCED 2
TraesCS1B02G337500 | ACTIN CROSS-LINKING PROTEIN
TraesCS1B02G337600 | ARM REPEAT SUPERFAMILY PROTEIN
TraesCS1Bo2G337700 ACTIN CROSS-LINKING PROTEIN
TraesCS1Bo2G337800 PROTEIN RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 3
TraesCS1Bo2G337900 0S07G0486400 PROTEIN
TraesCS1B0o2G338000 F16B3.27 PROTEIN-RELATED
TraesCS1B02G338100 NA
TraesCS1B02G338200 NA
TraesCS1B02G338400 NA
TraesCS1B02G338500 CYSTEINE PROTEASE FAMILY C1-RELATED (PTHR12411)
TraesCS1Bo2G338600 JACALIN-RELATED LECTIN 3 (PTHR47293)
TraesCS1Bo2G338700 B3 DOMAIN-CONTAINING (PTHR31920)

5A TraesCS5A02G230400 | NAD(P)H-QUINONE OXIDOREDUCTASE SUBUNIT L, CHLOROPLASTIC
TraesCS5A02G230500 TRANSCRIPTION FACTOR BHLH30
TraesCS5A02G230600 LEUCINE-RICH REPEAT-CONTAINING
TraesCS5A02G230800 NA
TraesCS5A02G230900 NA
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TraesCS5A02G231000

SHN SHINE , DNA BINDING / TRANSCRIPTION FACTOR

TraesCS5A02G231100 PROTEINASE INHIBITOR I4, SERPIN (DUF716)-RELATED
TraesCS5A02G231200 PROTEINASE INHIBITOR 14, SERPIN (DUF716)-RELATED
TraesCS5A02G231300 PROTEINASE INHIBITOR 14, SERPIN (DUF716)-RELATED
TraesCS5A02G231400 3-5 EXONUCLEASE
TraesCS5A02G231500 ZINC FINGER PROTEIN GIS
TraesCS5A02G231600 EXPRESSED PROTEIN-RELATED-RELATED
TraesCS5A02G231700 NA
TraesCS5A02G231800 BCS1 AAA-TYPE ATPASE
TraesCS5A02G231900 CELL DIVISION PROTEIN KINASE
TraesCS5A02G232000 Protein of unknown function DUF3128
TraesCS5A02G232100 GAMMA TUBULIN COMPLEX PROTEIN
TraesCS3B02G281500 TELOMERE REPEAT-BINDING FACTOR 4-RELATED

3B TraesCS3B02G281600 TRANSCRIPTION FACTOR HEC3-RELATED
TraesCS3B02G281700 XANTHINE-URACIL / VITAMIN C PERMEASE FAMILY MEMBER
TraesCS3B02G281800 Uncharacterized protein
TraesCS3B02G281900 39S RIBOSOMAL PROTEIN L18, MITOCHONDRIAL
TraesCS3B02G282000 LYSYL-TRNA SYNTHETASE
TraesCS3B02G282100 Uncharacterized protein
TraesCS3B02G282200 Ankyrin repeat family protein
TraesCS3B02G282300 GERMIN-LIKE PROTEIN SUBFAMILY 3 MEMBER 3
TraesCS3B02G282400 GERMIN-LIKE PROTEIN SUBFAMILY 3 MEMBER 3
TraesCS3B02G282500 GERMIN-LIKE PROTEIN SUBFAMILY 3 MEMBER 3
TraesCS3B02G282600 GLUCOSYL/GLUCURONOSYL TRANSFERASES
TraesCS3B02G282700 T31J12.3 PROTEIN-RELATED
TraesCS3B02G282800 TRNA (ILE)-LYSIDINE SYNTHASE
TraesCS3B02G283000 EXPRESSED PROTEIN-RELATED
TraesCS3B02G283100 EXPRESSED PROTEIN-RELATED
TraesCS3B02G283200 EXPRESSED PROTEIN-RELATED
TraesCS3B02G283300 znc fngr doman
TraesCS3B02G283400 CWi14 PROTEIN
TraesCS3B02G283500 EXPRESSED PROTEIN-RELATED
TraesCS3B02G283600 T31J12.3 PROTEIN-RELATED
TraesCS3B02G283700 T31J12.3 PROTEIN-RELATED
TraesCS3B02G283800 VESICLE TRANSPORT V-SNARE PROTEIN VTI1-RELATED
TraesCS3B02G283900 TAA-AMINO ACID HYDROLASE ILR1-LIKE 2
TraesCS3B02G284000 ARABINOGALACTAN PEPTIDE 3
TraesCS3B02G284100 NGEP-RELATED
TraesCS3B02G284200 0S01G0558700 PROTEIN
TraesCS3B02G284300 60S RIBOSOMAL PROTEIN L28
TraesCS3B02G284400 OMEGA-6 FATTY ACID DESATURASE, CHLOROPLASTIC
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TraesCS3B02G284500 F-BOX DOMAIN CONTAINING PROTEIN-LIKE-RELATED
TraesCS3B02G284600 IST1 FAMILY MEMBER
TraesCS3B02G284700 RNA POLYMERASE II TRANSCRIPTIONAL COACTIVATOR
TraesCS3B02G284800 MYC
TraesCS3B02G284900 PROTEIN PLASTID TRANSCRIPTIONALLY ACTIVE 7
TraesCS3B02G285000 TRANSMEMBRANE PROTEIN

6B TraesCS6B02G460000 DISEASE RESISTANCE PROTEIN RP
TraesCS6B02G460100 TEX2 PROTEIN-RELATED
TraesCS6B02G460200 CASKIN
TraesCS6B02G460300 PLANT /FoH3-4 PROTEIN
TraesCS6B02G460400 CASKIN
TraesCS6B02G460500 CASKIN
TraesCS6B02G460600 CASKIN
TraesCS6B02G460800 CASKIN
TraesCS6B02G460900 WALL-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE-LIKE 21
TraesCS6B02G461100 | F-BOX/KELCH-REPEAT PROTEIN-RELATED
TraesCS6B02G461200 | E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE
TraesCS6B02G461300 BRO1 domain-containing protein BROX
TraesCS6B02G461400 PROTEIN LAZY 1
TraesCS6B02G461700 DISEASE RESISTANCE PROTEIN RP
TraesCS6B02G461800 CASKIN
TraesCS6B02G461900 DISEASE RESISTANCE PROTEIN RP
TraesCS6B02G462000 DISEASE RESISTANCE PROTEIN RP
TraesCS6B02G462100 TRANSCRIPTION FACTOR TCP4-RELATED
TraesCS6B02G462200 NA
TraesCS6B02G462300 L-ASCORBATE PEROXIDASE 8, CHLOROPLASTIC-RELATED (PTHR31356:SF11)
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