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RESUMEN

Existe un interés creciente en el reemplazo de energias no renovables por combustibles
alternativos que provengan de recursos renovables, entre ellos el bioetanol a partir de
productos provenientes del cultivo de maiz. En Argentina el maiz es el cereal de mayor
importancia y la produccion de etanol permite agregar valor a su cadena productiva. En
maiz el bioetanol de primera generacion (1G) se obtiene a partir del grano que proviene de
cultivares hibridos que han sido seleccionados por su alto rendimiento y tolerancia a
factores de estrés. En cambio, el bioetanol de segunda generacion (2G) de maiz se obtiene
a partir de la biomasa lignocelulésica y su eleccién es en funcion de la disponibilidad y el

bajo costo, aunque en Argentina esta tecnologia aun no esta desarrollada.

El objetivo general de este trabajo fue definir un ideotipo de maiz para la produccion de
bioetanol que permita sentar las bases para el desarrollo de un programa de mejoramiento
genético orientado a una mayor y mas eficiente produccion de bioetanol. Los objetivos
especificos consistieron en identificar la influencia de parametros de calidad de grano y de
biomasa y de caracteristicas agronémicas y productivas sobre el rendimiento de bioetanol
de primera y segunda generacién en ambientes de la zona maicera nucleo de Argentina, e
identificar los efectos genéticos preponderantes en cada caso. Para ello se condujeron
experimentos cuyo disefio fueron en bloques completamente aleatorizados (DBCA) con dos
repeticiones, en cinco ambientes del norte de la provincia de Buenos Aires. El material
genético evaluado consistié en cinco lineas endocriadas de maiz desarrolladas por INTA
Pergamino: Li (LP2542), L, (LP661), Ls (LP29), L. (LP923) y Ls (LP214), sus diez
cruzamientos entre si y 15 hibridos comerciales. Los caracteres estudiados se agruparon
en determinaciones quimicas de calidad de grano (DQCG), determinaciones fisicas de
calidad de grano (DFCG), determinaciones quimicas de calidad de biomasa (DQCB) y

caracteristicas agronémicas y productivas (CAYP).

La caracterizacion de los genotipos y la asociacion entre grupos de caracteres se realizaron
mediante analisis factorial en grupo (GFA) empleando los BLUPs obtenidos en el analisis
de varianza a través de ambientes. Se obtuvieron K = 3 factores que agruparon las
variables consideradas. El test de convergencia de las cadenas de Markov mediante un
diagnostico de Geweke, resultd de 0,0341. El factor 1 fue exclusivo de DQCG y DFCG, los

factores 2 y 3 agruparon a los caracteres asociados a DQCB y a CAYP.
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Se identificaron dos ideotipos de maiz, destinados a la produccion de biocombustible de 1G
y de 2G respectivamente. Un cultivar destinado a la industria de bioetanol de 1G con
rendimiento de etanol mayor a 470 |.Mg™, deberia presentar una composiciéon quimica del
grano que comprenda un minimo de concentracion de almidén de 71,5 g.100 g7,
concentracion de proteina menor a 9,0 g.100.g?, concentracion de aceite menor a 4,7
g.100.g%, un perfil de acidos grasos con mayores porcentajes de acido linoleico y menores
porcentajes de acidos palmitico y oleico. La textura del endospermo debe ser de tipo suave
o harinosa presentando un peso hectolitrico menor a 76,0 kg.hl, una relacién de molienda

menor a 3,8, unindice de flotacién mayor a 70% y una densidad de grano menor a 1.2 g.ml
1

Un cultivar destinado a la industria de bioetanol de 2G con rendimiento de etanol mayor a
519,7 I.Mg?, deberia presentar una composicion quimica de la biomasa con una
concentracion de FDN mayor a 80 g.100.g' y FDA mayor a 42,7 g.100.g%. Asimismo, se
identificé que el rendimiento de etanol a partir de biomasa esta mediado por la
concentracion de carbohidratos estructurales y/é la digestibilidad por lo que es deseable un
cultivar con alta concentracion de carbohidratos de alta digestibilidad y el menor

concentracién de lignina posible.

Los efectos genéticos se estimaron mediante un disefio de Griffing método Il y IV de efectos
fijos. Se identificaron con aptitud combinatoria general (ACG) alta y positiva a las lineas L1
y Ls para el rendimiento de bioetanol de primera generacion; a las lineas L1 y Ls para el
rendimiento de etanol de segunda generacion; a las lineas L4 y Li1 para el rendimiento de
granoy a las lineas L4 y L, para el rendimiento de biomasa. Para el rendimiento de bioetanol
de primera generacién prevalecieron los efectos de tipo mayormente aditivos ACG y para la
produccion de etanol de segunda generacion estuvieron presentes los efectos aditivos
(ACG) y no aditivos evaluados a través de la aptitud combinatoria especifica (ACE) con

presencia de interaccién genotipo por ambiente.

Estos resultados son el punto de partida para lograr consolidar un programa de
mejoramiento genético de maiz especifico para la producciéon de bioetanol a partir del
germoplasma de INTA, con el objetivo de alcanzar hibridos cuya produccion resulte en
materias primas especialmente aptas para la industria de biocombustibles que garanticen

altos rendimientos con menores costos de produccion.
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ABSTRACT

GENETIC DETERMINATION OF TRAITS OF INTEREST FOR THE DEVELOPMENT OF
MAIZE IDEOTYPES FOR BIOETHANOL PRODUCTION

There is an increasing interest in the replacement of conventional energy with alternative
fuels from renewable resources, including bioethanol from corn. First generation bioethanol
(1G) is obtained from grains from hybrid cultivars which have been selected for their high
grain yield and tolerance to biotic and abiotic stresses. The second generation bioethanol
(2G) is obtained from lignocellulosic biomass, although this technology has not been
developed yet in Argentina.

The aim of this work was to define ideotypes of corn for bioethanol production that would
provide the basis for the development of maize breeding programs focused on bioethanol
production. The specific objectives were to identify the influence of grain and biomass quality
parameters as well as agronomic and productive traits on 1G and 2G bioethanol yield, and

then to identify their genetic control.

For this purpose, RCBD experiments with 2 replicates were conducted in 5 environments in
the north of Buenos Aires Province. Germplasm consisted of 5 inbred maize lines developed
by INTA Pergamino, their ten possible crosses and 15 commercial hybrids. The traits studied
were grouped into chemical determinations of grain quality (DQCG), physical determinations
of grain quality (DFCG), chemical determinations of biomass quality (DQCB) and agronomic
and production traits (CAYP).

The characterization of genotypes and the association between groups of traits were
performed by GFA using BLUPs matrix obtained from the analysis of variance across
environments. Three grouping factors were obtained. Factor 1 was exclusive of DQCG and
DFCG, factors 2 and 3 clustered the traits associated with DQCB and CAYP.

GCA and SCA effects were estimated using the Griffing Il and IV fixed-effect designs. GCA
for lines L1 and L3 was high and positive for 1G bioethanol yield, lines L1 and L5 had high
and positive GCA for 2G bioethanol yield, lines L4 and L1 showed high and positive GCA
for grain yield and lines L4 and L2 presented high and positive GCA for biomass yield. GCA

effects were more important than SCA effects for 1G bioethanol yield. On the other hand,
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SCA effects and GCA effects were found for 2G bioethanol yield with the presence of GXE

interaction.

Two corn ideotypes destined for 1G and 2G bioethanol were identified. These results are
the basis for developing a specific corn breeding program for bioethanol production based
on INTA germplasm, to obtain specific hybrids for the biofuel industry that ensure high
bioethanol yields with lower production costs.
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Introduccion General

1. Crisis energética global y la necesidad del uso de biocombustibles sostenibles

Actualmente los desafios que el planeta enfrenta son la inminente crisis energética y el
cambio climético. En la matriz energética global correspondiente al 2015, el consumo de
energia primaria consistié en un 86 % de combustibles fosiles (36 % de petroleo, 27 % de
gas y 23 % de carbdn) y una participacion del 14 % de fuentes de energias renovables y
alternativas. En relacion a la crisis energética, los combustibles fosiles son recursos finitos,
con una amenaza constante de reduccion de las reservas mundiales a medida que no se
descubran nuevos reservorios, sumado a un incremento anual del consumo de energia de
la poblacion (Abas et al., 2015). Se ha reportado que, a las tasas de consumo actuales, el
suministro de petréleo, gas natural y carbén solo podran durar otros 45, 60 y 120 afios,
respectivamente (Guo et al., 2015). Con respecto al cambio climatico, consecuencia del
incremento de emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) a la atmdsfera, el creciente
consumo de los combustibles fosiles también presenta un problema debido a las mayores
emisiones de GEI en comparacion con otras fuentes de energias renovables. Las
concentraciones de GEI, diéxido de carbono y metano, aumentan vertiginosamente, por
ejemplo, la concentracién de C0O, ha superado las 400 ppm frente a las 280 ppm de la era
preindustrial y a su vez se ha registrado en el mismo periodo un incremento de 2 °C de

temperatura maxima a nivel global (WMO, 2017).

En respuesta a estos desafios, en 1994 entré en vigencia el Convenio Marco Naciones
Unidas sobre el Cambio Climatico conocido como la Convencion del Cambio Climatico. En
este Convenio si bien no se establecieron acciones concretas para mitigar o limitar las
emisiones de GEI y la participacién de distintos paises estuvo acotada a unos pocos, se
abrié el debate acerca de la problematica ambiental. En 1997, en el contexto de la Tercera
Conferencia de la Parte del Convenio (COP3), se aprobd el Protocolo de Kioto que
comprometié a los paises industrializados a estabilizar las emisiones de GEI. En la primera
fase del Protocolo de Kioto (2005 - 2012) los paises desarrollados participantes asumieron
el compromiso de reducir 5 % sus emisiones de GEI en relacion al afio 1990, mientras que
para la segunda fase (2013 - 2020) algunos paises de la Union Europea asumieron una
reduccién del 20 % de emisiones de GEI. Actualmente, este Protocolo fue sustituido por el
acuerdo alcanzado en la Cumbre de Paris (2015) y la operatividad del mismo se defini6é en
Marrakesh 2016 (Aldas Berruezo y Diaz Jiménez 2017, Naciones Unidas, 2016). Si bien las
expectativas propuestas no fueron alcanzadas, las politicas de cambio climatico

acompanfadas por el alza del precio de los combustibles fésiles impulsaron la busqueda y
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el desarrollo de combustibles que sean sostenibles, ecoldgicos, econémicos y amigables
con el medio ambiente obligando al mundo a desarrollar energias renovables alternativas
(Niphadkar et al., 2018).

Los biocombustibles pertenecen al grupo de esas energias alternativas, son obtenidos a
partir de material organico, y pueden provenir de cultivos con aptitud energética (maiz,
sorgo y cafia de azucar), de residuos de cultivos (rastrojo y mazorcas de maiz, paja de
arroz, cascara de arroz) y de subproductos de la agroindustria del bioetanol, biodiesel y
biogas (Bajpai, 2013).

La industria del bioetanol encontré un rol significativo ante la problematica del cambio
climatico (Monteiro Salles-Filho et al., 2016). El bioetanol es producido mediante la
fermentacién alcohdlica de la fraccién amilacea del grano y de la fraccion celulésica de la
biomasa (Tao y Aden, 2011). El proceso de obtencién de bioetanol mediante fermentacion
alcohdlica contempla un pretratamiento termoquimico de la materia prima seguido de
hidrolisis enzimaticas, obtencion de azucares simples [1] y posterior conversion a etanol
mediante el proceso de fermentacion [2] que involucra las siguientes reacciones
bioquimicas (Himmel, 2007; Guo et al., 2015):

Obtencion de azucares simples [1]

(CoH1005), (Almidén/celulosa/azucares) + nH,0 — nCeH,,04(Glucosa/fructosa)
(CsHgoy),(Hemicelulosa) + nH,0 — nCsH;00s(Xylosa/Manosa/Arabinosa)

Fermentacion de azucares simples [2]

CsHy,0 — 2CH;CH,0H (Etanol) + 2C0,
3CsH,,05 — 5CH;CH,0H (Etanol) + 5C0,

En funcion del origen de la materia prima empleada para la obtencién de biocombustibles,
existe una diferenciacion semantica que permite discriminarlos. Los biocombustibles de
primera generacion hacen referencia al bioetanol obtenido a partir de cultivos agricolas
destinados mayormente a la alimentacion humana y animal, a diferencia de los
biocombustibles de segunda generacion que emplea compuestos lignocelulésicos que no
proceden de cultivos relacionados directamente con la produccién de alimentos (Guo et al.,

2015). Tanto el consumo de los biocombustibles de primera como de segunda generacion
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significa emitir menores cantidades de CO, en la ecuacion final de balance del carbono ya
gue el material vegetal proveniente emplea esta molécula para crecer y desarrollarse en el
proceso de fotosintesis sin ocasionar un aumento neto de €0, en la atmésfera (Naik et al.,
2010).

2. Cultivo de maiz

2.1. Generalidades del cultivo

Es un cereal de importancia econdmica a nivel mundial ya sea como alimento humano, para
el ganado o como materia prima de un gran niamero de productos industriales (Paliwal,
2001). El trigo, el arroz y el maiz son las especies mas ampliamente cultivadas y constituyen
la base de la alimentacion humana (Reeves, 2016). A nivel mundial, el maiz es el segundo
cereal de mayor produccion, estando en el primer lugar el trigo y en el tercero el arroz. Sin
embargo, entre las economias en desarrollo, el maiz ocupa el primer lugar en América

Latina y en Africa (Dowswell, 2019).

El maiz, Zea mays L., es una especie diploide (2n = 20) que pertenece a la familia
Poaceae tribu Maydeas, y es la forma cultivada del género Zea. Es una planta anual
albgama, monoica, con flores unisexuales, presenta polinizacion anemdfila y los granos de
polen pueden ser dispersados por el viento en un radio de hasta 1000 m. La inflorescencia
masculina se conoce como panoja y es apical, a diferencia de las inflorescencias femeninas
gue se localizan en las yemas axilares de las hojas, y se conocen como mazorcas 0
espigas. En la mazorca se encuentran los granos, éstos se clasifican botanicamente como
un fruto seco indehiscente llamado cariopse, insertado en un raquis cilindrico o marlo. El
grano se compone de cuatro estructuras (pericarpio, pedicelo, germen y endospermo) que
le confieren propiedades fisicas y quimicas (color, textura, tamafio, composicion quimica,
etc.) gue han sido importantes en la seleccion del grano como alimento (Johnson, 2000;
Kato et al., 2009).

El maiz tiene una alta eficiencia en el uso de la radiacion (EUR) debido a su metabolismo
de fijacion de carbono de via C4, no presenta fotorrespiracion detectable y alcanza ritmos
fotosintéticos entre 30 y 40 % mayores que especies con fijacion de carbono tipo C3. Esta
graminea es una de las especies cultivadas con mayor eficiencia en la captacion de energia,
uso del agua y con alto potencial para la produccién de carbohidratos por unidad de
superficie y tiempo (Aldrich et al., 1975; Taylor et al., 2010; Cirilo et al., 2012).
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2.2. El cultivo en Argentina

La regién de cultivo de maiz se extiende principalmente entre los paralelos 31°y 40° Latitud
Sur y entre los meridianos 57° y 65° Longitud Oeste en la pampa himeda y subhimeda
argentina. La zona nucleo maicera esta comprendida entre las isotermas de 17 °C al norte
y de 15 °C al sur y entre las isohietas de 1000 mm y 800 mm de lluvias anuales promedio,
decreciendo de noreste a suroeste comprendiendo el noroeste de la provincia de Buenos

Aires y el sur de las provincias de Santa Fe y Cérdoba (Totis de Zeljkovich, 2012)

La temperatura y el fotoperiodo son las variables ambientales que mas influyen sobre el
desarrollo del cultivo de maiz. La mayoria de las etapas ontogénicas del maiz reconocen
una temperatura base cercana a 8 °C y una maxima en la cual cesa el desarrollo entre 40
y 44 °C. Debido a que el fotoperiodo tiene escasa influencia en las etapas vegetativas, la
temperatura es el principal factor que modula el desarrollo hasta el comienzo de la floracién.
La respuesta al fotoperiodo es de tipo cuantitativa y de dia corto con un umbral de 12,5
horas (Totis de Zeljkovich, 2012, Cirilo et al., 2012).

Otro factor ambiental que influye notoriamente en el crecimiento y en el desarrollo del cultivo
es la disponibilidad hidrica, siendo la evapotranspiracion maxima del cultivo de 650 mm
desde la siembra hasta madurez fisioldégica. Se han reportado reducciones de rendimiento
de 40 kg por hectarea por cada mm de diferencia entre las lluvias y la evapotranspiracion
del cultivo, siendo los 15 dias previos y posteriores a la floracién el periodo critico (Cirilo et
al., 2012).

En Argentina el maiz es el cereal de mayor importancia y sobresale como uno de los
principales paises productores, junto con Estados Unidos, China, Brasil y la Unién Europea,
siendo el cuarto productor de maiz a nivel mundial con una participacién del 3,4 % y ocupa
la tercera posicion entre los paises exportadores con un promedio del 15,9 % de las
toneladas comercializadas a nivel mundial (FADA, 2019 - Datos correspondientes al periodo
2015-18).

A nivel nacional es el cultivo de mayor produccién de granos y el segundo en superficie
sembrada, después del cultivo de soja. En la campafia 2018/19 la superficie sembrada total
fue 9.039.594 ha con una produccion nacional de 56.860.704 Mg y un rendimiento promedio

de 7,9 Mg.ha. La zona nucleo maicera (Figura 1, Zonas VI y VII) muestra los volimenes
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mas altos de produccién a nivel nacional (MAGyP, 2020, Bolsa de Cereales de Buenos
Aires 2020).

Figura 1. Produccion de maiz por zonas en Argentina (Mg), datos correspondientes a la
campafa 2018-19.

Zonas

| Noroeste Argentino
I Noreste Argentino (NEA)
I Centro de Cérdoba
\% Sur de Cérdoba
\ Centro de Santa Fé
Vi Nucleo Norte
Vil Nicleo Sur

Megagramos

100.000 - 1.000.000
1.000.000 - 2.100.000 VI Centro Entre Rios

]

]
[ 2.100.000 - 3.200.000 2
B3 3.200.000 - 4.300.000 IX Norte La Pampa Oeste - Buenos Aires
{5 4.300.000 - 5.400.000 X Centro Buenos Aires
B 5.400.000 - 6.500.000 )
B8 6.500.000 - 7.700.000 Xl Sur Oeste Buenos Aires —Sur La Pampa
- No fiselada Xl Sur Este Buenos Aires

X San Luis
XV  Cuenca Salado

Adaptado Bolsa de Cereales de Buenos Aires 2020, Informe N°5 de cierre de campafia 2018-19

El maiz posee dos destinos, el mercado externo (en su mayor parte grano sin transformar)
y el mercado interno para su agregado de valor en los diferentes eslabones de la cadena.
En el 2017 el 52 % de la produccién argentina tuvo como destino la exportacion, seguida
por el consumo ganadero (produccion de carnes, huevos y leche) con un 27 %. En tercer
lugar, con un 14 % se ubica el sector molinero, compuesto de las moliendas seca y himeda
(4 %), de alimento balanceado (7 %) y de bioetanol (3 %). El 7 % restante corresponde a

otros usos, por ejemplo, la produccién de semillas (FADA, 2019).

El grano de maiz permite agregar valor a través de sus derivados, como es su
transformacion en carnes, leche y huevos y transformaciones industriales (almidon, aceite,
alimentos balanceados, biocombustibles, pegamentos, bioplasticos, etc.). Una de las
maneras mas nuevas de agregar valor al maiz es la produccién de bioetanol, con una fuerte
presencia en las provincias de Cérdoba, San Luis y Santa Fe y un consumo total de 1,49
millones de toneladas en el afio 2017 (FADA, 2019).
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3. Caracteristicas del grano y la biomasa de maiz

3.1. Estructuray composicion del grano de maiz

La calidad del maiz para sus distintos usos esta determinada principalmente por la
estructura fisica y la composicion quimica del grano. Estas identifican a los cultivares por
uno o mas atributos, en particular dureza, textura, composicién quimica, etc. (Savani y
Sorlino, 2004; Robutti, 2012).

El pericarpio es la cubierta externa del grano y representa el 7 % de su peso total. Su funcién
principal es protegerlo contra estreses bidticos y abitticos, ademas de preservar el valor
nutritivo. Esta compuesto principalmente por fibras de celulosa y hemicelulosas que
recubren a todo el cariopse a excepcion del pedicelo, que es el punto de sujecién del grano
al marlo, también formado por fibras. EI germen constituye aproximadamente el 12 % del
peso del grano y posee el tejido de reserva primario necesario para la germinacion y
posterior desarrollo de la plantula. Contiene aproximadamente el 85 % de los lipidos totales
y la mayoria de las albuminas y globulinas (Watson, 1987). En la industria de obtencién del
bioetanol, el germen puede ser considerado un co-producto que se separa en la molienda
humeda conteniendo aproximadamente entre 40 y 50 % de aceite 0 en una etapa de
modificacion de la molienda seca conteniendo aproximadamente 20 — 25 % de aceite

(ambos rendimientos expresados en peso en base seca) (Moreau et al., 2005).

La mayor proporcion del grano estad dada por el endospermo (80 % del peso del grano
aproximadamente) y es el segundo tejido de reserva, fuente de energia y proteinas para la
germinacion. Estd formado por una capa de aleurona y un endospermo almidonoso
(Johnson, 2000). En la Tabla 1 se presenta una descripcion de la composicién quimica de
las distintas partes que componen el grano de maiz tipo dentado expresado en g.100.g de

materia en base seca (Watson, 1987).

Tabla 1. Composicién quimica del grano de maiz tipo dentado y sus distintas fracciones
en porcentaje (base seca — b.s.)

Fraccion Peso seco de Composicién quimica % (b.s.)
cada fraccion (%) Almidén Proteina Aceite
Endospermo 81,8-835 86,4 — 88,9 6,9-104 0,7-1,0
Germen 10,2-11,9 5,1-10,0 17,3-19,0 31,1-35,1
Pericarpio 51-57 3,5-104 29-39 0,7-1,2
Grano entero 100 67,8—-74,0 8,1-11,5 3,9-58

Adaptado de Watson, 1987
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El almidén es un homopolimero de glucosa cuyas unidades monomeéricas estan unidas por
enlaces a(1 - 4) — glicosidicos, compuesto por 23 - 25 % de amilosay 75 — 77 % de
amilopectina. La amilosa (Figura 2.a) es un pequefio polimero lineal que se encuentra
enrollado en forma de hélice y consiste de varios cientos de moléculas de glucosa unidas
entre si por enlaces a(1 — 4) — glicosidico. La amilopectina (Figura 2.b) es un polimero
de mayor complejidad ya que contiene ramificaciones con enlaces a(1 — 6) — glicosidicos
cada 25 unidades de glucosa, aproximadamente, conectadas linealmente por enlaces
a(1 - 4) — glicosidicos (Mc Murry, 2008).

Figura 2. Estructura quimica de las moléculas que conforman al almidén.

a) Amilosa: enlaces a(1 — 4) b) Amilopectina: enlaces a(1 — 4) con
ramificaciones a(1 - 6)

CH,0H
,__7_‘7\7_7__, (:-\

Tomado de McMurry, 2008

Los genotipos de maiz con diversos fondos genéticos presentan tipos de almidén con
distinto comportamiento funcional, presentando diferencias en las propiedades térmicas de
los procesos de gelatinizacion y retrogradacion. Esto puede deberse al efecto del tamafio
de los granulos de almidén, su cristalinidad, la relacién amilosa/amilopectina y la presencia
de otros componentes quimicos dentro de los mismos (Eyhérabide et al., 2007-a;
Eyhérabide et al., 2007-b). El granulo de almiddn no es digerible por enzimas por lo que se
deben utilizar procesos de calor—-humedad para transformarlo en una estructura accesible

a la digestion enzimética.

La gelatinizacion y la retrogradacién son dos propiedades fisicas importantes del almidon y
de particular interés en aplicaciones comerciales del mismo (Delcour y Hoseney, 2010). La
gelatinizacion es un proceso irreversible de destruccion del orden molecular del almidon
cuando se calienta en presencia de exceso de agua, pasando de una estructura semi-
cristalina a otra amorfa que produce cambios irreversibles en sus propiedades, precedida
por un hinchamiento de los granulos de almiddn, progresiva solubilizacion y pérdida de

birrefringencia y cristalinidad de los granulos. La retrogradacién es un proceso que se
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produce cuando el almidén gelatinizado comienza a reasociarse, lo que lleva a recuperar
una estructura mas ordenada o cristalina, por lo que puede entenderse como el proceso
opuesto a la gelatinizacion. La retrogradacion del almidon implica una rapida gelificacion de
la amilosa mediante la formacion de segmentos de dobles hélices y una lenta
recristalizacion de cadenas cortas de amilopectina (Eliasson, 2017; BeMiller, 2019).

A través del mejoramiento genético se han desarrollado genotipos con aptitudes distintas
para destinos o0 usos especiales a causa de modificaciones en la proporcion tipica (1:3) de
amilosa-amilopectina. El maiz de alta amilosa o amilomaiz presenta en homocigosis el alelo
recesivo ae (amilosa extender) ubicado en el cromosoma cinco, cuyo efecto es aumentar
el contenido relativo de amilosa en el endospermo. Comercialmente se distinguen dos
clases de cultivares con granos de alta amilosa para la molienda hiumeda: hibridos de clase
V que producen granos con un contenido de 55 a 60 % de amilosa e hibridos de clase VI
con un contenido de 70 a 80 % de amilosa (Fergason, 2001). La variabilidad en el contenido
de amilosa responde a la accion de genes modificadores de efecto pequefio, en presencia
del locus amilosa extender en homocigosis para el alelo recesivo (ae ae). Fenotipicamente
los granos presentan poco brillo y son translicidos. El maiz waxy posee sélo el componente
de almidén ramificado (amilopectina) y esta desprovisto (0 sélo posee trazas) de la fraccidon
lineal de amilosa. Este rasgo esta controlado por el alelo recesivo del gen wx en
homocigosis. La sola presencia de ambos alelos recesivos (wx wx) determina el nivel de
amilopectina, sin efecto conocido de genes modificadores. El aspecto fenotipico del grano
es de tipo ceroso (Fergason, 2001; White, 2001).

Los granulos de almidén se encuentran en el endospermo en distintas estructuras
moleculares y segln sus rearreglos dan lugar a variaciones en el aspecto y propiedades
del endospermo: endospermo vitreo o translicido y endospermo opaco. Si bien suelen
denominarse endosperma duro y blando respectivamente, en realidad la dureza del grano
y la opacidad del mismo se deben a multiples factores y no se debe asumir que un

endospermo es suave so6lo porque es opaco (Watson, 1987; Garcia-Lara et al., 2019).

El endosperma vitreo (Figura 3.a) se caracteriza por ser una region del grano, cercana a la
aleurona, translicida, de color amarillo oscuro, constituida por granulos de almidén en
forma de poligonos que se encuentran fuertemente empaquetados por una matriz proteica,
principalmente formada por zeinas (proteinas de clase prolamina). En cambio, el

endospermo opaco (Figura 3.b) se caracteriza por ser una region cercana al centro del
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grano, de color amarillo mate e integrada por granulos de almidén esféricos cubiertos por
una matriz escasa de proteinas, mas laxa que la de la zona vitrea y que presenta muchos
espacios de aire que provocan la apariencia opaca. Durante el secado del grano, en el
endospermo vitreo la proteina se deshidrata y produce un encogimiento de la matriz, lo que
provoca una union proteina-almidon lo suficientemente fuerte como para retener los
granulos de almidon cada vez mas cerca. En esta etapa, los granulos de almidén son
flexibles y al estar muy apretados adoptan formas poligonales. En cambio, en el
endospermo opaco durante el secado de los granos los enlaces proteina-proteina se
rompen, dando espacios de aire intergranulares, manteniendo los granulos de almidon
esféricos. Si bien ambas partes del endospermo tienen concentraciones de proteinas
similares, los tipos de proteina, la composicion aminoacidica y su distribucion difieren

(Delcour y Hoseney 2010; Garcia-Lara et al., 2019).

Figura 3. Micrografias electrénicas de secciones transversales de los dos tipos de
endospermos que conforman al grano de maiz.

a) Endospermo vitreo, granulos de almidéon b) Endospermo opaco, granulos de almidén

con forma poligonal y estructura compacta de forma esférica y estructura con espacios

sin espacios aéreos. aéreos.
- : /' i >

Imagenes tomadas de Delcour y Hoseney 2010

Entre el 8 % y el 15 % del endospermo esta compuesto por proteinas. Aproximadamente
entre el 60 % y el 70 % de la proteina total del grano se encuentra en el endospermo, el
resto se distribuye entre el germen y el salvado (Wilson, 1987). Las proteinas se pueden
clasificar segun la composicién de aminoacidos, el peso molecular y la solubilidad. De
acuerdo a su solubilidad se clasifican en cuatro fracciones: albuminas y globulinas, que
tienen funciones metabdlicas y estructurales, y gliadinas y glutelinas, que son las proteinas
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de reserva, denominadas prolaminas (Passarella y Savin, 2003). Las cuatro clases
principales de proteinas de maiz fueron descriptas por Osborne (1897) segun su solubilidad
en los distintos solventes mediante una extraccién secuencial. En mayor proporcion se
encuentran las prolaminas. A este grupo pertenecen las diferentes zeinas solubles en
alcohol y que representan el 40 % de la proteina total. Luego se encuentran las glutelinas
gue representan el 39 % de la proteina total y son solubles en soluciones alcalinas (NaOH
al 5 %). En menor proporcion se presentan las albuminas, solubles en agua, y las
globulinas, solubles en medio salino, que representan el 8 % y 9 % de la proteina total

respectivamente (Larkins, 2019).

En lineas generales, estas clases de proteinas se presentan en distintas proporciones en
el endospermo y en el germen. El total de proteina del endospermo esta dado por 47 % de
zeina, 39 % de glutelina, 4 % de albumina y 4 % de globulina. La proteina total del germen
esta dada por 5 % de zeina, 25 % glutelina, 30 % albumina y 30 % globulina (Shukla y
Cheryan, 2001). Estas diferencias de contenido proteico también se presentan entre
fracciones del endospermo. Landry et al. (2004) estudiaron el contenido de proteinas y su
distribucién en las fracciones vitrea y opaca del endospermo en ocho lineas endocriadas
de maiz que presentaban un rango de vitreosidad de 42 a 95 %. Ellos determinaron que el
endospermo vitreo estaba compuesto por 4 % de albuminas-globulinas, 79 % zeinas y 15
% glutelinas a diferencia del endospermo opaco que estaba compuesto por 13 % de

albuminas-globulinas, 48 % zeinas y 35 % glutelinas.

La importancia de la proporcién relativa entre tipos de endospermo (vitreo/opaco) radica en
gue determina la aptitud de uso final del grano en los procesos industriales de la molineria
(Robutti, 2012). La dureza del grano estad relacionada no sélo con las caracteristicas
quimicas del grano, sino también con las fisicas (Narvaez-Gonzalez et al., 2006). Estas
Gltimas le otorgan resistencia mecanica dada por el empaquetamiento de los granulos de
almidén dentro de la matriz proteica (Chandrashekary Mazhar, 1999), por lo que la dureza
del grano también es atribuible a las complejas interacciones entre los componentes del
endospermo, principalmente proteinas y almidéon (Robutti, 2012). Dentro de esas
interacciones participan las zeinas que se agrupan en "cuerpos de zeina" distribuidos
uniformemente entre los granulos de almidon en el citoplasma de las células del

endospermo del maiz (Duvick, 1961; Chandrashekary Mazhar, 1999).
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Desde un enfoque comercial, los granos de maiz se clasifican teniendo en cuenta la dureza
del endospermo acompafiado por otras caracteristicas en: reventadores (pop corn), duros
(flint), dentados y/o semidentados (dent 6 semi-dent), harinosos (floury) y dulce (sweet)
(Figura 4). La cuantificacion del nivel dureza del endospermo se puede realizar a través de
la determinacion de caracteristicas relacionadas, tales como el peso hectolitrico, la relacion
de molienda, el indice de flotacion y la densidad del grano, como asi también de forma
visual de un corte longitudinal del cariopse para evaluar la proporcion de endospermo vitreo
y opaco (Robutti, 2012).

Figura 4. Clasificacion comercial de granos de maiz de acuerdo a la distribucion de los
tipos de endospermo en el grano.

ENDOSPERMA

D Duro

I:] Suave \
D Azucarado

"‘\, Germen Reventador Duro Dentado Harinoso Dulce
v (Pop) (Flint) (Dent) (Flour) (Sweet)

Adaptado de https://aces.nmsu.edu/pubs/ h/H232/welcome.html

El grano tipo reventador o pop corn presenta un endospermo duro y es el mas pequeno,
con un pericarpio de mayor grosor. Su uso principal es para hacer palomitas de maiz ya
gue revientan y su endospermo se expande cuando se calientan hasta alrededor de 170
°C. El grano tipo duro o flint tiene una corona redondeada y presenta un endospermo vitreo
constituido de almidén duro cérneo con sélo una pequefia parte de almidon blando o suave
en el centro del grano. El maiz dentado o dent presenta una hendidura en la corona que se
forma debido a la contraccién del almidon blando ubicado en la parte superior del grano
durante el secado del cariopse. El grano de tipo harinoso o floury posee un endospermo
compuesto casi exclusivamente de almidén muy blando y su corona puede ser redondeada
o plana. La proporcién de endospermo harinoso versus vitreo establece la dureza del grano
y existe una graduacién de niveles. La determinacion de la dureza del endospermo es
importante ya que afecta la eficiencia de los procesos de molienda seca y humeda, al
modificar las condiciones y tiempo de coccion optimos. Los granos del tipo dulce o sweet
tienen alto contenido de azlcar, su destino es la alimentacion humana cuando la mazorca

aun esta verde con 70 % de humedad. Se caracterizan por presentar granos arrugados en
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su madurez debido al colapso del endospermo que contiene muy poco almidén (Johnson,
2000; Paliwal, 2001; Garcia Lara, 2019).

La composicion quimica de las estructuras del grano de maiz cambia de acuerdo a su
morfologia (Figura 4). Por ejemplo, en las estructuras de un grano de tipo dentado el
endospermo representa en promedio aproximadamente el 82 a 84 % y esta formado por 87
% de almidoén, 8 % de proteina y 0,6 % de lipidos, a diferencia del germen que constituye
el 10-12 % y esta formado por 8 % de almidon, 18 % de proteina y 33 % de lipidos. Las
cenizas y las fibras se encuentran concentradas en el pericarpio y representan el 7 % del

peso total del grano (Watson, 1987).

3.2. Estructura y composicion de la biomasa de maiz

Los componentes de la pared celular resultan de interés en diversas areas, desde las
aplicaciones del maiz en nutricibn humana o animal hasta la produccion de biocombustibles
(Dey et al., 1997; Mc Donald et al., 1999).

La pared celular vegetal (Figura 5) esta compuesta por tres capas: la laminilla media, la
pared celular primaria, y la pared celular secundaria. La laminilla media es la capa externa
compuesta por pectinas y esta en contacto con las células vecinas. La pared celular primaria
estd compuesta por microfibrillas de celulosa confinadas en una matriz de hemicelulosa,
compuestos fendlicos, pectinas, proteinas estructurales, enzimas y proteinas involucradas
en vias de sefalizacion. La pared celular secundaria est4d formada mayormente por
celulosa, glucuronoarabinoxilanos (GAX), acidos hidroxicinamicos y lignina (Dey et al.,
1997; Barros-Rios et al., 2011).

Por su abundancia, la celulosa (Figura 5) es el principal polimero estructural en el reino
vegetal, presente tanto en la pared celular primaria como secundaria. Su estructura se
identifica por una cadena lineal de moléculas de D — glucosa unidas por un enlace
B(1 - 4) glicosidico. Estas cadenas mantienen enlaces estables intramoleculares e
intermoleculares por uniones no covalentes de puente de hidrégeno otorgandole al polimero
una elevada resistencia a la traccién, insolubilidad, estabilidad quimica y resistencia al
ataque quimico o enzimatico. En los vegetales la celulosa de la pared celular se encuentra
estrechamente unida, fisica y quimicamente, a otros componentes, en especial a la
hemicelulosa y lignina (Grant Reid, 1997; Mc Donald et al., 1999; Mc Murray, 2008).
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La hemicelulosa (Figura 5) es un heteroglucano soluble en medio alcalino, y
estructuralmente estd compuesta principalmente por moléculas de D — glucosa, D —
galactosa, D —manosa, D — xilosa y L — arabinosa en distintas combinaciones y con
diversos enlaces glicosidicos. En maiz y en otras especies del orden Poales la hemicelulosa
esta formada principalmente por una cadena lineal de residuos de xilosa con enlaces (1 -
4) y sustituciones de a — L — arabinosa y a — D — acido glucuronico, colectivamente
llamado GAX (Grant Reid, 1997; Mc Donald et al., 1999).

La lignina (Figura 5) es el segundo biopolimero mas abundante de la naturaleza luego de
la celulosa. Desempefia una funcion fundamental en el soporte estructural de las plantas,
ademas de conferir resistencia quimica y biol6gica a la pared celular. Es un polimero
altamente ramificado formado a partir de tres derivados del fenilpropano: alcohol cumarilico,
alcohol coniferilico y alcohol sinapilico, por lo que no es un carbohidrato. Su complejidad
guimica y la aparente falta de regularidad en su estructura hacen que la lignina tenga
especial importancia en la nutricion animal y en otros procesos por su gran resistencia a la
degradacion quimica. La incrustacion fisica de las fibras vegetales en la lignina las hace
inaccesibles a las enzimas que podrian digerirlas (Lewis y Yamamoto, 1990; Mc Donald et
al., 1999).

La calidad de las materias primas celulésicas desde el punto de vista de la nutricion animal
esti estrechamente relacionada a la composicién de la pared celular. Histéricamente la
fibra fue un término que ha sido utilizado para la caracterizacién de alimentos y segun la
metodologia fisico-quimica empleada para su cuantificacion presenta diversas acepciones
(Jaimes et al., 2018).
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Figura 5. Estructura de la pared vegetal y sus compuestos quimicos principales:
Celulosa, hemicelulosa y lignina.
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Adaptado de lInicka y Lukaszewicz 2015; Liy Takkellapati 2018.

Van Soest (1967) definié nutricionalmente a la fibra como la materia organica indige stible
por las enzimas del huésped e identifico tres fracciones caracteristicas mediante un método
de solubilizaciones sucesivas con detergentes: FDN (Fibra Detergente Neutro), FDA (Fibra
Detergente Acido) y LDA (Lignina Detergente Acido). FDN es el residuo que queda tras la
extraccion con detergentes neutros y se compone de lignina, celulosa y hemicelulosa. Esta
fraccion representa el total de la fibra de la pared celular. FDA es el residuo resultante del
tratamiento con detergentes acidos y se estima que esta fraccion representa el total de FDN
menos la hemicelulosa. LDA es la fraccion de FDA no soluble en acido sulfirico y éste
residuo esta formado esencialmente por lignina y se considera que es la fraccion de FDA
sin celulosa. Por lo tanto, puede estimarse el contenido de hemicelulosa como la diferencia
entre FDN y FDA, el contenido de celulosa como la diferencia entre FDA y LDA y el
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contenido de lignina como la fraccion de LDA, aunque esta fraccién contiene ademas
cenizas (Van Soest, 1967; Segura et al., 2007).

El destino principal de la biomasa de maiz es la alimentacion animal, como reserva forrajera
0 suplemento en sistemas intensificados como forraje conservado a través del proceso de
ensilaje (Carrete y Scheneiter, 2012). La calidad como alimento est4 asociada a su valor
nutritivo en funcion a los requerimientos nutricionales de los rumiantes y su capacidad de
aprovechamiento (Coors y Lauer, 2001). Esto ha impulsado a los programas de
mejoramiento a desarrollar hibridos de maiz destinados especialmente a ensilaje, buscando
principalmente un balance entre la concentracion de nutrientes por tonelada de materia
seca y la alta calidad por elevada digestibilidad de la fibra y bajo contenido de lignina. Un
ejemplo de ello es el desarrollo de hibridos con la mutacién de nervadura marrén o bmr
(brown - mid rib) lo que conduce a disponer de biomasa de maiz con menor contenido de
lignina y consecuentemente mayor digestibilidad. El nombre del gen mutante nervadura
marrén se debe a que su expresidn fenotipica es una pigmentacién marrén — rojiza en la
nervadura central de la hoja. Se han reportado cuatro mutaciones genéticas bmr, todas
originadas en poblaciones naturales, que segregan de forma independiente y presentan
herencia recesiva mendeliana. EI menor contenido de lignina de los genotipos bmr se debe
a una lesion en la via de sintesis de la lignina ocasionando menores concentraciones de
varios hidroxicinamatos. Consecuentemente, el efecto especifico de la mutacion de cada
alelo bmr depende de las enzimas particularmente afectadas (Barriere y Argillier, 1993;
Coors y Lauer, 2001).

4. El maiz como materia prima para biocombustibles

4.1. Antecedentes del cultivo de maiz para la produccién de bioetanol

El empleo de bioetanol a partir de maiz como combustible data desde tiempos anteriores a
la produccién comercial de gasolina en 1913. Después de la Segunda Guerra Mundial, el
uso de cultivos agricolas para la produccion de combustibles liquidos renovables perdi6
interés debido al suministro abundante y econémico de combustibles fésiles como el
petréleo y el gas natural (Bothast y Schlicher, 2005). En la actualidad, el bioetanol a partir

de maiz volvid a encontrar su mercado perdido en el siglo XX (Niphadkar et al., 2018).

Actualmente la oferta y la demanda mundial de bioetanol se encuentran lideradas por los

Estados Unidos con un 54 % de la produccién mundial (59.800 millones de litros de
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produccion en 2019), seguido por Brasil con el 30 %. Argentina se encuentra luego de la
Unién Europea, China, Canad4, India y Tailandia y representa el 1 % de la produccion
mundial (RFA, 2020).

En el afio 2010, bajo el marco de la Ley Nacional N° 26.093 (2006), se estableci6 que todas
las naftas que se expendieran en Argentina debian contener un minimo de 5 % de bioetanol,
aunque su implementacién obligatoria se prorrog6 hasta el 1° de enero de 2012. El punto
de corte de naftas de uso automotor asciende hoy a 12 % de bioetanol (InfoLEG, 2020 -
Resolucién 37/2016).

En el pais operan 13 plantas de produccién de bioetanol de primera generacion a partir del
jugo del tallo de la cafia de azUcar y otras cinco plantas de bioetanol de primera generacion
a partir del almidén del grano de maiz. La producciéon nacional de bioetanol alcanzé su
maximo en el afio 2017 con 1,105 millones de m?(Figura 6). Inicialmente la produccion de
bioetanol estuvo asociada solo a la cafia de azucar, por lo que el bioetanol a base de maiz
ingresa al mercado en 2012 con un 8.2 % y su volumen de produccién se fue incrementando
anualmente, superando en varias ocasiones a la cafia de azlUcar (FADA, 2019). Las
regulaciones oficiales indican que el aporte de la cafia de azucar y del grano de maiz a la
produccion de bioetanol debe ser equivalente (InfoLEG, 2020 - Decreto 543/2016 Art.2).

A diferencia de otros paises, en Argentina no se realiza el aprovechamiento de la planta
completa para la produccién de biocombustibles liquidos. En Estados Unidos el residuo de
la cosecha de maiz compuesto por restos de cafas, hojas, marlos y chalas, se procesa y
utiliza como materia prima, debido a que gran cantidad de la biomasa del cultivo
(aproximadamente el 60 % de la planta) queda en el suelo (Gibbons y Hughes, 2011). Entre
las biorefinerias que aprovechan residuos agricolas de este tipo, ubicadas en Estados
Unidos, se encuentran a POET-DMS; Abengoa Bioenergy y DuPon’t (Moran D., 2015). Esta
practica requiere del establecimiento de criterios de remocién del ratrojo para evitar la
erosion y el agotamiento del carbono organico del suelo (Johnson et al., 2014). En la regién
pampeana de Argentina, Alvarez y De Paepe (2019) estimaron que el impacto de la
remocién del rastrojo, en los niveles de carbono organico del suelo, es nulo si la extraccion

del mismo no supera el 30%.

En el pais la produccion de bioetanol lignocelulésico se asoma como una actividad
complementaria para agregar otra forma de valor al rastrojo de maiz, mas alld de su uso en

nutricion animal o su aporte al balance de carbono y la sostenibilidad de las propiedades
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fisicas de los suelos. La composicion quimica del rastrojo reportada por loelovich (2014)
exhibe contenidos de celulosa (37 %), hemicelulosa (26 %) y lignina (19 %) admisibles para
permitir la deconstruccion de la matriz lignocelulésica y obtener suficiente rendimiento para

la conversién a etanol (Acevedo, 2018).

Figura 6. Ubicacién geogréafica de las cinco plantas productoras de bioetanol en
Argentina a partir de maiz y produccion nacional de bioetanol de primera generacion en
miles de m? a partir de maiz y de cafa de azlicar desde el afio 2009 al 2018.
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4.2. Obtencion de bioetanol de primera y segunda generacion

La planta de maiz puede ser aprovechada en su totalidad por la industria de bioetanol. Los
granos pueden ser empleados como materia prima para la obtencién de biocombustible de
primera generacion mediante dos tipos de procesamiento, la molienda seca y la molienda
humeda (o sus modificaciones). Las industrias de bioetanol a partir de molienda seca
generan co-productos tales como alimento para animales, conocidos como destilados de
granos secos (DDG o DDGSs), fibras (compuestas por almidén, celulosa y hemicelulosa) y
anhidrido carboénico (CO.). En cambio, las plantas industriales de bioetanol a partir de
procesos de molienda hiumeda obtienen como co-productos aceite, gluten meal y gluten
feed (Bothast y Schlicher, 2005; Tao y Aden, 2011).

El rastrojo de maiz compuesto por los restos de tallos, hojas, chalas y marlos que quedan
luego de la cosecha de grano, puede emplearse como materia prima para la obtencion de
biocombustibles de segunda generacién. Las plantas de bioetanol de segunda generaciéon
producen co-productos a base de lignina utilizables como fuente de energia para la

produccion interna de vapor y electricidad (Huang et al., 2008; Kumar y Singh, 2019).

El proceso de obtencion de bioetanol, independientemente de la tecnologia de
procesamiento utilizado o del tipo de bioetanol producido (primera o segunda generacion),
18
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consiste en las siguientes etapas (Figura 7): (I) pretratamiento (mecénico y/o termoquimico
ylo bioldgico), (Il) hidrolisis de los carbohidratos complejos y posterior sacarificacion, (lll)
fermentacioén de los monémeros fermentables (hexosas y pentosas) obtenidos a etanol y
(IV) destilacion y deshidratacion del etanol (Bothast y Schlicher, 2005).

El objetivo del pretratamiento es romper las estructuras cristalinas y poliméricas presentes
en el material vegetal con el fin de aumentar la superficie de reaccion para la etapa siguiente
de hidrdélisis (Franco et al., 2009).

En el proceso de obtencién de bioetanol de primera generacién por molienda seca, el
pretratamiento permite disminuir el tamafio de las particulas del grano de maiz y por
molienda humeda el pretratamiento de maceracién del grano con SO posibilita la posterior

extraccion del germen y la fibra (Bothast y Schlicher, 2005).

En cambio, en el proceso de obtencidn de bioetanol de segunda generacion existen
diversas estrategias de pretratamientos. Las moléculas de lignina, celulosa y hemicelulosa
del rastrojo constituyen un complejo estructural que actia como barrera biolégica que
restringe los medios de reaccion o el contacto de las enzimas con las moléculas de
polisacéaridos en el proceso de hidrolisis, por lo que esta etapa de pretratamiento es un
punto critico para solucionarlo. Usualmente la biomasa se trata con productos quimicos
(acidos, bases o incluso agua) a diferentes temperaturas y concentraciones, dependiendo
de la sustancia quimica empleada, lo que da lugar a una hidrdlisis parcial o total de la

hemicelulosa y redistribucién de la lignina (Franco et al., 2009; Zhao et al., 2018).

La hidrdlisis enzimatica permite romper los enlaces glicosidicos de los polimeros por
enzimas para obtener moléculas mas sencillas que serdn empleadas en la fermentacion.
Esta etapa también se denomina licuefaccion. En este paso la diferencia entre los
biocombustibles producidos radica en el tipo de enzima que se emplea ligado al enlace
guimico que se requiera romper. Cuando la materia prima es el grano de maiz, el
polisacéarido a hidrolizar es el almidén y la enzima empleada para romper los enlaces de la
amilosa y la amilopectina es la @ — amilasa. Al final de la licuefaccion se obtienen dextrinas
solubles de cadena corta no fermentables (en algunos casos se complementan con

enzimas proteasas que actian sobre las proteinas asociadas al almidon en el endospermo).

Para que aquellas moléculas de dextrina sean fermentables se necesita un paso adicional

llamado sacarificacion y se emplea la enzima a — glucosidasa. Su efecto principal es liberar

19



Introduccion General

las moléculas de glucosa del extremo no reductor de las dextrinas, aportando al medio

monomeros de glucosa fermentables.

Cuando la materia prima es la biomasa o el rastrojo del maiz se utiliza un conjunto de
enzimas que actdan sinérgicamente sobre la celulosa compuesto por endoglucanasas
(cortan al azar en el interior de la celulosa amorfa, generando oligosacéaridos de varias
longitudes) y exoglucanasas (actian de una manera progresiva en los extremos reductores
y no reductores de las cadenas del polisacarido, liberando glucosa y/o celobiosa). En la
etapa de sacarificacion se emplea B — glucosidasas que hidrolizan las celodextrinas

solubles y la celobiosa a glucosa (Gutiérrez-Rojas et al., 2015; Kumar y Singh, 2019).

En la fermentacion los monémeros fermentables, producto de la hidrélisis y la sacarificacion
de las dextrinas, son convertidos a bioetanol por la accién de la levadura Saccharomyces
cerevisiae o cepas de levaduras estrechamente relacionadas. Ante el impedimento de éstas
de fermentar pentosas, se reportaron el uso de cepas de levaduras no tradicionales
(Pachysolen tannophilus, Candida shehatae, Pichia stipitis, Candida tropicalis, Hansenula
polymorpha y Debaryomyces hansenii) que participan en la fermentacion de D-xilosa a

etanol y xilitol (Olivares Merino, 2021).

El bioetanol obtenido no tiene la pureza requerida y es concentrado al 95 % (v/v) mediante
el proceso de destilacién, para luego ser deshidratado por tamices moleculares hasta llegar
a una concentracion de 99 % (v/v) (Bothast y Schlicher 2005; Kumar y Singh, 2019). La
hidrolisis enzimatica de los polisacaridos se puede combinar con la etapa de fermentacion
en un proceso llamado sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF) (Doran-Peterson et
al., 2009).
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Figura 7. Proceso de obtencion de bioetanol de primera generacion y segunda generacién a partir de la fraccion
amilacea del grano de maiz y de la fraccién lignocelulésica (tallos, hojas, chalas) de la planta de maiz

respectivamente.
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4.3. Caracteristicas de calidad del sustrato y su relacion con el rendimiento de
bioetanol

La pérdida promedio en el rendimiento de etanol de primera generacion debido a las
variaciones en la calidad del grano oscila entre 3 y 23 % y estas variaciones podrian
deberse al germoplasma empleado y a los efectos ambientales (Singh, 2012).

Actualmente se conoce que la concetracion de almidon presenta una relacion directa y
lineal con el rendimiento de etanol, tanto en maiz como en otros cereales, debido a que la
hidrélisis de este polisacarido es la fuente principal de obtencion de los monémeros
fermentables (Lacerenza et al., 2008; Almodares y Hadi, 2009). Sin embargo, se ha
reportado que en hibridos de maiz dentado amarillo con contenidos de almidon entre 68 y
72 %, la disponibilidad de almidén, definida como la fraccion que se convierte en bioetanol,
variaba significativamente entre hibridos. Dien et al. (2002) postularon que la interaccion
guimica entre almidén y proteina de la matriz del endospermo seria el rasgo que podria
estar afectando la disponibilidad del almidén. Gerde et al. (2017) informaron que los granos
con endospermas mas harinosos 0 suaves presentaban menor concentracion de proteina
y se asociaban a mayores rendimientos de etanol. A su vez, se afirma que a nivel industrial
el grado de dureza del endospermo afecta los requerimientos de potencia de la molienda
seca, la procesabilidad y el rendimiento de los productos molidos y finales (Paulsen et al.,

2019), por lo que también interferiria en el rendimiento de bioetanol.

AUn no se han reportado trabajos que aborden de forma integral como las caracteristicas
guimicas y fisicas de los granos pueden influir sobre el rendimiento de etanol por tonelada
de grano. La identificacion de QTLs (Quantitative Trait Loci) asociados a los contenidos de
almidon, proteina y aceite en intervalos cromosémicos idénticos, sugiere la existencia de
asociaciones genéticas entre aquellas caracteristicas. Por ejemplo, a partir de una
poblacién de mapeo formada por 498 RILs (Recombinant Inbred Lines) de maiz derivadas
de un cruzamiento biparental (Zhang et al., 2015), se hallaron para el contenido de aceite,
almidoén y proteina la presencia de QTLs pleiotrépicos o con una estrecha vinculacion entre
ellos, que pueden ser de importancia para futuros estudios en el mejoramiento de la calidad

del grano.

Con respecto a los biocombustibles de segunda generacion, la eficiencia del proceso de
obtencion de bioetanol est4 determinada por la liberacion de mondémeros fermentables y su

convertibilidad a bioetanol. Esa eficiencia se encuentra estrechamente influenciada por el

22



Introduccién General

contenido de lignina y la composicion de la pared celular de las materias primas
lignocelulésicas empleadas como sustrato (Naik et al., 2010).

La biomasa lignocelulésica, como el rastrojo de maiz, ofrece ventajas para la produccion
de biocombustibles por su bajo costo, elevada disponibilidad y no tener aplicacion directa
en alimentacion humana (Kumar y Singh, 2019). El 50 % de la planta de maiz es
considerado residuo agricola y por tal motivo despert6 el interés de emplear el rastrojo como

materia prima en la industria de biocombustibles.

Actualmente se conoce que la convertibilidad de esta materia prima en bioetanol esta
fuertemente asociada con los parametros de calidad del forraje extensamente estudiados
para la alimentacién animal (Lorenz et al., 2009-a, Mc Donalds et al., 1999) como por
ejemplo el contenido de FDN, FDA, la digestibilidad ruminal in vitro de la fibra (DIVF), la
digestibilidad de FDN (DFDN) y el contenido de lignina.

Por lo tanto, la calidad de la biomasa es un determinante fundamental en la economia de
las biorefinerias (Naik et al., 2010) y podria considerarse un caracter a considerar en la
seleccion y desarrollo de cultivares destinados a la industria de biocombustibles
lignocelulésicos. Asimismo, la composicién quimica del rastrojo puede ser mejorada en los
cultivos debido a que el rendimiento de bioetanol de segunda generacion presenta una
asociacion lineal con ciertos parametros de calidad de forraje para los cuales existe

comprobada variabilidad genética (Lorenz et al., 2009-b).

5. Importancia del disefio de un ideotipo de maiz para la produccién de bioetanol

El mundo se encuentra ante la necesidad apremiante de abordar una "transicion
energética”, lo cual significa un cambio de paradigma de la politica energética actual y el
desarrollo de nuevos sistemas sostenibles, respetuosos con el medio ambiente y
econdémicamente viables, mediante el remplazo gradual de combustibles fésiles (Abas et
al.,, 2015). A través del mejoramiento genético podrian lograrse materias primas
especialmente aptas para la industria de biocombustibles que garanticen altos rendimientos
y menores costos de produccion, siendo uno de los ejes centrales en la optimizacion de los
procesos industriales que se llevan a cabo. Para ello es necesaria la identificacion de un
ideotipo de maiz que defina cuéles deberian ser los caracteres de mayor interés desde el
punto de vista de la seleccibn en un programa de mejoramiento genético orientado al

desarrollo de cultivares especialmente destinados a la produccion de biocombustibles.
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El termino ideotipo hace referencia a un modelo de planta ideal basado en caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas, agrondmicas, productivas, entre otras, que incrementarian el
caracter o los caracteres que se quiera mejorar en un ambiente definido (Donald, 1968;
Rasmusson, 1987). La definicion de un ideotipo requiere de la determinacién de los
caracteres a estudiar, la caracterizacion de los ambientes, la evaluacién de la interaccion
del genotipo con el ambiente y la estimacién de los efectos genéticos de las caracteristicas

estudiadas y sus interrelaciones (Trethowan, 2014).

La importancia de definir un ideotipo de maiz para la produccién de bioetanol radica en que
en la actualidad no se tienen cultivares especificos para la produccién de biocombustibles.
Los granos de maiz empleados como materia prima en la industria de biocombustibles
liquidos son obtenidos a partir de cultivares hibridos que han sido seleccionados por su alto
rendimiento y tolerancia a factores de estrés. Situacion similar ocurre en la industria de
biocombustibles de segunda generacién donde el material vegetal empleado se selecciona

en funcion de la disponibilidad y el bajo costo.

El disefio de un ideotipo de maiz para producciéon de bioetanol permitird sentar las bases
para el desarrollo de germoplasma, establecer cuales son los caracteres de interés primario
y las estrategias de seleccién mas eficientes para lograr hibridos con mayor produccién de

bioetanol y estabilidad.

La meta principal del trabajo publicado en esta Tesis es avanzar sobre el conocimiento de
las relaciones fenotipicas y genotipicas entre las caracteristicas quimicas y fisica de los
granosy, quimicas de la biomasa y agronémicas, del tipo de herencia involucrado en dichos
caracteres y la capacidad combinatoria entre lineas elites del programa de mejoramiento
de INTA Pergamino con el objetivo de sentar las bases para la consolidacién de un

programa de mejoramiento genético especifico de maiz para la produccién de bioetanol.
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Hipotesis
Las hipodtesis que sustentan este trabajo de Tesis son:

e El estudio de las caracteristicas quimicas y fisicas de grano y de biomasa permitira
identificar los caracteres adecuados para la seleccion de genotipos con destino de
produccion de bioetanol de primera y segunda generacion.

e Es factible compatibilizar la obtencién de genotipos con alto rendimiento de etanol
de primera generacion y alto rendimiento de grano, y genotipos con alto rendimiento

de etanol de segunda generacion y alto rendimiento de biomasa.

e Dada la variabilidad genotipica de las lineas endocriadas seleccionadas del
programa de mejoramiento de maiz de INTA es factible la implementacion de un

programa de mejoramiento enfocado en la produccion de bioetanol.

e Elestudio de los efectos genéticos aditivos y no aditivos que dominan los caracteres
asociados al rendimiento de etanol y produccién de etanol permitira identificar las
estrategias mas apropiadas para el desarrollo de un programa de mejoramiento

genético de maiz especifico para la produccion de bioetanol.
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Objetivo General

En este trabajo se propone estudiar las diferencias fenotipicas y bases genéticas de
germoplasma de maiz del programa de mejoramiento de INTA para evaluar la factibilidad
de la implementaciéon de un programa de mejoramiento especifico para produccion de

bioetanol.
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Objetivos especificos

Evaluar el rendimiento de etanol a partir de grano y de biomasa de una seleccion de
hibridos del programa de mejoramiento de maiz de INTA en cinco ambientes del
Noroeste de la provincia de Buenos Aires y estudiar su relacion con las
caracteristicas de calidad quimica y fisica de los granos, calidad quimica de la
biomasa y caracteristicas agronémicas y productivas.

Evaluar las relaciones existentes entre el rendimiento de etanol y caracteres de
calidad y agrondmico—productivos mediante las matrices de correlacion fenotipica y
de sus componentes causales, estimados a partir de la informacion proveniente de

los hibridos.

Describir caracteristicas funcionales del almidén por sus propiedades térmicas y
relacionarlas con el rendimiento de etanol a partir de grano y la concentracion de
almidon en hibridos de maiz del programa de mejoramiento de INTA — EEA

Pergamino.

Estimar los efectos de aptitud combinatoria general y especifica a través de
ambientes de las lineas seleccionadas e identificar los cruzamientos con mayor
rendimiento de etanol de primera y segunda generacion y rendimiento de grano y

biomasa.
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1. Genotipos evaluados

1.1. Lineas endocriadas

Las lineas evaluadas fueron LP2542 (L1), LP661 (L2), LP29 (Ls), LP923 (L) y LP214 (Ls).
Estas lineas poseen diferentes fondos genéticos y pertenecen a distintos grupos
heteréticos. Presentan diferencias fenotipicas en cuanto a su tipo de grano y ciclo
vegetativo. Las lineas L», Ls, La y Ls poseen granos con apariencia variable de tipo flint, a
diferencia de la linea L1 cuyo su grano es de tipo semi- flint (semiduro). De acuerdo con la
escala de uso interno del programa de mejoramiento de INTA, que contempla el tiempo
térmico (grados dias °Cd) desde la siembra a madurez, las lineas L1y L. son de ciclo semi-
tardio (1684 -1809 °Cd), la linea Lz es de ciclo precoz (1306 - 1431 °Cd), lalinea L4 y Lsson
de ciclo intermedio (1558 — 1683 °Cd).

Las diferencias fenotipicas de la espiga en cuanto a morfologia y color del grano pueden
observarse en la Figura 8 que corresponde a fotografias de espigas provenientes de

polinizaciones controladas tomadas en la campafia 2015-2016.

Figura 8. Variabilidad fenotipica de las lineas endocriadas empleadas como parentales.
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Estas lineas fueron caracterizadas previamente con 50 SSRs (simple sequence repeats -
repeticiones de secuencia simple) a fin de estimar la estructura genética de un panel de
lineas mas amplio mediante el programa Structure 2.3.3 (Pritchard et al., 2000). El analisis

realizado por Olmos et al. (2014) agrupoé a las lineas en clusters distintivos a lo largo de los
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sucesivos ciclos de simulacion de agrupamientos, lo cual reflej6 razonablemente a nivel

molecular tanto la diferenciacion fenotipica como la genealogia de las lineas (Tabla 2).

Tabla 2 Informacién de las lineas endocriadas utilizadas como parentales en el disefio
dialélico y evaluadas en los experimentos con sus respectivos codigos de identificacion.

Lineas endocriadas empleadas como parentales
Fondo genético determinado por:

ID Linea Origen Pedigree Marcadores moleculares

L1 LP2542 Sintética BS13P Fam BS13 BS13 — BSSS

L LP661 (LP662 x LP611) F» P465 P465

Ls LP29 Compuesto Colorado Precoz Fam CCP Mixto

Ls LP923 Hibrido 2F10F; Mixto

Ls LP214 Cruzamiento (Local Flint x Fam Can Mixto
Canadian Dent) F Arg

La sintética BS13P fue generada por seleccién recurrente sobre la poblacion Stiff Stalk
Synthetic, de lowa State University. Fue introducida en el programa de mejoramiento de
maiz del INTA en 1989 y derivada de un ciclo de seleccion recurrente de medios hermanos
empleando como probadoras a lineas de tipo flint (LP662, LP612). La LP661 es una linea
de tercer ciclo de mejoramiento de la linea P465. Su progenitor LP662 fue obtenido
mediante autofecundacién de un antiguo hibrido simple comercial (Asgrow Ax252), cuyo
progenitor masculino era P465. El otro progenitor de LP661 fue la linea LP611, derivada de
un programa de seleccién recurrente por tolerancia a roya comun (Puccinia sorghi) y textura
dura o flint en una poblacién resultante del cruzamiento entre P465 y diversas fuentes de
tolerancia a roya de origen estadounidense, mediante autofecundaciones y sucesivas
pruebas de habilidad combinatoria. La LP29 resulté de endocriar una familia selecta de un
programa de seleccién recurrente en la poblacion Compuesto Colorado Precoz. La LP923
se originé por autofecundacion y pruebas de habilidad combinatoria sobre una generacién
avanzada del hibrido simple comercial Dekalb 2F10. La LP214 se obtuvo por endocria y
seleccién por pruebas de habilidad combinatoria en una sintética formada por hibridos
comerciales de origen local, en su mayoria de tipo flint, cruzado por lineas de un programa

de mejoramiento canadiense.
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1.2. Hibridos

Los hibridos evaluados se clasificaron segun su procedencia en hibridos experimentales e
hibridos comerciales. Los hibridos experimentales incluyen a los materiales desarrollados
por INTA-EEAP y consiste en un conjunto de diez hibridos simples Fi1 producto del
cruzamiento dialélico de las lineas ya mencionadas: LP29 x LP661, LP29 x LP2542, LP923
x LP29, LP214 x LP29, LP214 x LP661, LP214 x LP2542, LP214 x LP923, LP214 x LP661,
LP923 x LP2542, LP661 x LP2542; y un hibrido actualmente inscripto por INTA
especialmente desarrollado por su alto contenido de acido oleico (Tesai AO INTA).

El conjunto de hibridos comerciales comprendié siete hibridos correspondientes a la
empresa ACA — Asociacion de Coperativas Argentina (470 VT3Pro, 496 MG, 493 MGRR2,
498 MGRR2, 480RR2, 473 MGRR2, 480 MG) y siete hibridos correspondientes a la
empresa DOW AgroScience, actual Corteva, (512 PW, 510 PW, 505 PW, 507 PW, 575 PW,
BMR 126 HX, 2A120 PW). Los hibridos ensayados fueron elegidos por las empresas de

acuerdo a criterios comerciales propios y teniendo en cuenta los objetivos de este estudio.

El conjunto de hibridos comerciales incluyd un hibrido desarrollado para ensilaje, BMR 126
HX, que contiene el gen brm mutado (nervadura marrén / brown midrib (brm’)). El alelo
recesivo altera la via de biosintesis de lignina, lo que conduce a un maiz con menor
contenido de lignina y consecuentemente a una mayor digestibilidad (Piguemal et al., 2002;
He et al., 2003; Torney et al., 2007).

En la Tabla 3 se detallan los cédigos de identificacibn empleados para todos los hibridos
estudiados. Estos primeros 10 hibridos en el capitulo Ill son mencionados como Hj,

haciendo referencia a la cruza formada por las lineas progenitoras Liy Lj (Tabla 2).
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Tabla 3. Codigo de identificacion (ID) de los hibridos experimentales y comerciales
evaluados en los 5 ambientes de la zona nucleo de la provincia de Buenos Aires.

ID Hibrido ID Hibrido ID Hibrido

1 LP29 x LP661 10 LP661 x LP2542 19 510 PW

2 LP29 x LP2542 11 470 VT3 Pro 20 505 PW

3 LP923 x LP29 12 496 MG 21 507 PW

4 LP214 x LP29 13 493 MGRR2 22 575 PW

5 LP214 x LP661 14 498 MG RR2 23 MBR 126 HX
6 LP214 x LP2542 15 480 RR2 24 2A 120 PW
7 LP214 x LP923 16 473 MG RR2 25 Tesai AO INTA
8 LP214 x LP661 17 480 MG - -

9 LP923 x LP2542 18 512 PW - -

2. Ambientes de evaluacién

Los ambientes correspondieron geograficamente a la zona nicleo del norte de la provincia
de Buenos Aires durante dos campafias agricolas sucesivas. En la campafia 2015 - 16 se
implantaron experimentos en un suelo argiudol tipico serie Rojas, ubicado en el campo
experimental de DOW Agrosciences (actual Corteva) situado en la localidad de Colon (33°
58' 7" S; 60° 57' 23" O), en un suelo hapludol tipico serie Junin en el campo experimental
“Las Magnolias” de la UNNOBA (34° 27' 19" S; 60° 52' 35" O) y en un suelo argiudol tipico
serie Pergamino en INTA EEA Pergamino (33° 56' 26" S; 60° 33' 29" O). En la campafa
2016-17 los experimentos se implantaron en Junin y Pergamino en los mismos centros de
investigacion y sobre las mismas series de suelos. La identificacion del tipo de suelo se
realizé de acuerdo con la carta de suelos de la provincia de Buenos Aires publicada por

INTA (disponible en http://anterior.inta.gob.ar/suelos/cartas/index.htmen).

En ambas campafas las mayores precipitaciones se observaron en la localidad de
Pergamino, seguida por Junin 2015-16. Las temperaturas promedio durante el ciclo
productivo oscilaron entre 20 y 22 °C (Tabla 4). La informacién meteoroldgica expuesta en
este trabajo fue tomada por el sistema de informacién y gestion meteorolégica de INTA 'y

esta disponible en http://siga2.inta.gov.ar/#/.
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Tabla 4. Descripcion de los ambientes de evaluacion en términos de temperatura promedio
y precipitaciones desde siembra hasta cosecha de los experimentos.

Ambiente Localidad Afio Tm (°C) PP (mm) Siembra Cosecha
1 Coloén 2015-16 22,16 679,6 30/11/2015 29/04/2016
2 Junin 2015-16 21,38 705,7 23/10/2015 13/04/2016
3 Pergamino 2015-16 21,16 780,7 08/10/2015 11/04/2017
4 Junin 2016 - 17 22,04 643,3 03/11/2016 06/04/2017
5 Pergamino 2016 — 17 20,58 817,3 28/09/2016 28/03/2017

Tm: Temperatura media promedio; PP: precipitaciones acumuladas desde la fecha de siembra hasta la fecha
de cosecha; Siembra: fechas de siembra; Cosecha: fecha de cosecha

En los diagramas climaticos (Figuras 9 y 10) se presenta con mayor detalle las condiciones
climaticas que afronté cada experimento en su respectivo ambiente resaltdndose con una
barra en celeste el periodo de floracion. Se puede observar que en la localidad de Colén en
el afio 2015-16 las precipitaciones fueron casi nulas en el periodo de floracion, a diferencia

de Pergamino 2015-16 donde se presentaron precipitaciones abundantes.
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Figura 9. Condiciones climaticas (precipitaciones y temperatura minima, maxima y media)
a través de diagramas climéticos que afronté cada experimento en su respectivo ambiente
durante el ciclo productivo y el periodo de floraciéon en la campafa 2015-16.
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Figura 10. Condiciones climaticas (precipitaciones y temperatura minima, maxima y media)
a través de diagramas climéticos que afronté cada experimento en su respectivo ambiente
durante el ciclo productivo y el periodo de floracion en la campafa 2016-17.

a) Ambiente 4: Junin campafa 2016-17

90

=1

3
3

S Pl
yl

o Ll ‘ ‘
TTNRN2ARSERAReCEINRATIERA
Shembra Flaracidn Cosecha
03-11-2016 D6-04-2017

Ciclo en dias
mmm Precipitacion  ——T° Media ——T° Minima  —s—T° Maxima

W@
e o

w
.
o
[N N Pp—

Temperatura en °C
3
&

u

=
o @

b) Ambiente 5: Pergamino campafia 2016-17

140
120

100 7

b
w

80

60 |

Temperatura en °C
& 8

a0 |

3

20

5

1 . u 0

@ oo oo oo oo ~ oo o@ oo o@ Pt —

ERREEEB2RFEEegassndnseseenissednks
=== = = - I - - - - | AE83S582

o bl 1
- wo@m om
Siembra Floracién

2809206 Cosecha

Ciclo en dias 28-03-2017

s Precipitacion  ——T° Media —s—T" Minima —s—T° Mixima

3. Diseno Experimental

Los experimentos siguieron un disefio de bloques completos aleatorizados (DBCA) con dos
repeticiones y aleatorizaciones independientes para hibridos y lineas endocriadas. Se
llevaron a cabo en los cinco ambientes del norte de la provincia de Buenos Aires descriptos

en la seccién anterior.

La configuracién de cada parcela fue de cuatro surcos de 5 m de largo, distantes a 0,7 m
entre si, a excepcion de Coldn que fue de 0,5 m. Se sembraron 30 semillas por surco, no
siendo necesario efectuar raleos, y el manejo agronémico del cultivo fue el de adopcion
generalizada en la region. La densidad del cultivo fue de 100.000 planta/hectarea en Colén

2015-16 y 71.148 planta/hectarea para el resto de los ambientes.

El primer surco de cada parcela se destind a la obtencion de muestras para la evaluacion
de caracteres asociados a la calidad quimica de grano (determinaciones quimicas de
calidad de grano, DQCG) y a la calidad en cuanto a las propiedades fisicas de los granos

(determinaciones fisicas de calidad de grano, DFCG). Las muestras de grano se obtuvieron
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mediante polinizaciones controladas (cruzamientos planta a planta o cruzamientos
fraternales dentro de cada surco) para evitar efectos de xenia. Se polinizaron entre 15y 20
plantas para obtener la cantidad de semilla requerida por las determinaciones analiticas. La
cosecha se realiz6 manualmente luego de alcanzada la madurez fisiol6gica, reteniendo de
todas las polinizaciones efectuadas solo las espigas con granazon completa y sanas. Estas
se trillaron manualmente y los granos se limpiaron hasta eliminar materiales extrafios o

dafados.

El segundo y tercer surco de cada parcela se destinaron a la estimacion del rendimiento de
grano y caracteres asociados, es decir a mediciones de caracteristicas agronémicas y
productivas (CAYP). Estas espigas fueron de polinizacion libre, se cosecharon
manualmente en madurez fisiolégica y el material fue trillado con una desgranadora

eléctrica.

El cuarto surco de cada unidad experimental se destind a la obtencion de muestras de
planta entera y posterior submuestreo para las determinaciones quimicas de calidad de
biomasa (DQCB). La cosecha se realizé por corte a machete a una altura entre 0,10y 0,15
m del suelo, en madurez fisioldgica, a razén de 10 plantas por surco en competencia
completa (Sayre et al., 2012). El secado del material se realizd, simulando una estufa con
ventilacién forzada, en un inverniculo hasta peso constante a una temperatura promedio

de 60 °C y posteriormente se determiné su humedad remanente (8,30 %).

4. Caracteres evaluados

4.1. Determinaciones quimicas de la calidad de grano (DQCG)

Los andlisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Calidad de Alimentos, Suelos y Agua
(LCASyA) de INTA EEA Pergamino. Se emplearon granos provenientes de polinizaciones
controladas realizadas en el primer surco de cada unidad experimental. Las muestras
destinadas a los analisis de quimica humeda fueron molidas al momento de realizar su
determinacion, utilizando un molino a cuchillas planas refrigerado HQ Analyzer MC-Il hasta
lograr un tamafio de particula inferior a 1 mm. Todas las determinaciones fueron referidas
a base seca (b.s.) y para ello se determiné la humedad de cada muestra segun el método
de referencia AACC, 44-16, 1995.

Para evaluar la calidad quimica de grano se realizaron las siguientes determinaciones:
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Concentracion de almidén (CAL, g.100.g%): Se empled el método polarimétrico (Norma

IRAM 15859:2014) excepto en el caso de las muestras de los hibridos comerciales en la
campafa 2016-17 que se determinaron por NIRS (Near Infrared Spectroscopy) calibrado

por el método quimico anteriormente mencionado (Tabla 5).

El método polarimétrico permite medir la concentracion de almidon mediante el cambio que
sufre el plano de luz polarizada cuando atraviesa un medio transparente formado por
sustancias 6pticamente activas (Olsen, 1990). Para ello inicialmente se fraccion6 la muestra
en dos porciones. En la primera se determiné el poder rotatorio total y en la segunda el
poder rotatorio de las sustancias activas solubles en agua que previamente se le extrajeron
a la muestra (carbohidratos solubles en agua). En ambos casos se efectué una hidrolisis
con acido clorhidrico, una posterior precipitacion de proteinas con acido fosfowolframico y

finalmente se las sometieron a un proceso de filtracion.

Los poderes rotatorios de los filtrados se obtuvieron mediante un equipo polarimetro
ATAGO, modelo AP 300. La concentracion de almidén, en gramos por 100 gramos de
muestra, se calculé como:

(P—P)

CAL(g.100.g™1) = il 100

Siendo CAL: la concentracion de almidén en gramos en cien gramos de maiz; P y P’ el poder
rotatorio total de la solucion y de las sustancias activas solubles en agua, respectivamente,
en grados sexagesimales; [: el largo del tubo del polarimetro, en decimetros; m: la masa de
la muestra, en gramos; [ aé’ooc] :184,6 grados sexagesimales que corresponde a la rotacion

especifica del almidon de maiz a 20 °C y 1=589 nm (IRAM 15859:2014).

Concentracion de Amilosa (CAM, g.100.g%): Se determiné con el método de Knutson (1986)

descripto por Robutti et al. (2000) en los materiales desarrollados por INTA EEA Pergamino,
gue. Cada muestra molida se pesoé y se solubilizé en una solucién de dimetilsulféxido 90 %
(DMSO) y que contiene iodo (I2) en concentracién 6.102 M., en la cual se incub6 48 horas

a 70 °C. La CAM no fue determinada para el ensayo implantado en la localidad de Colén.

Posteriormente se enraso6 a volumen final de 10 mly por ultimo se llevé a cabo la reaccion

colorimétrica mediante una dilucién produciendo una disminucion de la afinidad entre I»-
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DMSO donde se forma espontaneamente |3, ion necesario para la iniciacion de la formacion

del complejo amilosa-iodo.

La metodologia se basa en una reaccion colorimétrica entre la amilosa y el iodo (I37), dando
un color azul intenso debido a la capacidad del halégeno de ocupar una posicién en el
interior de la espiral helicoidal de las unidades de glucosa que forman la amilosa en
suspension acuosa (Knutson, 1986). La cuantificacion de este complejo se realizd por
espectofotometria midiendo la absorbancia a 600 nm en un equipo Spectronic 20D+. La
concentracion de amilosa se determiné empleando una curva de calibracion realizada con

un maiz patrén del LCASyA.

Concentracion de Proteina (PRT, g.100.g%): se determiné mediante NIRS, metodologia
calibrada (Tabla 5) a partir del método de Kjeldahl (AOCS, 1998).

Concentracion de Aceite (CA, 9.100.g%): se determiné mediante resonancia magnética

nuclear resuelta en tiempo real, HIRMN-RT (Guillén y Ruiz, 2001), en un equipo Oxford
MQ5 calibrado segln el método de extraccion por solvente (AACC Method 30-25, 1995)

Se escanearon muestras de grano entero con un porcentaje de humedad menor al 10 %,

para ello fueron previamente mantenidas en estufa durante 72 horas a 38 °C.

Perfil de acidos grasos (g.100.g?%): Se determiné mediante cromatografia gaseosa descripta

por Percibaldi et al. (1997) en todos los materiales evaluados.

En todas las separaciones cromatogréaficas la muestra se desplaza acarreada con una fase
movil, que en este caso fue un gas. Esta fase movil se hace pasar a través de una fase
estacionaria con la que es inmiscible y que se fija a una columna. Aquellos componentes
gue son fuertemente retenidos por la fase estacionaria presentan menor movilidad que los
componentes que se unen débilmente y que se movilizan con mayor rapidez. Como
consecuencia de las distintas movilidades, los componentes de la muestran se separan en
bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente (Skoog
et al., 2001) El tiempo de retencién de los acidos grasos es directamente proporcional con

el largo de la cadena y el nimero de enlaces insaturados.

Como la composicidn acidica del aceite varia segun la posicion del grano en la espiga de
maiz (Jellum, 1970), se tomaron 10 granos ubicados en la porcion media de cada espiga y

se conform6 una muestra representativa compuesta por alrededor de 120 y 160 granos.
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En primera instancia se procedié a la extraccion del aceite con hexano de calidad
cromatogréfica a partir de 10 gérmenes de maiz de cada muestreo (0,20 £ 0,05 g) y la

esterificacion se realiz6 mediante transmetilacion directa in situ con catalisis alcalina.

Se utilizé un cromatografo gaseoso Perkin Elmer Clarus 500, equipado con una columna
capilar Elite-225 Perkin Elmer (longitud: 30 m; didmetro interno: 0,32 mm; espesor de
pelicula: 0, 25 um, temperatura limite: 40-220/240 °C), con un sistema automuestreador y
un sistema purificador de gases controlado bajo el programa Totalchrom Worstation version
6.3.1.

Los parametros utilizados para la determinacion cromatografica fueron: temperatura de
horno programada con rampa de 3 °C.min* desde 190 °C hasta 240 °C mantenido durante
un minuto, temperatura del inyector de 240 °C y temperatura del detector de 300 °C. La
velocidad del gas portador fue 20 cm/segundo y el volumen de inyeccion fue de 1,0 pl con

un tiempo de corrida de 16,67 minutos.

Mediante pruebas con patrones de acidos grasos se identificé cada pico del cromatograma
segun los tiempos de retencion caracteristicos de cada uno. El area bajo la curva se
interpreté como la concentracién total de los acidos grasos y el area del pico caracteristico
como el porcentaje relativo al total de acidos grasos. El perfil de 4cidos grasos determinado
por esta metodologia incluyd la conctracién de acido palmitico (AP), acido estearico (AE),
acido oleico (AO), acido linoleico (ALl) y &cido linolénico (ALN), todos expresados en
9.100.g%.

Rendimiento de etanol a partir de grano por NIRS (REGN, 1.Mg™): metodologia calibrada

(Tabla 5) mediante un proceso de fermentacién estandarizado segun Alegre et al. (2014).
Este procedimiento consiste en una digestion enzimética y posterior fermentacion. La
primera etapa de digestion enzimatica esta dada por un proceso de licuefaccion donde los
polisacaridos se convierten en dextrinas. Para ello se emplea una a — amilasa obtenida a
partir de una cepa de Bacillus licheniformis, 17329 LU/g (Spezyme® SRL, Dupont) la cual
se incuba por 2 horas a 90 °C. La segunda etapa comprende una reaccién de sacarificacion
donde ocurre la transformacién cuantitativa de los fragmentos producidos por la accion de
la @ — amilasa en D — glucosa para la cual se emplea una 8 — glucosidasa obtenida de

Aspergillus niger, 375 GAU/g (Distillase® SSF, Dupont) incubandose por 2 horas a 60 °C.
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En la etapa de fermentacion se inocula el medio con una cepa comercial de Saccharomyces
cerevisiae, conservada mediante liofilizacion, a 30 °C por 72 horas. El medio liquido de
cultivo consiste en extracto de levadura 0,3 %; peptona de carne 0,35 %; KH.PO4 0,2 %;
MgSO0..7H.0 0,1 %; (NH2)2S04 0,1 %; pH 5,5. En este proceso los azucares simples
fermentables obtenidos en la sacarificacion (CqH;,0¢) Sse transforman en etanol (C,Hz0) y

diéxido de carbono (C0,).

El rendimiento de etanol a partir de grano se calcula en base a la pérdida de peso que
ocurre durante la fermentacion y la misma corresponde a la cantidad de CO. eliminado. En
base a calculos estequiométricos de la siguiente ecuacion es posible estimar la cantidad de
etanol producido (Lémuz, et al., 2009)

1 C6H1206 _— 2 CH3CH20H + 2 COZ

Fermentacion

Para las variables determinadas por NIRS (CAL, CP, REGN) las muestras fueron
escaneadas en un equipo Perkin Elmer (Modelo Spectrum One) por transformacion de
Fourier (FT_NIRS). Se escanearon todas las muestras molidas (descriptas previamente)
colectandose sus espectros de reflectancia entre 10.000 y 4.000 cm™. Las calibraciones
fueron desarrolladas en el LCASyA de INTA EEA Pergamino a partir de los espectros y las
determinaciones por quimica himeda, utilizando analisis multivariados para la obtencién de
ecuaciones de calibracién/prediccién con software (Spectrum QUANT+ v 4.51) especifico
del instrumental. Las ecuaciones se seleccionaron en base a la mayor variabilidad explicada
para el set de calibracion y de acuerdo al menor error estandar de prediccién. En la Tabla

5 se presenta un resumen de los resultados de las calibraciones (Di Martino et al., 2018).

Tabla 5. Calibraciones NIRS para el rendimiento de etanol a partir de grano, concentracion
de proteina y almidén

Estadisticas de la Rendimiento de Concentracion de Concentracién de
calibracion etanol (I.Mg™) Proteina (g.100.g')  Almidén (g.100.g?)
N° de muestras 1201 1440 753
Media 471,2 10,75 70,55
Rango 410,8-515,6 6,8 — 15,8 61,1-76,7
Desvio Estandar (D.E) 13,7 1,6 2,4
Varianza explicada 72,6 % 87,9 % 53,2 %
D.E. de prediccion 7,1 0,5 1,7

Adaptado de Di Martino et al., 2018
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4.2. Determinaciones fisicas de calidad de los granos (DFCG)

Las caracteristicas fisicas de los granos asociadas a la dureza del endospermo se
evaluaron en el LCASYA de INTA EEA Pergamino en todos los genotipos sobre muestras

de granos provenientes de polinizaciones controladas como se describié anteriormente.

Las variables investigadas estan asociadas a la fuerza requerida para romper el grano y a
la resistencia mecanica que este opone. Sin embargo, también pueden ser de utilidad para
determinar la capacidad del grano para absorber y retener el agua durante un proceso de
coccion. Los maices denominados de endospermo suave se hidratan mas rapidamente que
los maices de endospermo de tipo duro, debido a que en los de tipo suave los granulos de
almidon son alcanzados por el liquido con mayor facilidad (Watson 2003; Salinas y Aguilar,
2010).

Las determinaciones asociadas con la dureza del grano fueron las siguientes:

Peso_hectolitrico (PH, kg.hl'!): se midié con balanza de 1 litro de tipo Schlopper sobre

muestras estabilizadas a su humedad de equilibrio atmosférico. Esta caracteristica es el
peso expresado en kilogramos de una cantidad de grano que ocupa un volumen de cien
litros. (SAGyYP, 1994 - Norma XXVI)

indice de flotacion (IF, %): se realiz6 segun las normas de la Secretaria de Agricultura y

Pesca (SAGyP, 1994 - Norma XXVI). Se utiliz6 una solucion de NO;Na con un peso
especifico de 1,25 Kg.I'* a 35 °C y se emplearon 100 granos por cadarepeticion técnica. El
indice se calcul6 como:

Numero de granos flotantes

IF(%) = 100
(%) Numero de granos sumergidos *

Densidad de grano (DG, g.ml?): se midié siguiendo el protocolo establecido por Correa et

al. (2002). Para ellos se llen6é un picnémetro de peso conocido con agua destilada y se
pesl. Se agregaron aproximadamente 10 g de granos secos en el picnémetro y se agrego
agua bidestilada para llenar el volumen interno y se pesé el picnémetro lleno. La densidad
(g.mL?) se calculé dividiendo el peso del agua reemplazada por el peso de los granos de

maiz, suponiendo una densidad de agua de 1.0 g.ml.

Relacion de molienda (RM) se obtuvo siguiendo el protocolo descripto por Robultti et al.,

1995. Se molieron 50 g de grano entero en un molino Stein durante 15 segundos.
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Posteriormente se tamizaron con un equipo Rotachoc (Chopin) durante un minuto con un
sistema de tamices cuyas mallas fueron de 1 mm y 0.5 mm, por lo que el material queda
dividido en 3 fracciones: gruesa, intermedia y fina. La relacion de estas fracciones se

determiné como:

RM Peso retenido en el tamiz 1 mm
"~ Peso retenido en el tamiz 0,5 mm

Existen antecedentes de clasificacion de granos de maiz en base a los rangos que
presentan varias de las caracteristicas de dureza presentadas (Tabla 6).

Tabla 6. Clasificacion del grano de maiz por su dureza para indice de flotacion (FT), peso
hectolitrico (PH), relacion de molienda (RM) y densidad del grano (DG).

Clasificacion IF (%) PH (kg.hl'Y) | PH (kg.hl?) RM DG (ml.gY)
Muy duro 0-12
Duro 13-37 > 75 80,1-81,7 18-41 M?%/S,:c[,)rG’
Intermedio 38-62 74 -75 76,2 -80,1 3,0-5,6 _ e
Suave 63-87 disponibilidad
Muy suave 88-100 <74 74.2-17 4,7-6,2 de almidén
Referencia Palacios Rojas, 2018 Eyhérabide et al., 1996 Corr;gozt al.,

4.3. Propiedades térmicas de almidén (PTA)

Se determinaron mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC — Differential Scanning
Calorimetry). La DSC evallta el comportamiento térmico de los materiales sometidos a un

gradiente de temperatura (Atkins et al., 2006).

Los almidones caracterizados provinieron de los granos de los genotipos desarrollados por
INTA EEA Pergamino. Fueron extraidos y purificados formandose un sistema almidén-agua
de proporciones 1:2 p/v, metodologia desarrollada por White et al., (1990) y modificada por
Krieger et al.,, (1997). Las propiedades térmicas fueron medidas mediante DSC
(Calorimetria diferencial de barrido - Differential Scanning Calorimetry) utilizando el
calorimetro Pyris 6 DSC, Perkin Elmer analizadas por Software Pyris versién 7.0 — 2004,

Perkin Elmer.

Las propiedades térmicas del almidén relacionadas al proceso de gelatinizacion y
retrogradacion se determinaron segun Ji et al., 2004 descriptas en Eyhérabide et al., 2007-

a.
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Las muestras se corrieron en el equipo DSC a una velocidad de calentamiento de 10 °C.min
! la cual es ampliamente utilizada para observar transiciones térmicas en alimentos
(Gabbott, 2008). Para la gelatinizacion se empleé el rango de temperaturas de 30 a 110 °C
y las muestras se conservaron a 4 °C durante siete dias y posteriormente se evalué la

retrogradacion empleandose el rango de temperaturas de 15 a 90 °C.

En el caso de gelatinizacion se determinaron las temperaturas de inicio (Ty;) y de pico (Tp¢),
la entalpia, expresada en J/g (4H;), el rango (R;) estimado como el doble de la diferencia
de la temperatura de pico e inicial de gelatinizacion, y el indice de altura de pico (PHI;)

como el cociente entre la entalpia de gelatinizacion y la diferencia entre Tpg Y Ty -

Para retrogradacion se determinaron las temperaturas de inicio (Tyg) y de pico (Tpg), la
entalpia de retrogradacion expresada en J/g (4Hg), el rango de retrogradacion (Rg)
estimado como el doble de la diferencia de la temperatura de pico e inicial de la
retrogradacion y el porcentaje de recristalizacion o retrogradacion (Pg) como el cociente de

la entalpia de retrogradacion y la entalpia de gelatinizacion por cien ((4Hg /AH;)x100)

4.4. Determinaciones quimicas de calidad de biomasa (DQCB)

El material se fracciond en sus distintos componentes vegetativos (marlos, tallos + hojas,
chalas y granos), pero solo la fraccion de (tallos + hojas) se emple6 para las
determinaciones quimicas de calidad de la biomasa debido a que las calibraciones NIRS

fueron realizadas sobre esta fraccion.

El material vegetal se molié en dos etapas. La primera consisti6 en pasar el material por
una maguina trituradora para disminuir el tamafio de particulas. En la segunda etapa se

tomé una submuestra y se llevé el material a una malla de 1 mm en un molino refrigerado.

Se determind la concentracién en 100 g de fibra de detergente acido (FDA), fibra de
detergente neutro (FDN), lignina de detergente acido (LDA), digestibilidad in vitro de la fibra
(DIVF) y digestibilidad de la fibra detergente neutro (DFDN).

Estas determinaciones fueron tercerizadas al laboratorio de calidad de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Lomas de Zamora (UNLZ) y se efectuaron
mediante NIRS. Para ello emplearon un equipo NIRS (NIRS 6500, NIRSystem Inc, Silver
Spring, MD) colectdndose espectros infrarrojos entre 1.100 y 2.500 cada 2 nm, calibrado

por método enzimatico (Gabrielsen, 1986), Tabla 7.
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Tabla 7. Calibraciones NIRS para las determinaciones quimicas de calidad de biomasa.

Estadisticas de la calibracion FDA FDN LDA DIVF  DFDN
N° de muestras 120 119 120 120 117
Media 33,8 60,8 4,8 57,9 38,9
Desvio Estandar (D.E) 26 3,5 09 7.1 5.8
Varianza explicada 923% 939% 844% 86,7% 81,7%
D.E. de prediccion 0,7 0,9 0,3 2,6 3,5

Informacion proporcionada por el laboratorio de calidad de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Lomas de Zamora (UNLZ), Dra. Mdnica Aulicino.

La concentracion de hemicelulosa (HE) se obtuvo a partir de la diferencia entre FDN y FDA,
y la concentracion de celulosa (CE) a partir de la diferencia entre FDA y LDA (Van Soest,
1967).

El rendimiento tedrico de etanol a partir de biomasa (REB, en | de etanol.Mg™* de materia

seca), se determind segun Cardona et al. (2012), como:

HEx1,11xVxexMetOH) , CEx1,11+VGexMetOH)

REB (lMg—l) — Mxil 'petOH MG

«10000

Donde, HE y CE son la fraccion de hemicelulosa y celulosa respectivamente en 100 g de
material seco estimada mediante NIRS; 1,11: es la relacion entre el peso molecular de la
celulosa y la celobiosa; Vxe y VGe son los factores estequiométricos de la conversion de
xilosa y glucosa en etanol respectivamente; MetOH, Mxil, MG son los pesos moleculares
del etanol, xilosa y glucosa, respectivamente; 10000: es el factor de conversiéon de 100 g a

Mg, petOH: densidad del etanol (g.I"?).

4.5. Variables asociadas a caracteristicas agronémicas y productivas (CAYP)

Se determiné el rendimiento de grano (RG, Mg.ha?) con un 15 % de humedad y peso de
mil semillas (PM, g) ajustado a 0 % de humedad (Sayre et al., 2012). A partir de diez espigas
tomadas al azar se determinaron los valores promedios de la longitud de la espiga (LES,
cm), el diametro de la espiga (DES, cm) y el nUmero de hileras de la espiga (NH). La unidad

de muestreo fue el segundo y tercer surco de cada parcela.

Se registraron los dias a floracion femenina (DFF, dias) como los dias que transcurrieron
desde la siembra hasta el momento en que el 50 % de las plantas de cada unidad

experimental mostraron estigmas expuestos.
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Se tomaron los pesos secos de cada fraccion vegetativa corregidos a 0 % de humedad y
se determiné el peso en Mg de cada fraccion por hectarea (Mg.ha') considerandose una
densidad de 100.000 pl.ha* para la localidad de Colén y de 71.148 pl.ha! para el resto de
los ambientes. Dentro de los pesos secos se estimo el peso seco de (tallos + hojas) (PSTH),
de chalas (PSC); marlos (PSM) y granos (PSG). Estas fracciones se tomaron de las 10

plantas cosechadas manualmente correspondientes al cuarto surco de la parcela.

El indice de cosecha (IC) se determiné dividiendo el peso seco de grano por el peso seco
total de la planta (0 g.kg™* de agua), seguin Sayre et al. (2012) y Karlen et al. (2015).

Se estimo el rendimiento de biomasa vegetativa (RB, Mg.ha') como la suma de la fraccién
tallos + hojas y chalas (sin incluir la fraccion grano) teniendo en cuenta el nimero de plantas

presentes en cada parcela con 8,3 % de humedad.

Finalmente, se midi6 la altura relativa (AR) promedio de 10 plantas con competencia
completa como el cociente entre la altura de la planta desde el suelo hasta el nudo de

insercion de la espiga (cm) y desde el suelo hasta el extremo apical de la panoja (cm).

5. Andlisis estadistico
Los analisis estadisticos estan descriptos en la seccion materiales y métodos de cada

capitulo de la tesis.
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IDENTIFICACION Y ANALISIS FENOTIPICO DE CARACTERES
ASOCIABLES A LA PRODUCCION DE ETANOL
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Capitulo I

Introduccidén

La industria del bioetanol tiene un papel significativo en relacién a la mitigacion del cambio
climético, gracias al interés en el reemplazo de destilados del petréleo crudo, principal
recurso utilizado para satisfacer actualmente la demanda energética, por otros
combustibles alternativos provenientes de recursos renovables, como los biocombustibles
(Monteiro Salles-Filho et al., 2016).

La industria de etanol de primera generacion emplea como materia prima granos de maiz
obtenidos a partir de cultivares hibridos que han sido seleccionados por su alta
productividad de grano por hectarea y tolerancia a factores de estrés, tanto biéticos como
abidticos, siendo estos, en lineas generales, los principales criterios tenidos en cuenta

también por los agricultores para elegir el cultivar a sembrar.

A partir de la biomasa celulésica del conjunto de los 6rganos de la planta, a excepcion del
grano de maiz (como tallo, hojas, chalas y marlo) también se pueden obtener azlcares
fermentables para la produccion de etanol, conocido como etanol de segunda generacién
(Darim, 2015).

A diferencia de lo que ocurre en la industria de primera generacion, en la de segunda
generacion hay escasos reportes sobre qué materiales se emplean. Hasta el momento se
postula que aquellos materiales con alta digestibilidad (alta calidad forrajera) serian los mas

apropiados para el proceso (Himmel, 2007).

En lineas generales la caracteristica mas importante para la industria de etanol a partir de
grano o de biomasa es la cantidad de carbohidratos de reserva y estructurales (almidon, y
celulosa y hemicelulosa respectivamente), ya que a partir de su hidrdlisis se obtienen los
monomeros fermentables que seran convertidos a etanol en el proceso de fermentacion
(Bothast y Schlicher, 2005).

Se han reportado otras caracteristicas composicionales del grano y de érganos celulésicos
de la planta que podrian incidir sobre el rendimiento de etanol y para las cuales existiria
suficiente variabilidad genética (Lorenz et al., 2009-b; Lewis et al., 2010). Esta variabilidad
podria explotarse para crear hibridos cuya produccién se destine especialmente como
materia prima de las plantas elaboradoras de etanol que se encuentran en nuestro pais,
tanto con destino alimentario/medicinal como para mezclas en combustibles liquidos
(Eyhérabide, 2014).
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Actualmente no existe una caracterizacion fenotipica que aborde integralmente a caracteres
de calidad de grano, de biomasa, y sus respectivos rendimientos asociables a la produccion
de biocombustibles. Esta informacion permitiria establecer parametros de calidad a
considerar en la eleccion de la materia prima y podria ser incorporada como criterio de
seleccion en programas de mejoramiento orientados al desarrollo de cultivares mas aptos
para la produccion de biocombustibles. Estos enfoques contribuirian a reducir costos y
eficientizar los procesos fisicoquimicos y biol6gicos que involucra la transformacion

industrial de azUcares y carbohidratos complejos en alcohol.

Nuevos métodos estadisticos permiten profundizar el analisis de las interrelaciones entre
grupos de caracteres cuantitativos considerados como variables aleatorias. El analisis
factorial en grupo (GFA — Group Factor Analyses) es una extension del andlisis factorial
gue permite capturar la variabilidad conjunta entre grupos de variables y encontrar

dependencias entre las mismas (Virtanen et al., 2012; Virtanen et al., 2014).

El presente capitulo comprende el estudio fenotipico a nivel individual y conjunto de
caracteres relacionados con los atributos de calidad quimica, fisica y de componentes del
rendimiento del grano, caracteristicas de calidad y de rendimiento de la biomasa, la
contribucién relativa de cada fraccidén aérea de la planta con respecto a la produccion total
de materia seca, y el rendimiento de bioetanol obtenible tanto a partir de grano
(biocombustible de primera generacion) como de la biomasa (biocombustible de segunda

generacion).
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Materiales y métodos

Se efectuaron andlisis de varianzas combinados a través de ambientes empleando modelos
lineales mixtos mediante el método de maxima verosimilitud restringida (REML), con el
programa META-R version 6.0 (Alvarado et al., 2016). El factor genotipo (hibridos
experimentales y comerciales, Tabla 3 - Materiales y métodos generales) fue considerado
como aleatorio para poder estimar la varianza genotipica, en cambio las repeticiones y los

ambientes se consideraron como efectos fijos.

Para todas las variables se ajustd el modelo [1] a excepcién de rendimiento de grano y
rendimiento de biomasa que se ajustaron por un segundo modelo [2] empleando el nUmero

de plantas cosechadas como co-variable.
Los modelos ajustados fueron:
Yik = u+ a; + 6 + By + adij + &jx [1]
Yk = u+ a; + 6 + &)y + adj + Cov + & [2]

Donde Y;j es la respuesta del genotipo i para el ambiente j en la repeticion k; u es la media
general; a; es el efecto aleatorio del genotipo i con i =1,...,25; §; es el efecto fijo del
ambiente jcon j =1,..5; B(8)x; es el efecto fijo de bloque k con k = 1,2 dentro del
ambiente j; ad;; es el efecto aleatorio de la interaccion del genotipo i con el ambiente j;
Y €;jx €s el término de error aleatorio asociado a la observacion Y; ;.. En el segundo modelo

el término Cov, denota la presencia de la covariable nimero de plantas.

Con los componentes de varianzas estimados se calcul6 la heredabilidad en sentido amplio,

H [3] como:

ag
0&+(08,0)/A+(05 [TxA)

[3]
Donde o es la varianza debida a los genotipos, o2, es la varianza debida a la interaccion

entre el genotipo y el ambiente; ¢2 es la varianza debida al error; r es el nimero de

repeticiones y A es el nimero de ambientes de evaluacion (Falconer y Mackay, 1996).
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A su vez se estimaron los BLUPs (Best Linear Unbiased Predictions — Mejores Predictores
Lineales Insesgados), la media ajustada (u), el desvio estandar (D.E) y la diferencia minima

significativa (LSD) con un nivel de probabilidad de a = 0,05.

Para rendimiento de etanol a partir de grano, rendimiento de etanol a partir de biomasa,
rendimiento de grano y rendimiento de biomasa se evalud la estabilidad biolégica mediante
el coeficiente de variacion de cada hibrido a través de ambientes y la estabilidad
agronémica en relaciébn al comportamiento promedio de cada genotipo se visualizd
mediante un grafico de GGE biplot (Yan et al., 2000) con el programa GEA-R Version 4.1
(Pacheco et al., 2017). Este combina en la matriz el efecto principal del genotipo (G) y la
interaccién genotipo por ambiente (GE). La matriz de factorizacion empleada fue JK-biplot
(Row Metric Preserving) propuesta por Gabriel (1971) que consigue una alta calidad de

representacion de las filas (genotipos).

La caracterizacion de los genotipos y la asociacion entre grupos de variables se realizaron
mediante andlisis factorial en grupo o GFA —Group Factor Analyses (Virtanen et al., 2012)
empleando los BLUPs obtenidos en el andlisis de varianza a través de ambientes con los
modelos [1] y [2].

El analisis factorial en grupo asume que la matriz de factorizacion Y € RV*P™ con

N observaciones y Dm grupos iniciales, puede ser aproximada por la ecuacién [4]:
Y=ZW + E [4]

Donde Z € RN*K es la matriz de variables o factores latentes, siendo K el nimero de
factores. Esta matriz describe los datos observados en un espacio dimensional reducido y
la matriz W € RP™*K proporciona la carga de los factores (una relacion entre el espacio de
los factores latentes y el espacio de los grupos iniciales con m variables) y E es el error

experimental (Virtanen et al., 2012; Klami et al., 2014)

La biblioteca GFA (GFA —Group Factor Analyses) disponible en el software R (R Core
Team, 2018) implementa un esquema de muestreo de Gibbs para inferir el nimero de
factores latentes (Leppaaho et al., 2017). Los parametros utilizados en la inferencia fueron:
k =9 componentes, iter.max = 30.000 e iter.burnin = 15.000. El test de convergencia
para las cadenas de Markov se realizé mediante el diagndstico de Geweke (1992) donde

valores menores a 0,05 de este estadistico implican convergencia. Ademas, para evaluar
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la calidad de reconstruccion se efectué un analisis de correlacion de Mantel (Mantel, 1967)

entre la matriz original y la matriz reconstruida.

La matriz de datos original (X™*N) comprende los BLUPs para las m = 34 variables
(caracteres) estudiadas en los N = 25 genotipos. Esta matriz fue centrada y estandarizada

y su factorizacion (Y°™) consistio en cuatro grupos iniciales [5], con Dm = 4
YDm = [X11X21X31X4-]1 [5]

Siendo X; la matriz formada por variables asociadas a las determinaciones quimicas de
calidad del grano (excepto la concentracion de amilosa) (DQCG), X, la matriz formada por
las determinaciones fisicas de calidad de grano (DFCG); X5 la matriz formada por las
determinaciones quimicas de calidad de biomasa (DQCB) y X, la matriz formada con

variables asociadas a caracteristicas agronémicas y productivas (CAYP).

La evaluacion de las propiedades térmicas del almidén se centrd en un analisis de varianza
a través de ambientes con los hibridos desarrollados por INTA-EEA Pergamino a partir del
modelo [1] aplicado a los pardmetros de gelatinizacion y retrogradacion obtenidos mediante
DSC.
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Resultados

Esta seccion se divide en tres partes: Andlisis de varianza, Analisis de estabilidad biolégica
y agrondémica y Analisis factorial en grupos — GFA.

1. Andlisis de varianza

En el andlisis de varianza para las determinaciones quimicas y fisicas de calidad de los
granos (DQCG y DFCG, Tabla 1.2) se observo que para todos los caracteres asociados a
DQCG hubo variabilidad genotipica (p-valor < 0,01) e interacciones entre genotipos con el
ambiente solo para la concentracidn de aceite, de acido estearico y de rendimiento de etanol
a partir de grano (p-valor < 0,01). La heredabilidad en sentido amplio para este grupo de

variables oscil6 entre 0,88 y 0,99.

La composicion promedio del grano de maiz estuvo dada por 70,5 £ 1,5 % de contenido de
almidén, 9,5 + 0,7 % contenido de proteina 'y 4,9 + 0,8 % de contenido de aceite con el
siguiente perfil de &cido grasos: 11,7 + 1,4 % de acido palmitico, 2,1 + 0,4 % de &cido
estedrico, 29,9 + 6,6 % de &cido oleico, 55,2 + 6,5 % de acido linoleicoy 1,1 + 0,2 % de

acido linolénico (Tabla 1.2).

Para todas las caracteristicas asociadas a DFCG se detectd variabilidad debida a los
genotipos (p-valor < 0,01). La varianza de interaccion genotipo por ambiente solo resulté
estadisticamente significativa para el indice de flotacién (p-valor < 0,01). La heredabilidad

en sentido amplio para estos caracteres estuvo comprendida entre 0,76 y 0,94.

Los materiales en estudio presentaron gran variabilidad en los caracteres asociados a la
dureza de grano. Fueron empleadas las escalas de Palacios Rojas (2018) y Eyhérabide et
al., (1996) para clasificar a los hibridos en funcion a su dureza de grano. Adicionalmente, la
incorporacion de la densidad de granos (Correa et al.,, 2002) permitié establecer un

gradiente de dureza del grano (Tabla 1.3).
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Tabla 1.2. Componentes de varianzas estimados por REMLs y los BLUPs obtenidos para variables asociadas
a caracteristicas de calidad quimica y fisica de los granos para 25 hibridos de maiz (ID segln Tabla 1.1)
evaluados en cinco ambientes del norte de la provincia de Buenos Aires distribuidos en dos campafias

agricolas.

Var CAL PRT CA AP AE AO ALl ALN  REGN PH RM IF DG
UM g.100.gt LMg?  kg.hI? - % g.mlt
FV. ANOVA

o 2,55 053" 0,62™ 2,11™ 0,18 44,64™ 43,38™ 0,06 53,54™ 1,59™ 0,49™ 256,35™ 3,8E-04"
6.4 0,25 0,10 0,02° 0,01 0,02 0,48™ 0,66 0,00 13,78" 0,34" 0,00 54,13" 2,1E-04 ™
a? 1,16 0,40 0,03 0,25 0,04 5,94 4,90 0,02 36,99 1,20 0,33 116,20 7,6E-040

Cv 153 6,67 3,43 4,27 9,06 8,16 4,01 11,62 1,29 1,44 15,54 17,13 2,25

H 0,94 0,90 0,99 0,99 0,96 0,98 0,99 0,96 0,89 0,89 0,94 0,92 0,76
ID BLUP

1 70,12 10,07 5,38 9,85 2,00 29,79 57,44 0,89 469,38 76,88 4,07 60,73 1,23
2 72,05 8,23 4,42 9,49 1,97 22,97 64,41 1,17 481,49 74,59 2,48 80,34 1,20
3 71,25 9,81 4,90 10,41 2,22 29,70 56,63 1,03 473,06 76,61 3,74 68,09 1,24
4 70,19 9,28 5,38 10,04 2,50 29,24 57,37 0,85 474,42 76,12 3,55 59,00 1,22
5 67,42 10,52 5,61 10,70 2,00 34,84 51,57 0,90 457,38 76,86 4,38 55,97 1,25
6 69,05 8,90 5,20 10,61 2,21 28,75 57,39 1,04 473,54 76,12 3,31 67,04 1,24
7 67,35 10,36 5,52 12,37 2,53 35,17 48,86 1,04 459,04 76,49 4,51 61,03 1,24
8 67,65 10,74 5,08 11,58 2,03 34,70 50,60 1,10 458,00 76,12 4,99 62,10 1,23
9 70,19 9,30 4,65 11,43 2,16 27,64 57,42 1,32 474,24 7595 3,55 62,84 1,23
10 69,84 9,50 4,40 9,97 1,78 27,22 59,95 1,08 472,18 75,00 3,63 64,34 1,23
11 70,69 9,71 4,70 10,23 1,71 30,32 56,55 1,23 471,69 76,78 4,07 61,60 1,23
12 69,06 10,51 6,65 10,57 2,69 36,77 48,88 0,82 461,55 77,69 4,46 28,78 1,26
13 70,52 9,61 5,00 11,49 1,64 31,79 53,92 1,17 469,34 78,09 4,75 38,89 1,25
14 70,30 9,64 6,44 12,46 2,13 35,30 49,02 1,03 468,82 77,42 4,11 28,72 1,25
15 7161 8,90 4,18 13,07 2,04 26,71 57,01 1,21 476,35 75,79 3,77 72,47 1,22
16 71,36 8,73 4,22 10,72 191 31,43 54,77 1,19 478,94 75,45 3,50 78,23 1,21
17 71,83 8,78 4,66 13,04 2,22 29,86 53,92 0,96 481,75 74,07 3,09 75,89 1,20
18 71,53 8,84 4,71 13,72 1,77 22,59 60,44 1,53 473,55 74,29 2,90 76,10 1,22
19 72,11 8,74 4,28 13,40 2,24 24,06 58,82 1,46 477,95 7525 3,62 59,28 1,23
20 71,9 9,35 3,83 12,44 1,77 21,85 62,32 1,62 472,36 74,17 2,98 84,59 1,20
21 72,65 8,50 4,48 12,51 2,15 23,51 60,61 1,26 479,44 75,79 2,98 76,04 1,23
22 7156 9,48 4,17 14,24 2,14 27,57 54,74 1,28 474,75 75,15 3,56 71,03 1,21
23 71,80 931 3,29 13,72 1,76 21,39 61,76 1,44 47430 74,99 2,83 74,11 1,23
24 71,33 9,30 4,99 13,33 1,84 30,05 53,54 1,28 471,14 77,82 3,56 42,05 1,23
25 69,34 10,30 5,98 10,70 3,57 53,12 31,61 0,94 463,85 75,46 4,62 64,04 1,24

n 70,51 9,46 4,89 11,68 2,12 29,85 55,18 1,15 471,54 7596 3,72 62,93 1,23
LSD 1,00 0,53 0,20 0,43 0,23 2,12 2,02 0,11 4,85 1,01 0,48 11,86 0,02

Var: Variable; CAL: Concentracion de almidén; PRT: Concentracion de proteina; CA: Concentracion de aceite; AP: Acido palmitico;
AE: Acido estearico; AO: Acido oleico; ALI: Acido linoléico ALN: Acido linolénico; REGN: Rendimiento de etanol a partir de grano, PH:
Peso hectolitrico; RM: Relacion de molienda; IF: indice de flotacion; DG: Densidad de grano. UM: Unidad de medida; FV: Fuente de
variacién; ¢2: Varianza Genotipica; ¢Z,,: Varianza Genotipo por Ambiente; ¢2: Varianza residual; CV: Coeficiente de variacion; H:
Heredabilidad; ID: Identificacion del Genotipo; u: media ajustada; LSD: Diferencia minima significativa (Nivel de significancia a: 0.05%).

ok

"s No significativa; ", ™, ™ Significancia a un nivel de probabilidad de 0,05; 0,01 y 0,001 respectivamente.
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Tabla 1.3 Clasificacion de los genotipos (ID en Tabla 1.1) segun la dureza del endospermo
del grano segun para indice de flotacion (IF), peso hectolitrico (PH), peso hectolitrico en
conjunto con relacion de molienda (RM) y densidad del grano (DG) realizada segun los
diferentes autores.

Clasificacion IF (%) PH (kg.hl'ty | PH (kg.hl) RM DG (g.ml'Y)
3-4-5-6
-7-8-9-
11-12-13
Duro 12-14 -14-15- - i
16 -19 - 21 Genotipos
29224 ordenados de

mayor a menor
12-5-13-14-3 -

25

intermedio 1111?37 2-10-17- |1-3-5-7-8-11-12-|6-7-25-1-8-9-

19 o4 |18-20-22]13-14-24-25 10-11-19-21 -
23-24-4-15-2
2-3-6-8 -18-16-22-17 -
’_91’61_01'71_5 2-4-6-8-9-10-14- 20
Suave - 15-16-17-18-19-20
18 -20- 21 o1 .99 3
-22-23-
25

Referencia |Palacios Rojas, 2018 Eyhérabide et al., 1996 |Correa et al., 2002

Con respecto a las caracteristicas de calidad quimica de biomasa (Tabla 1.4) se observé
variabilidad entre los genotipos evaluados (p —wvalor < 0,05). Todas las variables
presentaron interaccién genotipo por ambiente (p — valor < 0,05) a excepcién de la
digestibilidad de FDN.

El rendimiento de etanol a partir de biomasa, y las concentraciones de fibra detergente
neutro, hemicelulosa y celulosa presentaron heredabilidades en sentido amplio menores
qgue el resto de las caracteristicas evaluadas (H < 0,70), siendo para el rendimiento de

etanol a partir de biomasa 0,47.

La calidad de la biomasa (DQCB, Tabla 1.4) estuvo caracterizada por promedios de 79,7
0,7 g.100 g*de FDN; 42,5 + 0,9 g.100 g* de FDA; 7,2 + 0,3 g.100 g* de LDA; 35,2 + 0,6
g.100g* de CEy 37,2 +0,59.100 g'de HE.
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Tabla 1.4. Componentes de varianzas estimados por REMLs y los predictores BLUPs obtenidos para
variables asociadas a caracteristicas de calidad quimica de biomasa correspondientes a 25 hibridos
de maiz (ID en Tabla 1.1) evaluados en cinco ambientes del norte de la provincia de Buenos Aires
distribuidos en dos campafias agricolas.

Variables FDN FDA LDA CE HE DIVF DFDN REB
UM g.100.gt % I.Mg?
FVvV ANOVA
o} 0,81™ 1,04™ 0,12™ 0,61™ 0,36™ 3,93™ 7,95™ 28,41"
02,4 1,317 0,57 0,04™ 0,54™ 0,32 0,75 0,76™ 68,24"
o2 3,59 1,89 0,12 1,57 1,18 3,21 6,17 181,22
(1Y) 2,38 3,24 4,80 3,55 2,92 4,26 8,11 2,58

H 0,56 0,77 0,85 0,70 0,66 0,89 0,91 0,47
ID BLUP
1 78,89 41,44 7,24 34,31 37,16 42,80 30,71 516,16
2 79,26 41,85 7,08 34,81 37,29 43,16 31,26 519,05
3 78,88 41,37 6,89 34,53 38,22 43,23 30,95 517,53
4 80,30 42,67 6,91 35,68 36,92 42,78 31,78 525,94
5 79,81 42,32 6,83 35,44 37,75 44,09 34,57 523,36
6 80,29 42,75 7,08 35,62 37,19 42,94 32,26 525,20
7 79,91 42,46 6,94 35,47 36,69 43,31 32,98 523,45
8 79,03 41,04 7,07 34,09 37,20 43,32 32,83 517,69
9 78,91 41,43 6,75 34,70 36,56 44,87 34,57 518,24
10 79,09 41,56 6,64 34,91 36,78 44,80 34,44 519,76
11 80,64 42,59 7,41 35,22 36,87 41,63 30,14 526,04
12 80,43 43,83 7,45 36,29 37,25 40,19 28,70 524,57
13 80,22 42,57 7,31 35,27 37,50 40,54 28,93 523,90
14 80,25 43,27 7,89 35,43 37,28 40,22 27,92 521,78
15 80,53 44,23 7,64 36,49 36,72 40,23 29,23 524,41
16 79,88 42,74 7,37 35,37 38,13 40,64 28,98 521,59
17 79,72 43,27 7,59 35,68 36,74 40,82 28,73 519,77
18 79,53 42,76 7,32 35,43 36,21 41,77 29,50 519,69
19 79,41 42,49 7,28 35,22 37,21 41,29 28,56 519,14
20 80,07 42,66 7,38 35,29 37,76 41,35 29,40 522,68
21 80,42 43,39 7,41 35,93 37,49 39,28 26,76 524,69
22 79,66 43,00 7,40 35,59 37,68 40,10 27,92 520,15
23 79,56 41,22 6,64 34,60 37,48 46,81 37,72 522,60
24 80,20 43,72 7,31 36,31 37,66 39,75 27,64 523,76
25 77,84 41,11 7,16 34,08 37,19 42,44 29,11 510,20
u 79,71 42,47 7,20 35,27 37,24 42,09 30,62 521,25
LSD 1,18 0,97 0,27 0,86 0,69 1,33 1,72 7,74

FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente acido; LDA:lignina detergente acido; CE: celulosa; HE: hemicelulosa;
DIVF:digestibilidad in vitro de la fibra; DFDN:digestibilidad de FDN; REB:Rendimiento de etanol a partir de biomasa; FV:
Fuente de variacion; ¢2: Varianza Genotipica; o2, ,:Varianza Genotipo por Ambiente; g2:Varianza residual; CV:Coeficiente de
variacion; H:Heredabilidad; 1D:ldentificacion del Genotipo; u: media ajustada; LSD: Diferencia minima significativa (Nivel de

kk

significancia a: 0,05%). "™ No significativa; Significancia a un nivel de probabilidad de "0,05; * 0,01y ™ 0,001.
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Los promedios de rendimientos de etanol a partir de grano (REGN) y de biomasa (REB)
obtenidos fueron 471,5 + 6,9 ILIMg! y 521,2 + 3,7 |.Mg, respectivamente. Los menores
rendimientos de etanol a partir de grano y de biomasa se encontraron en los genotipos 5
(LP214 x LP661) y 1 (LP29 x LP661) respectivamente, mientras que los mayores
rendimientos de etanol de grano los presentaron los genotipos 2 (LP29 x LP2542) y 17 (480
MG) y a partir de biomasa en los genotipos 4 (LP214 x LP29) y 11 (470 VT3 Pro).

Los componentes de varianza y los BLUPs para las caracteristicas agronémicas y
productivas se presentan en la Tabla 1.5. Se detect6 varianza de interaccidon genotipo por
ambiente y varianza debida a los genotipos estadisticamente significativas (p — valor <
0,05) para todas las CAYP evaluadas, excepto para el peso seco de marlo (PSM) y de
chala (PSC), cuyas varianzas estadisticamente significativas (p — valor < 0,001) fueron

debidas solo a los genotipos, sin presencia de interaccién genotipo por ambiente.

El promedio de rendimiento de biomasa (RB) total fue 8,3 + 0,8 Mg.ha! y el promedio de
rendimiento de grano (RG) fue 11,0 + 1,1 Mg.ha™. El indice de cosecha (IC) promedio fue
0,5 £ 0,03 con un rango de 0,46 — 0,57. El genotipo 24 (2A 120 PW) presentd el IC mas
bajo (0,46) y mostr6 el mayor RB (9,8 Mg.ha?). Los genotipos 16 (473 MG RR2) y 4 (LP214
x LP29) presentaron los IC mas altos (0,56), siendo este ultimo genotipo el de menor RB
(6,5 Mg.hat).

En promedio las distintas fracciones contribuyeron en distinto grado al peso seco total:
51,9% PSG (grano); 35,9% PSTH (tallos + hojas); 4,9% PSC (chalas) y 7,7% PSM (marlos).

El peso seco promedio del marlo represent6 el 15,9% de la biomasa aérea total.
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Tabla 1.5. Componentes de varianzas estimados por REMLs y los predictores BLUPs obtenidos para
variables asociadas a caracteristicas agrondmicas y productivas para 25 hibridos de maiz (codificaciones
en Tabla 1.1) evaluados en cinco ambientes del norte de la provincia de Buenos Aires distribuidos en dos
campafas agricolas.

Var DFF AR PM DES LES NH PSTH PSC PSM PSG RG RB IC
UM  Dias G - cm---- - Mg.hat----meeeeeeeeee-
FVvV ANOVA

¢ 3,15™ 8504~ 348,91 0,04™ 046™ 1,82 0,60 0,02 003" 092" 156™ 0,80™ 8,9E04™
oty 1,48 1904 131,69 0,01 0,377 0,12" 0,11 3,3e-03® 0,01" 0,777 0,777 0,200 4,4E-04"
o2 1,87  7,8E-04 195,83 0,04 0,80 0,34 0,42 0,05 0,13 1,49 1,19 0,69 1,2E-03

Ccv 1,76 6,52 4,89 3,80 5,07 3,40 9,30 22,67 23,85 12,03 9,92 9,96 6,74
H 0,87 0,88 0,88 0,86 0,75 0,96 0,90 0,77 0,68 0,75 0,85 0,88 0,81
ID BLUPS

1 77,31 0,41 303,96 505 17,23 18,20 7,33 1,16 1,69 9,31 9,89 8,89 0,48
2 77,05 0,38 289,62 499 18,21 1790 6,45 0,79 1,56 9,19 9,25 7,69 0,51
3 77,40 0,41 307,27 486 18,36 17,40 7,33 0,95 1,60 9,50 9,93 8,89 0,49
4 76,44 0,37 263,29 483 16,99 1824 535 0,80 1,39 9,76 10,44 6,55 0,56
5 75,49 0,44 260,33 490 17,17 18,10 6,12 0,92 1,58 9,82 10,20 7,26 0,52
6 76,36 0,41 256,33 503 17,09 19,30 5,60 0,77 1,48 9,54 10,32 6,63 0,54
7 76,44 0,41 267,87 483 16,59 17,10 6,07 0,93 141 10,15 10,26 7,37 0,54
8 79,05 0,47 278,63 490 17,02 16,07 7,35 1,06 1,56 8,82 9,68 8,78 0,47
9 77,75 0,42 296,18 490 18,25 1592 7,07 0,87 1,67 9,80 11,26 8,39 0,50
10 76,27 0,46 309,67 522 1833 17,66 7,72 0,88 1,77 10,32 10,26 8,86 0,50
11 76,70 0,43 265,48 464 1654 1480 6,45 0,81 159 10,34 12,14 7,55 0,54
12 78,18 0,46 283,57 485 1759 16,32 7,07 0,95 153 10,39 11,73 842 0,52
13 76,62 0,42 271,20 496 17,58 17,08 6,91 1,12 1,40 10,27 11,48 8,46 0,52
14 76,44 0,47 296,21 505 1797 16,78 7,53 0,93 1,36 11,16 12,73 8,88 0,53
15 77,05 0,41 307,78 500 1745 16,55 8,07 0,96 1,28 11,08 12,03 9,39 0,53
16 75,92 0,43 294,98 522 17,17 18,10 6,69 0,82 1,33 11,16 12,81 7,88 0,56
17 78,18 0,41 289,54 506 1745 17,74 7,50 0,90 125 10,29 11,78 8,83 0,52
18 75,84 0,41 260,79 509 17,51 1957 6,95 0,95 1,44 10,59 12,12 831 0,53
19 76,44 0,45 305,94 503 17,86 1554 7,73 1,06 151 11,16 12,25 9,18 0,52
20 75,92 0,41 304,63 497 18,63 17,00 7,22 1,07 157 119 11,96 8,72 0,55
21 76,44 0,42 302,20 497 18,06 17,20 7,30 0,95 153 10,93 12,57 8,65 0,53
22 82,17 0,47 286,11 559 18,15 1994 7,83 0,97 1,83 10,03 1061 9,13 0,48
23 81,30 0,45 264,05 4,75 17,65 1461 6,32 0,81 1,41 8,40 9,07 7,47 0,48
24 79,13 0,45 293,64 486 16,69 1554 8,29 1,17 1,59 9,58 10,33 9,84 0,46
25 78,79 0,46 285,68 521 17,76 16,50 6,84 1,10 1,42 9,52 9,90 8,16 0,50

U 77,39 0,43 285,80 499 17,57 17,17 7,00 0,95 151 10,13 11,00 8,33 0,52
LSD 1,30 0,02 16,00 0,23 0,67 0,48 0,49 0,13 0,20 0,95 0,99 0,64 0,03

Var: variable; DFF: Dias a floracion femenina; AR: Altura relativa; PM: peso de 1000 granos; Diametro de la espiga (DES) y largo
(LES); NH: Numero de hileras; Pesos secos de tallos y hojas (PSTH), chala (PSC), marlo (PSM) y grano (PSG); RG: Rendimiento
de grano; RB: Rendimiento de biomasa; IC: indice de cosecha. FV: Fuente de variacion; oZ: Varianza Genotipica; o2, ,: Varianza
Genotipo por Ambiente; ¢2: Varianza residual; CV: Coeficiente de variacion; H: Heredabilidad; ID: Identificacion del Genotipo; u:

media ajustada; LSD: Diferencia minima significativa (Nivel de significancia a: 0.05%). " No significativa; , ©, ™ Significancia a un
nivel de probabilidad de 0,05; 0,01 y 0,001 respectivamente.
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2. Andlisis de estabilidad biol6gica y agrondémica

Los analisis de estabilidad bioldgica realizados para rendimientos de etanol a partir de grano
(REGN) y de biomasa (REB) y rendimientos de grano (RG) y de biomasa (RB) (Figura 1.1)
indican que algunos genotipos presentaron comportamiento biolégicamente estable para
mas de un caracter, como el hibrido 4 (LP214 x LP29) para REGN y REB, el 11 (470 VT3
Pro) para REGN y RG, el 14 (498 MG RR2) para RG, REB y RB, el 15 (480 RR2) para
REGN, RG, y REB, el genotipo 17 (480 MG) para REGN y RB, el 18 (512 PW) para RG y
RBy el 21 (507 PW) para REGN, REB y RB.

Los genotipos de INTA se destacaron por su estabilidad biolégica y comportamiento para
REGN 2 (LP29 x LP2542) — 3 (LP923 x LP29) — 4 (LP214 x LP29) y 10 (LP661 x LP2542)),
REB (4 (LP214 x LP29) — 5 (LP214 x LP661) y 6 (LP214 x LP2542)) y RB (8 (LP923 x
LP661) y 9 (LP923 x LP2542) pero no se pudo identificar genotipos de INTA con estos

atributos para RG.

Mediante un biplot GGE se evalu¢ la estabilidad y el rendimiento promedio de etanol a partir
de grano (REGN) y de biomasa (REB) y el rendimiento de grano (RG) y de biomasa (RB).
En cada grafico (Figura 1.2) los genotipos se ordenaron de mayor a menor a lo largo del
eje de abscisas del ambiente promedio o abscisa AEC del inglés average environment
coordinates (la recta que pasa por el origen del biplot) con el sentido de la flecha indicando
mayores rendimientos. La abscisa AEC representa a los efectos genotipicos y la ordenada
representa a los efectos de interaccion genotipo por ambiente, por lo que la proyeccién
sobre la ordenada describe la variabilidad o inestabilidad del comportamiento de los
genotipos. A mayor proyeccion sobre el eje de las ordenadas correspondera mayor

inestabilidad del genotipo.

Para rendimiento de etanol a partir de grano (REGN) se identificaron a los genotipos 17
(480 MG) — 21 (507 PW) — 16 (473 MG RR2) -y 19 (510 PW) como los mas estables y con
los mayores promedios de REGN, a diferencia del genotipo 2 (LP29 x LP2542), que
presentd mayor REGN, pero con menor estabilidad. Los genotipos 22 (575 PW) — 9 (LP923
X LP2542) — 3 ((LP923 x LP29) — 6 (LP214 x LP2542) y 10 (LP661 x LP2542) se clasificaron
como estables, pero con valores intermedios de REGN. Los genotipos 13 (493 MG RR2) —
25 (Tesai AO INTA) y 5 (LP214 x LP661) fueron los mas inestables en los ambientes

evaluados para el REGN.
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Los genotipos que presentaron mayor estabilidad con un alto RG fueron 16 (473 MG RR2)
- 14 (498 MGRR2) - 21 (507 PW) y 17 (480 MG). Los genotipos 11 (470 VT3 Pro) — 18 (512
PW) y 19 (510 PW) presentaron rendimientos similares a los genotipos 21 y 14 pero para
RG no mostraron estabilidad a través de los ambientes evaluados.

En relacion al rendimiento de etanol a partir de biomasa se observo que los hibridos de
mayor rendimiento de etanol a partir de biomasa, de mayor a menor, fueron: 4 (LP214 x
LP29) - 11 (470 VT3 Pro) - 6 (LP214 x LP2542) - 12 (496 MG) - 13 (493 MGRR?2) - 21 (507
PW) -5 (LP214 x LP661) y 15 (480 RR2). Pero los que mostraron mayor estabilidad a través
de los ambientes evaluados fueron los genotipos 11 —6 — 13 — 21 y 15.

En cuanto al rendimiento de biomasa vegetativa los genotipos con mayor RB fueron 24 (22
120 PW) — 17 (480 MG) — 19 (510 PW) - 15 (480 RR2) - 14 (498 MGRR2) — 8 (LP214 x
LP661) — 21 (507 PW) y 25 (Tesai AO INTA), destacandose los genotipos 8 y 14 por ser los

mas estables dentro de este grupo.
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Figura 1.1. Analisis de estabilidad biolégica para rendimiento de etanol a partir de grano
(a) y a partir de biomasa (b), rendimiento de grano (c) y rendimiento de biomasa (d) de
25 hibridos (codificaciones en Tabla 1.1) en cinco ambientes de la zona nudcleo
distribuidos en dos campafias agricolas. Las coordenadas de los hibridos que
presentaron mayores medias a través de ambientes y con menor dispersion se destacan
en color rojo.
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Figura 1.2. Biplot del modelo GGE para rendimiento de etanol a partir de grano y de
biomasa (I.Mg™) y rendimiento de grano y de biomasa (Mg.ha*) de 25 hibridos (en verde,
codificaciones en Tabla 1.1) en cinco ambientes de la zona nucleo distribuidos en dos
campafias agricolas (en azul: 1- Colén 205-16; 2-Junin 2015-16; 3- Pergamino 2015-16;
4-Junin 2016-17; 5-Pergamino 2016-17).
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3. Andlisis factorial en grupos — GFA

En el GFA se obtuvieron K = 3 factores o componentes activos. El test de convergencia de
las cadenas de Markov mediante un diagnostico de Geweke, result6 de 0,0341. La
correlacion de Mantel entre la matriz original y la matriz reconstruida fue de p = 0,9997 con

un valor de probabilidad asociado de p — valor = 0,001.

Se representd la matriz W* con las cargas de los K = 3 factores activos obtenidos en cada
grupo de variables (Figura 1.3) en el eje de las ordenadas. La intensidad del color de los
cuadrantes denota la relevancia (carga) del factor en cada grupo de variables. Los
cuadrantes oscuros indican la presencia de variables activas de un grupo determinado mas
asociadas al factor. La escala (0.5-0.0) con las cargas de cada grupo formado a priori en el
factor se encuentra a la derecha de la Figura 1.3. En el mapa de calor inferior se muestra
con mayor detalle las cargas de cada variable de los cuatro grupos de caracteres formados
inicialmente: determinaciones de calidad quimica de los granos (DQCG), determinaciones
fisicas de calidad de los granos (DFCG), determinaciones quimicas de calidad de biomasa

(DQCB) y caracteristicas agrondmicas y productivas (CAYP).

El factor activo 1 estuvo representado por los grupos de variables X; y X, formados por las
determinaciones de calidad quimica (DCQG) y fisica (DCFG) de los granos
respectivamente. El factor 2 estuvo en mayor medida influenciado por el grupo de variables
X; integrado por determinaciones de calidad quimica de biomasa (DCQB) y se observé una
leve influencia del grupo X, correspondiente al conjunto de caracteristicas agronémicas y
productivas (CAYP). El factor 3 presentd una situacion inversa respecto al factor 2, ya que
respondi6é fundamentalmente a las variables del grupo X, y en menor medida a las del grupo
X5. En resumen, el factor 1 fue exclusivo de las determinaciones de calidad quimica y fisica
de los granos, los factores 2 y 3 agruparon variables asociadas a la calidad quimica de la

biomasa y a las caracteristicas agrondmicas y productivas.

65



Capitulo I

Figura 1.3. Asociacién de los factores latentes a cada grupo de variables expresado a
través de sus cargas resultante del analisis de grupo de factores aplicado a 25 hibridos
evaluados en cinco ambientes del norte de Buenos Aires en las campafias 2015-16 y
2016-17.
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DQCG: determinaciones quimicas de calidad del grano (CAL: Concentracion de almidén; PRT:
Concentracion de proteina; CA: Concentracion de aceite; AP: Acido palmitico; AE: Acido esteérico; AO: Acido
oleico; ALI: Acido linoleico; ALN: Acido linolénico; REG: Rendimiento de etanol a partir de grano), DFCG:
determinaciones fisicas de calidad de grano (PH: Peso hectolitrico; RM: Relacién de molienda; IF: indice de
flotacién; DG: Densidad de grano), DQCB: determinaciones quimicas decalidad de biomasa (FDN: fibra
detergente neutro; FDA: fibra detergente &acido; LDA: lignina detergente &cido; CE: celulosa; HE:
hemicelulosa; DIVF: digestibilidad in vitro de la fibra; DFDN: digestibilidad de FDN; REB: Rendimiento de
etanol a partir de biomasa;) y caracteristicas agrondmicas; (DFF: Dias de floracion femenina; AR: Altura
relativa; PM: peso de 1000 granos; DES: Diametro de la espiga; LES: Largo de la espiga; NH: Numero de
hileras; PSTH: Peso seco de tallos y hojas; PSC: Peso seco de chala; PSM: Peso seco de marlo; PSG: Peso
seco de grano; RG: Rendimiento de grano; RB: Rendimiento de biomasa; IC: indice de cosecha).

3.1.  Caracterizacién fenotipica multivariada de los genotipos en base al factor 1

La concentraciéon de almidén, los porcentajes de acidos palmitico, linoleico y linolénico, el
rendimiento de etanol a partir de grano y el indice de flotacién presentaron pesos positivos
en el factor 1, mientras que las contentraciones de aceite, de proteina, los porcentajes de
acidos estearico y oleico, el peso hectolitrico, la relacion de molienda y la densidad

presentaron pesos negativos Figura 1.3).

El primer factor permitid diferenciar a los hibridos respecto a las caracteristicas del
endospermo y del germen y visualizar como estas influyen en la textura del grano (Figura
1.4.a).
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Este factor permitié identificar tres grupos de hibridos en relacion al rendimiento de etanol
a partir de grano (REGN) en alto, medio y bajo rendimiento del mismo. El grupo con
mayores rendimientos de etanol a partir de grano (474,3 — 481,5 |.Mg™) estuvo constituido
por los genotipos 2 (LP29 x LP2542) — 15 (480 RR2) — 16 (473 MG RR2) -17 (480 MG) —
18 (512 PW) — 19 (510 PW) — 20 (505 PW) — 21 (507 PW) - 22 (575 PW) y 23 (BMR 126
Hx).

Para este mismo grupo de genotipos, la composicién quimica del grano se caracteriz6 por
un rango de concentracion de almidén (CAL) de 71,6 — 72,1 g.100 g y concentraciones de
proteina (PROT) menores a 9,0 g.100.g%, a excepcion de los genotipos 20 - 22 y 23 que
presentaron valores superiores a 9,0 g.100.g. Con respecto a la dureza del grano
presentaron peso hectolitrico (PH) < 76,0 kg.hl?, relacién de molienda (RM) < 3,8, indice de
flotacion (IF) > 70% (excepto el genotipo 18 (512 PW)) y densidad de grano (DG) < 1.2 g.ml
!, El grano present6 concentracion de aceite menores a la media general, con un rango
entre 3,3 — 4,7 9.100.g%. Sélo los genotipos 9 (LP923 x LP2542) — 10 (LP661 x LP2542) y
11 (470 VT3 Pro) presentaron valores dentro de estos pardmetros y fueron clasificados
como pertenecientes a otro grupo. La definicion de rangos para la composicion acidica fue
mas compleja ya que los pesos de las variables en el factor fueron menores (a excepcion
del &cido linoleico y oleico), pero en lineas generales los genotipos del grupo con mayores
REGN mostraron un patron de concentraciones de acidos grasos con mayores porcentajes
de &cidos palmitico, linoleico y linolénico y menores porcentajes de acidos esteérico y oleico

respecto a la media general.

El grupo de genotipos con menor rendimiento de etanol a partir de grano (457,4 LMg* a
463,8 1.Mg™?) estuvo integrado por los hibridos 1 (LP29 x LP661) — 5 (LP214 LP661) — 7
(LP214 x LP923) - 8 (LP923 x LP661) — 12 (496 MG) — 13 (493 MG RR2) — 14 (480 MG
RR2) y 25 (Tesai AO INTA). Estos genotipos presentaron caracteristicas opuestas al grupo
anterior en cuanto a la calidad quimica y fisica de los granos. El maximo valor de
concentracion de almidén (CAL) registrado fue de 70,1 ¢.100.g* con un minimo de
concentracion de proteina (PROT) de 10,0 ¢g.100.g'y un méaximo de 13,7 ¢g.100.g*. La
concentracion de aceite (CA) varié entre 5,1 y 6,6 g.100.g™. El perfil acidico de este grupo
en comparacion con el anterior present6 caracteristicas inversas: mayores porcentajes de
acidos esteérico y oleico y menores de palmitico, linoleico y linolénico respecto a la media
general. La dureza endospérmica se caracteriz por pesos hectolitricos (PH) > 76,0 kg.hl!

(excepto el genotipo 25 (Tesai AO INTA)), relacion de molienda (RM) > 4,0, indice de
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flotacion (IF) < 65 % y densidad de grano (DG) = 1.2 g.ml, denotando una dureza del grano
inferior, en términos generales, a la que poseen los hibridos con alto REGN.

El grupo de genotipos con rendimiento de etanol intermedio (471,7 — 474,4 |.Mg™?) estuvo
comprendido por los genotipos 3 (LP923 x LP29) — 4 (LP214 x LP29) — 6 (LP214 x LP2542)
— 9 (LP923 x LP2542) — 10 (LP661 x LP2542) - 11 (470 VT3 Pro) y 24 (2A 120 PW). Estos
hibridos presentaron caracteristicas intermedias de calidad quimica y fisica de los granos
con respecto a las mencionadas para los materiales clasificados como de mayor y de menor

rendimiento de etanol a partir de grano.
3.2.  Caracterizacién fenotipica multivariada de los genotipos en base al factor 2

El segundo factor se caracteriz6 por representar principalmente a los caracteres
relacionados con la calidad quimica de la biomasa (DCQB) y, en menor medida,
caracteristicas agrondmicas y productivas (CAYP) como el peso seco de grano (PSG),
rendimiento de grano (RG) e indice de cosecha (IC) (Figura 1.3). De tal modo este factor
permitié diferenciar a los genotipos respecto a sus caracteristicas quimicas de calidad de

biomasa (excepto hemicelulosa), rendimiento de grano e indice de cosecha.

Las concentraciones de fibra detergente neutro (FDN), lignina detergente acido (LDA), fibra
detergente acido (FDA), celulosa (CE) y el rendimiento de etanol a partir de biomasa (REB)
presentaron cargas positivas en el factor 2 en conjunto con las variables peso seco de grano
(PSG), rendimiento de grano (RG) e indice de cosecha (IC). Por el contrario, la digestibilidad
in vitro de la fibra (DIVF) y la digestibilidad de la fibra detergente neutro (DFDN) presentaron

cargas negativas en este segundo factor.

Se observaron dos subgrupos de genotipos con mayor REB. El primero formado por los
hibridos 12 (496 MG) — 14 (498 MG RR2) - 15 (480 RR2) — 21 (507 PW) y 24 (2 A 120 PW)
y el segundo subgrupo por los hibridos 4 (LP214 x LP29) - 6 (LP214 x LP2542) — 11 (470
VT3 Pro) — 13 (493 MG RR2) — 16 (473 MG RR2) - 17 (480 MG) — 18 (512 PW) y 20 (505
PW) (Figura 1.4 b). La diferencia entre estos subgrupos radico en las variables DIVF, DFDN
y RG, siendo el primer subgrupo el que exhibi®6 menores digestibilidades y mayor
rendimiento de grano e indice de cosecha, por consiguiente derivando en un menor
rendimiento de biomasa. Considerando ambos subgrupos, el rango de REB fue 519,7 -
526,1 I.Mg? con concentraciones de FDN > 80 ¢g.100.g' y FDA > 42,7 ¢g.100.g~. Las
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menores concentraciones de celulosa y de hemicelulosa en estos subgrupos fueron 35,2
g.100.g'y 36,2 g.100.g%, respectivamente.

3.3.  Caracterizacién fenotipica multivariada de los genotipos en base al factor 3

El factor 3 se conformd con las variables que describen caracteristicas agronémicas y
productivas, con la excepcion del peso seco de grano y rendimiento de grano (que formaron
parte del factor 2), y de algunas variables asociadas a la calidad quimica de biomasa.

El factor 3 reflejo la relacion entre el rendimiento de grano (RG) y la biomasa producida
(RB) a través del indice de cosecha (IC), caracteristicas de la espiga y otras asociadas
como por ejemplo la produccion de distintas fracciones vegetativas, ademas de una leve
incidencia de caracteres de calidad quimica de biomasa como la concentracion de
hemicelulosa (HE) (ausente en el factor 2), fibra detergente neutro (FDN), lignina detergente
acido (LDA), digestibilidad in vitro de la fibra (DIVF) y rendimiento de etanol a partir de
biomasa (REB).

Las variables con cargas negativas en el factor 3 fueron el numero de hileras de granos
(NHG), el indice de cosecha (IC), fibra detergente acido (FDA), digestibilidad de la fibra
detergente neutro (DFDN) y rendimiento de etanol a partir de biomasa (REB), a diferencia
de dias desde siembra a floracion femenina (DFF), altura relativa (AR), peso de mil granos
(PM), diametro de la espiga (DES), longitud de la espiga (LES), peso seco de tallo y hojas
(PSTH), peso seco de chala (PSC), peso seco de marlo (PSM) y rendimiento de biomasa

(REB) que presentaron cargas positivas.

Los genotipos 4 (LP214 x LP29) — 5 (LP214 x LP661) — 6 (LP214 x LP2542) — 7 (LP214 x
LP923) — 11 (470 VT3 Pro) y 23 (BMR 126 Hx) presentaron rendimientos de etanol a partir
de biomasa (REB) entre 523,34 y 526,1 .Mg?, altos promedios de digestibilidad in vitro de
la fibra (DIVF) y digestibilidad de la fibra detergente neutro (DFDN) y menores
concentraciones de lignina (LDA) respecto a la media general. Este grupo de hibridos
presentaron rendimientos de biomasa < 7,5 Mg.ha! (Figura 1.3.c) e indices de cosecha

elevados a pesar de sus rendimientos de grano inferiores al promedio (11,0 Mg.ha™?).
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Figura 1.4. Agrupamiento de 25 hibridos evaluados en cinco ambientes del norte de la provincia de Buenos Aires distribuidos en
dos campafias agricolas de acuerdo al andlisis de cluster jerarquico a partir de las cargas de cada caracter en cada uno de los k=3
factores obtenidos en la caracterizacion fenotipica mediante el analisis factorial en grupo aplicado a los predictores BLUPs.
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DQCG: determinaciones quimicas de calidad del grano (CAL: Concentracion de almidén; PRT: Concentracion de proteina; CA: Concentracion de aceite; AP:
Acido palmitico; AE: Acido estearico; AO: Acido oleico; ALI: Acido linoleico; ALN: Acido linolénico; REG: Rendimiento de etanol a partir de grano), DFCG:
determinaciones fisicas de calidad de grano (PH: Peso hectolitrico; RM: Relacién de molienda; IF: indice de flotacion; DG: Densidad de grano), DQCB:
determinaciones quimicas de calidad de biomasa (FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente &cido; LDA: lignina detergente acido; CE: celulosa; HE:
hemicelulosa; DIVF: digestibilidad in vitro de la fibra; DFDN: digestibilidad de FDN; REB: Rendimiento de etanol a partir de biomasa;) y CAYP: caracteristicas
agrondmicas; (DFF: Dias de floracion femenina; AR: Altura relativa; PM: peso de 1000 granos; DES: Diametro de la espiga; LES: Longitud de la espiga; NH:
Numero de hileras; PSTH: Peso seco de tallos y hojas; PSC: Peso seco de chala; PSM: Peso seco de marlo; PSG: Peso seco de grano; RG: Rendimiento de
grano; RB: Rendimiento de biomasa; IC: indice de cosecha)
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3.4.  Andlisis de agrupamiento de genotipos basado en la matriz de factores latentes

Mediante las coordenadas de los genotipos en cada factor de la Matriz Z, se graficaron en
conjunto los factores 1 y 2 y los factores 1 y 3 (Figura 1.5). De esta forma se logré
caracterizar en cuanto a atributos asociados a DQCB y CAYP a los genotipos contrastantes
para los atributos de DQCG y DFCG. Los biplot reflejaron los grupos de genotipos que
responden a las asociaciones de la dureza de grano con la concentracion de almidén (CAL)
y proteinas (PTR) presentadas en la Figura 1.4.a. En violeta se identificaron los genotipos
con endospermos de tipo suave, alta concentracion de almidén, baja concentracion de
proteina y aceite, con mayor proporcion de acido palmitico, linoléico y linolénico. En azul
genotipos con endospoemas de tipo duro, baja concentracion de almidén, alta
concentracion de proteina y aceite, con mayor proporcion de acido estearico y oleico. En
rojo genotipos con caracteristicas intermedias para calidad de grano y propiedades fisicas.
A su vez, se agruparon con una linea punteada en naranja y verde los genotipos con alto
rendmiento de etanol a partir de grano (REGN) y a partir de biomasa (REB)

respectivamente.

Entre los genotipos evaluados (Figura 1.5), los que presentaron granos de tipo suave con
mayor concentracion de almidon y mayor rendimiento de etanol a partir de grano se situaron
en los cuadrantes | y IV (2 (LP29 x LP2542) — 15 (480 RR2) — 16 (473 MG RR2) — 17 (480
MG) — 18 (512 PW) — 19 (510 PW) — 20 (505 PW) — 21 (507 PW) — 22 (575 PW) y 23 (BMR
126 HXx)). En oposicion, los hibridos con grano mas duro se encuentran en los cuadrantes
Iy 1 (5 (LP214 x LP661) — 7 (LP214 x LP923) — 8 (LP923 x LP661) — 12 (496 MG) — 14
(498 MG RR2) y 25 (Tesai AO INTA)). A su vez, los genotipos situados en la parte superior
del cuadrante | (15 (480 RR2) y 21 (507 PW)) y los ubicados en la parte superior del
cuadrante Il (12 (496 MG) y 14 (498 MG RR2)) presentaron valores mayores de fibra
detergente neutro (FDN) y acido (FDA), lignina detergente acido (LDA), celulosa (CE),
rendimiento de grano (RG), peso seco de grano (PSG) e indice de cosecha (IC) y valores
menores de digestibilidad in vitro de la fibra (DIVF) y digestibilidad de fibra detergente neutro
(DFDN). Los genotipos 1 (LP29 x LP661) — 3 (LP923 x LP29) — 8 (LP923 x LP661) — 9
(LP923 x LP2542) — 10 (LP661 x LP2542) — 23 (BMR 126 Hx) y 25 (Tesai AO INTA),
situados en los cuadrantes Il y IV presentaron caracteristicas opuestas en cuanto a calidad
de biomasa con respecto a los ubicados en los cuadrantes | y Il previamente nombrados.
Los hibridos mé&s apropiados para la produccion de etanol a partir de grano son los ubicados

en los cuadrantes | y 1V, pero de ellos los situados en el cuadrante | presentaron mayores
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rendimientos de grano por hectarea que los situados en el IV. Para produccién de etanol a
partir de biomasa, los genotipos mas convenientes son los ubicados en el cuadrante | (15
(480 RR2) y 21 (507 PW)) y Il (12 (496 MG) — 14 (498 MG RR2) y 24 (2A 120 PW)). Los
genotipos 4 (LP214 x LP29) — 5 (LP214 x LP661) — 6 (LP214 x LP2542) — 7 (LP214 x LP923)
— 11 (470 VT3Pro) y 23 (BMR 126 Hx) se caracterizaron por tener los mayores indices de
cosecha (IC) y los menores promedios para tamario de la espiga (LES, DES), altura relativa
(AR) y pesos secos de las fracciones vegetativas. Si bien estos genotipos son clasificados
por el factor 3 como hibridos de mayor rendimiento de etanol a partir de biomasa, rindieron
menos que los hibridos mencionados como los mas convenientes (15 — 21 — 12 — 14 — 24).
Esto se debe a que la carga del factor 2 en la variable REB es mayor que la aplicada por el
factor 3, teniendo este Ultimo mayor incidencia en la caracterizacion de las CAYP (Figura
1.5).
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Figura 1.5. Caracterizacion fenotipica de 25 genotipos evaluados en cinco ambientes del
norte de la provincia de Buenos Aires distribuidos en dos campafias agricolas mediante
biplots de las cargas de los genotipos para cada factor (factor 1 vs. factor 2, factor 1 vs.
factor 3) obtenidas en el andlisis factorial en grupo realizado a partir de los

correspondientes predictores BLUPs.

=
=11l |
[2H] D
= o o I o
@ --""'—— i _h.-‘-u
o L -""12 . o
2 o " . 20 5 ;
@ o - 14 ; 1 -
= --'--..____'___-_'13‘ 1-1'- 15_:_]1__..—..-.--
22 TTEETTTR T e e o
= B R 1820
gm O Y6
a5 . 4
= E 57 . . 7
g oo | . - 1 3 1[]'9
E [ ]
o 23
=/ 1 | )Y
' T T T T T
-2 -1 ] 1 2
Endospermoduro
PRT REGN
AD CAL
Endospermosuave
] |
=71 I
-
8 _wl .
ETPC | 25 " 2
g2 9,
Slo | BT ST Y Tt SO LA 20:
w = i
gz | ¥ I < S S S
-— — H - —
.g = n‘..-‘.. 1 ! » "'-_“"
2831 S 7 6 2 o)
= = \'-.__ -7
m S i o -
] "'--...__________;__________..—-'"'
2 v
! I I I I I
-2 -1 ] 1 2
Calidad quimica y fisica de los granos
(Factor 1)

REB
FDN-FDA

IC-RG

DIVF
DFDN

AR - P5TH
RB — LDA
DES -LES

REB — FDN
DFDN
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Discusion
El objetivo del presente capitulo fue evaluar el rendimiento de etanol a partir de grano y de
biomasa de hibridos experimentales del programa de mejoramiento de maiz de INTA e
hibridos comerciales en cinco ambientes del Noroeste de Buenos Aires y estudiar su

relacion con las caracteristicas de calidad quimica y fisica de los granos, calidad quimica
de la biomasa y caracteristicas agrondmicas y productivas

La composiciéon quimica promedio del grano descripta es semejante a la reportada en la
bibliografia tanto para las concentraciones de almidén, proteina y aceite (Hallauer, 2001;
Orhun 2013) como para el perfil de acidos grasos (Eyhérabide et al., 2005).

El promedio de rendimiento de biomasa total fue 8,3 + 0,8 Mg.ha?, valor semejante a los
encontrados por Karlen et al. (2015) y consistente con los informados por Gould (2007)
donde el rendimiento del rastrojo de cosecha de maiz oscilaba entre 7,4 y 11,2 Mg.ha* para
cultivos con promedios de rendimiento de grano entre 6,2 y 9,4 Mg.ha! (DeJong et al.,
2009). No obstante, en este estudio los promedios de rendimientos de grano estuvieron

comprendidos entre 9,1y 12,8 Mg ha* con una media de 11 + 1 Mg.ha™.

La distribucion de la materia seca entre las distintas fracciones vegetativas resulté similar a
la obtenida por Pordesimo et al. (2005) quienes reportaron 45,9 % de peso seco de grano
(PSG); 38,9 % de peso seco de tallo y hojas (PSTH); 7,0 % de peso seco de chala (PSC) y
8,2 % de peso seco de marlo (PSM). La relacidén entre peso seco de marlo y peso seco de
tallos y hojas (PSM/PSTH = 0,21) y peso seco de marlo y rendimeinto de grano (PSM/RG=
0,13) fueron semejantes a las encontradas por Halvorson et al. (2009) (0,14 y 0,16
respectivamente). El peso promedio del marlo representa el 16 % de la biomasa aérea total
(sin considerar el grano), un 4,0 % menor a lo obtenido por Birrel et al. (2014). Los indices
de cosecha presentados se encuentran dentro de los rangos tipicos informados para maiz
(Prihar et al., 1990; Karlen et al., 2015).

Se identificaron grupos de genotipos que reflejan las asociaciones de la dureza del grano
con las concentraciones de almidon y de proteina previamente informadas por Duvick
(1961) y Dombrink-Kurtzman y Bietz (1993).

Naidu et al. (2007) demostraron que el rendimiento de bioetanol aumentaba a medida que
decrecia el tamafio de la particula molida por lo que granos con tendencia a poseer

endospermo harinoso o suave serian los mas promisorios para la produccion de bioetanol.
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Por este motivo, el grado de dureza del grano deberia ser especialmente tenido en cuenta
en la eleccién de genotipos mas aptos para la produccion de etanol a partir de grano. La
aplicacion de las clasificaciones de dureza de grano propuestas por distintos autores a los
hibridos evaluados en este estudio (en el caso de Eyhérabide et al., 1996 se aplicé de forma
parcial sin considerar todas las variables de la funcién discriminante), dieron resultados
inconsistentes entre si ya que los agrupamientos obtenidos no fueron similares para todos
los pardmetros de dureza estudiados. Seria interesante la realizacion de un muestreo mas
exhaustivo de los diferentes hibridos actualmente sembrados en Argentina con el objetivo
de actualizar una funcién discriminante, similar a la realizada por Eyhérabide et al. (1996),
para establecer los criterios de clasificacion con las metodologias empleadas en la

actualidad.

A partir del andlisis de GFA se generaron agrupamientos de genotipos segun el rendimiento
de etanol a partir del grano y de la biomasa en funcion de la evaluacién fenotipica
multivariada de los caracteres evaluados. Los resultados del GFA permitieron identificar los
pardmetros mas relevantes a considerar en la eleccion de un cultivar o grano para la
industria en cuanto a la calidad fisica y quimica de los granos. Cabe destacar que las
determinaciones para evaluar la calidad fisica de los granos implican el uso de técnicas

simples de efectuar, rapidas y econémicas.

La verosimilitud en la agrupacion de genotipos obtenida en el GFA se verifico por el
conocimiento previo de los hibridos 25 y 23 cuyas caracteristicas especiales previamente
conocidas sirvieron como caracteres “testigo” para validar los resultados obtenidos. El
genotipo 25 corresponde al hibrido Tesai AO INTA, inscripto como cultivar en el INASE, y
caracterizado por su alta concentracién de acido oleico. Este genotipo se destacé en el
factor 1 (Figura 1.4.a) debido a su particular perfil de 4cidos grasos con alto porcentaje
promedio de &cido oleico, 53,1 g.100.g%, superior a la media general (Tabla 1.2). El
genotipo 23 corresponde al hibrido BMR 126 Hx portador homocigota de la mutaciéon bmr3-
(brown midrib - nervadura marrén) el cual tiene inhibida una de las vias de sintesis de
lignina, por lo que le confiere baja concentracién de este biopolimero. En el factor 2 se pudo
observar claramente que presenta el menor concentracién de lignina detergente acido
(LDA), Figura 1.4.b. Su BLUP promedio a través de ambientes para la concentracion de

lignina fue de 6,8 g.100.g*, valor inferior a la media general (Tabla 1.4).

Las importantes asociaciones halladas entre las caracteristicas quimicas de calidad de

grano podrian atribuirse a una correlacion genética entre ellas resultante de relacion
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pleiotropica entre los atributos evaluados como las previamente informadas tanto para
aceite, almidén y proteina (Cook et al., 2012; Guo et al., 2013; Zhang et al., 2015) como
para almidén y proteina (Goldman et al., 1993). Por lo tanto, estas caracteristicas estarian
correlacionadas tanto fenotipica como genéticamente en germoplasma con distinto fondo
genético. A se vez, resulto interesante identificar asociaciones entre los &cidos grasos y el
rendimiento de etanol. Se conoce que multiples QTLs se encuentran implicados en la
sintesis y composicion de acidos grasos en maiz (Laurie et al., 2004; Delucchi et al., 2019).
Mediante un estudio de GWAS (Estudio de asociacién de genoma completo del inglés
Genome Wide Association Studies), Cook et al. (2012) detectaron numerosas asociaciones
entre el contenido de aceite y el contenido de almidén, entre ellas identificaron un gen que
codifica para acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa (DGAT1-2) que regula el contenido de
aceite y su composicion. Este gen fue hallado previamente por Zheng et al. (2008) a partir
de un QTL en el cromosoma 6 como un gen que interviene en el contenido de aceite y de
acido oleico en el grano de maiz y en poblaciones de maices con otro fondo genético, similar
al empleado en este estudio (Delucchi et al., 2019). Estos resultados indican la probable
relacion pleiotrépica entre el perfil de &cidos grasos y el almidoén, y que la asociacion hallada
en este estudio con respecto a la concentracion de acido oleico y linoleico con el
rendimiento de etanol en el GFA podria deberse a una contribucion indirecta a la correlacion

total mediada por la concentracion de almidon.

Otra posible explicacion de la asociacién del rendimiento de etanol con un determinado
perfil de acidos grasos, podria ser un efecto directo de ciertos 4cidos grasos en la reaccion
de fermentacion. La actividad de la levadura puede ser inhibida por concentraciones altas
de etanol o la carencia de ciertos nutrientes que ayudan a la levadura a aumentar su
resistencia, afectando a la membrana celular lo que provoca una alteracion del flujo de
electrones incrementando su permeabilidad (Boulton et al., 1996; Walker, 1998). En la
reaccion de fermentacion de maiz, el germen funciona como una fuente vital de nutrientes
necesarios para el crecimiento de la levadura. Los lipidos contenidos en el germen y la capa
de aleurona intervienen en mantener la integridad de la membrana de levadura bajo
condiciones de estrés, como lo es una alta concentracion de etanol (Kumar y Singh, 2019).
Se ha reportado que la adicion de acido palmitoleico, asi como la de linoleico y linolénico
durante la fermentacion para la produccion de tequila 100% agave disminuyen la inhibicion
del etanol, aumentando su produccién sustancialmente (Castillo-Castillo et al., 2007). Por
lo que mayores concentraciones de acidos linoleico y linolénico en el medio podrian actuar

como co-factores naturales presentes en la materia prima e interferir en algin cambio de

76



Capitulo I

acidos grasos de la membrana celular de la levadura disminuyendo la inhibicién de su

actividad generada por etanol.

Los trabajos revisados que abordan la dureza del grano, se enfocan en la concentracién de
almidén, la morfologia de sus granulos, en la concentracion de proteina y los tipos de zeinas
intervinientes (Gibbon y Larkins, 2005; Pereira et al., 2008; Zhang et al., 2011; Gayral et al.,
2016), pero no existen reportes de trabajos que relacionen directamente la dureza del

endospermo con el perfil de acidos grasos.

Entre el grupo de caracteres estudiados en relacion a la calidad quimica de la biomasa se
encuentran lignina detergente acido (LDA), digestibilidad in vitro de la fibra (IVF), y
digestibilidad de la fibra detergente neutro (DFDN) como variables asociadas a la
digestibilidad y fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), celulosa (CE)
y hemicelulosa (HE) como variables asociadas a la concentracion de carbohidratos

estructurales.

En el presente trabajo se agruparon hibridos segun el rendimiento de etanol a partir de
biomasa (alto o bajo) y se identificaron genotipos con alto REB debido a sus altas
concentraciones de carbohidratos estrucutrales y que otros respondian al alto REB como

consecuencia de su elevada digestibilidad.

Los genotipos 12 (496 MG), 4 (498 MG RR2), 15 (480 RR2), 21 (507 PW) y 24 (2A 120 PW)
fueron aquellos que presentaron concentraciones de polisacaridos estructurales superiores
a la media general, y mostraron una digestibilidad inferior al promedio. Los genotipos 4
(LP214 x LP29) ,6 (LP214 x LP2542), 11 (470 VT3 Pro), 13 (493 MG RR2), 16 (473 MG
RR2), 17 (480 MG), 18 (512 PW) y 20 (505 PW) se caracterizaron por poseer una menor
concentracion de carbohidratos estructurales y una digestibilidad mayor. Ambos grupos de

genotipos presentaron REB similares.

En base a lo expuesto, se desprenden dos estrategias de obtencién de altos rendimientos
de etanol a partir de la utilizacion de la biomasa vegetativa de maiz: la del primer grupo
basado en una mayor concentracion de carbohidratos estructurales y la del segundo grupo

basado en una mayor digestibilidad de la fibra.
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Conclusiones

Los materiales evaluados presentaron variabilidad genotipica para todas las caracteristicas
estudiadas. Se evidencié la existencia de interacciones genotipo por ambiente
estadisticamente significativas tanto para rendimiento de etanol a partir de grano y de
biomasa como del rendimiento de grano y de biomasa. Se identificaron hibridos estables a
través de los ambientes evaluados y buen comportamiento para el rendimiento de etanol a

partir de grano y de biomasa.

El analisis de GFA permiti6 disponer de una caracterizacion fenotipica integral de los
hibridos estudiados, en cuanto a la calidad y dureza de grano, calidad de la biomasa y
caracteristicas agrondmicas, que permitieron definir cuales de ellas y con qué niveles de
expresion caracterizarian un ideotipo especialmente apto para la industria de bioetanol.

Asimismo, pudieron identificarse los hibridos mas promisorios para este uso final.

Los hibridos con mayor rendimiento de etanol a partir de grano y de biomasa presentaron
caracteristicas distintivas de calidad a nivel fenotipico. Se evidencié que los genotipos con
rendimiento de etanol a partir de grano mayor a 470 I.Mg?, presentaron una composicion
quimica del grano con un minimo de concentracién de almidén de 71,5 g.100 g?,
concentracion de proteina menores a 9,0 g.100.g°%, concentracion de aceite menor a 4,7
0.100.g?, un perfil de acidos grasos con mayores porcentajes de acido linoleico y menores
porcentajes de acidos palmitico y oleico. La textura del endospermo fue de tipo suave o
harinosa con un peso hectolitrico menor a 76,0 kg.hl%, relaciéon de molienda menor a 3,8,
indice de flotacion mayor a 70% y densidad de grano menor a 1.2 g.ml. A su vez, los
genotipos con rendimiento de etanol a partir de biomasa mayor a 519,7 I.Mg?, presentaron
una composicién quimica de la biomasa con una concentracién de FDN mayor a 80 g.100.g
!y FDA mayor a 42,7 g.100.g™.

Estos resultados permitieron identificar caracteres adecuados para la seleccién de
genotipos con destino de produccién de bioetanol de primera y segunda generacion
evidenciando la existencia de caracteristicas composicionales del grano y de 6rganos
celulésicos que inciden en la produccion de bioetanol de primera y segunda generaciéon
respectivamente, para las cuales se hallé variabilidad fenotipica y genotipica disponible que
podria ser explotada en el desarrollo de cultivares especificamente destinados para la

industria de bioetanol a partir de maiz..
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CAPITULO Il

ASOCIACION ENTRE EL RENDIMIENTO DE BIOETANOL DE
PRIMERA Y SEGUNDA GENERACION CON CARACTERES DE
CALIDAD, AGRONOMICOS Y PRODUCTIVOS.
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Introduccién

Las caracteristicas de calidad del grano y de la biomasa confieren a los cultivares de ciertos
atributos, definiéendose su destino final en la cadena de valor en funcibn de tales
caracteristicas (Dey et al., 1997; Mc Donald et al., 1999; Savani y Sorlino, 2004; Robutti,
2012). La aptitud del maiz para sus distintos usos industriales esta determinada

principalmente por la estructura fisica y la composicion quimica del grano y de la biomasa.

En la actualidad no se dispone de cultivares especificamente desarrollados para la
produccion de biocombustibles. Los granos de maiz empleados como materia prima en la
industria de biocombustibles liquidos son obtenidos a partir de cultivares hibridos que han
sido seleccionados por su alto rendimiento y tolerancia a factores de estrés. Una situacion
similar ocurre en la industria de biocombustibles de segunda generacién donde el material

vegetal empleado se selecciona en funcién de la disponibilidad y el bajo costo.

En lineas generales se conoce que en la produccidén de etanol de primera generacion la
glucosa es el principal sustrato del proceso de fermentacion. Estas moléculas son obtenidas
a partir de la hidrélisis del almiddn y su posterior sacarificacion. Previamente a la hidrdlisis,
el almidon debe ser gelatinizado por lo que es importante tener en consideracion tanto la
energia que debe utilizarse a ese fin como la formaciéon de almidones retrogradados que
resultan resistentes a la digestion enzimatica. Estos factores pueden ocasionar un aumento
en el costo de produccién y disminucién del rendimiento final de etanol (Yangcheng et al.,
2013). En relacion a ello resulta de interés abordar las posibles relaciones del rendimiento
de etanol a partir de grano con las propiedades térmicas del almidén e identificar la

existencia o no de algun patron caracteristico de asociacion entre ellos.

En el primer capitulo se establecié que, segun fuera el rendimiento de etanol de primera o
de segunda generacion (a partir de grano y de biomasa respectivamente), los genotipos
presentaban un patrdn caracteristico para el resto de las variables o caracteres estudiados.
Para ello se adopt6é un enfoque bayesiano en el cual no se disponia de informacién de las
propiedades térmicas del almidén para todo el germoplasma evaluado. Sin embargo, las
asociaciones entre los caracteres también pueden ser cuantificadas y evaluadas por medio
del analisis clasico de correlacion, obteniendo informacion valiosa para un programa de

mejoramiento.
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La correlacion fenotipica entre caracteres puede estar determinada por causas ambientales
(correlacién ambiental) y genéticas (correlacion genética), con diferentes niveles de
contribuciones relativas (Mariotti y Collavino, 2014).

La correlacion ambiental p(xy). entre dos 0 mas caracteres surge cuando las condiciones
ambientales tienden a afectar la expresion de ambos caracteres de similar manera, ya sea
positiva 0 negativamente. Las causas de la correlacion genotipica p(xy); pueden estar
dadas por el ligamiento entre genes, que provoca una asociacion transitoria entre los
caracteres y por la pleiotropia, cuando un mismo grupo de genes influyen sobre dos 0 mas
caracteres simultdneamente, generando una asociacion permanente entre ellos (Falconer
y Mackay, 1996). En la teoria de indices de seleccién y en general en programas de
seleccion simultanea para mas de un caracter en una poblacion de referencia, el
componente de la correlacion fenotipica que interesa es la correlacion genética, o
correlacion entre los valores de mejora de los individuos para los caracteres de interés. Las
correlaciones entre desvios de dominancia o entre los valores de mejora para un caracter
con los desvios de dominancia para otros no contribuyen a las respuestas correlacionadas
a la seleccidn, y entonces se consideran partes integrantes de la correlacion ambiental. En
este trabajo nos referiremos a la correlacidon genotipica cuando se tengan en cuenta para
su estimacion a las covariancias y desvios estandar genotipicos y a la correlacién genética
o aditiva cuando para su estimacién sélo se consideren las covariancias y desvios estandar

de tipo aditivos.

Los componentes causales de la correlacion fenotipica entre dos caracteres meétricos,

p(xy)r , estan dados por (Falconer y Mackay, 1996; Mariotti y Collavino, 2014):
Correlacién fenotipica = Componente genético + Compomente ambiental

Cov(xy)r = Cov(xy)s + Cov(xy),
PxY)r = p(xY)g * hy x hy + p(xY)e *x €x * €y

Siendo, hy * h, el producto de las raices cuadradas de la heredabilidad (h*) de cada

”

caracter, x e y, Y e, * e, el producto de las raices cuadradas de las “ambientabilidades

(e? =1—h?).

Esta ecuacion pone en evidencia que la correlacion fenotipica no solamente incluye la suma
de las correlaciones genética y ambiental, sino que cada sumando esta ponderado por los

respectivos componentes asociados a la heredabilidad (h?) y a su complemento (1 - h?2).
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Para el mejoramiento es importante obtener una estimacion del grado de asociacion entre
los caracteres de importancia, debido a que la seleccién artificial para un caracter no es
necesariamente neutra sobre otros si existe correlacion genética y por su naturaleza
heredable puede ser empleada para orientar las estrategias selectivas de los programas de
mejoramiento (Falconer y Mackay, 1996; Mariotti y Collavino, 2014; Hallauer et al., 2010).
Por lo que en programas de desarrollo de hibridos de maiz es importante conocer la
magnitud de la correlacién genética entre los caracteres estudiados y el valor promedio de
sus lineas parentales. Debido a que si existe correlacion genética puede reducirse la
cantidad de hibridos a evaluar, emplear en la seleccion informacién de las lineas
endocriadas, y con ello predecir el comportamiento promedio de la progenie (Betran y otros,
2003). Contrariamente, si la asociacion entre el comportamiento de lineas parentales y sus
hibridos presentara escaso valor predictivo, como ocurre con el rendimiento de grano, seria

necesario en la evaluacion emplear un nimero mayor de combinaciones hibridas.

En este capitulo se presenta: 1) el estudio de las relaciones existentes entre el rendimiento
de etanol con caracteres de calidad y agrondmicos-productivos; 2) la descripcion de las
caracteristicas funcionales del almidén por sus propiedades térmicas y su relacién con el
rendimiento de etanol a partir de grano en hibridos de maiz del programa de mejoramiento
de INTA — EEA Pergamino.
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Materiales y métodos

Para los caracteres evaluados y detallados en la seccion Materiales y métodos generales
se estimaron las correlaciones fenotipicas [1] con R version 3.5.1 (R Core Team, 2018) y
genotipicas [2] con el programa META-R version 6.0 (Alvarado et al., 2016) a partir de la
informacion fenotipica de los hibridos experimentales producto del cruzamiento dialélico
entre las lineas estudiadas (Tabla 2 y Tabla 3 — Materiales y métodos generales). Los
componentes causales de la correlacion fenotipica (Falconer y Mackay, 1996), fueron

estimados mediante el desglose de las covarianzas [3]

Covp(xy) Covg xy)

pF(xy) = [1] pG(xy) = [2]

O'Fx*a'py JGX*JGy

Siendo, PF ) el coeficiente de correlacion fenotipico; Covp(xy) la covarianza fenotipica
entre los caracteres x e y ; o, * OF, el producto de los desvios estandar fenotipicos de los
caracteres x e y ; pg,,: el coeficiente de correlacion genotipico; COUG(xy): la covarianza
genotipica entre los caracteresx e y; gg, * TG, : el producto entre los desvios estandar

genotipicos de los caracteres x e y.
Correlacion fenotipica = Componente genético + Componente ambiental [3]

CovF(xy) = CovG(xy) + Cove(xy)
PF(xy) = PG(xy) * Mx * Ry + Pe(yyy ¥ Ex x €y
Pe(xy) * €x* €y = PF(xyy = PG(xy) * M * Py

Componente ambiental = * hy * h,y

PF(xyy = PG (xy)

siendo, Pe (xy)- la correlacion ambiental entre los caracteres x e y; h, * h,: el producto entre
la raiz cuadrada de la heredabilidad en sentido amplio de cada carcter;y p, (uy) * €x * €y €S

la covarianza ambiental Cov, )

Los componentes de varianzas se obtuvieron a partir del andlisis de varianza combinado a
través de ambientes mediante modelos lineales mixtos empleando el método REML, con el
software META-R version 6.0 (Alvarado et al., 2016). Los genotipos estudiados fueron los
hibridos experimentales y se consideraron aleatorios al igual que los cuatro ambientes

evaluados. El modelo ajustado [4] fue:
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Yk = u+ ai + 6+ (8 + adij + &iji [4]

donde, Y;j, es larespuesta del genotipo i para el ambiente j en la repeticion k; u es la media
general; a; es el efecto aleatorio del genotipo i con i=1...10; &; es el efecto fijo de del
ambiente j con j=1,...4; (8)y; es el efecto fijo de bloque k con k = 1,2 dentro del ambiente
j; ad;; es el efecto aleatorio de la interaccion del genotipo i con el ambiente j; y ¢, es el

término de error aleatorio asociado a la observacion Y.

Con las varianzas obtenidas se estimé la heredabilidad en sentido amplio de cada caracter

a través de ambientes [5] como

H= [5]

0&+(02,4)/T+(0E/T.A)

Siendo ¢ la varianza debida a los genotipos, o, la varianza debida a la interaccion entre
el genotipo y el ambiente; ¢2 la varianza debida al error; r el nimero de repeticiones y 4 el

numero de ambientes ensayados (Falconer y Mackay, 1996).

Los elementos de la matriz de correlaciones genéticas [6] se estimaron empleando la
informacién de los progenitores (Tabla 2 — Materiales y métodos generales) mediante el
método de covarianzas cruzadas (Falconer y Mackay, 1996) en R version 3.5.1 (R Core

Team, 2018), para caracteristicas de calidad de grano y de biomasa, como:

COpryh

y = 2
\/(Covxpxh * Covypyh)

[6]

Tax

donde, 7,4, es la correlacion genética o aditiva entre los caracteres x e y;, Covy,y, €S la

covarianza cruzada entre los valores fenotipicos del caracter x en los progenitores (p) y los

valores fenotipicos del caractery en la descendencia (h); COVy,x, Y COVy y, SON las

covarianzas entre padres e hijos para los caracteres x e y respectivamente.

Las significancias de las correlaciones genotipicas y genéticas se determinaron empleando
una prueba t de Student luego de realizar una normalizacién de los coeficientes de
correlacion mediante la transformacion Z-score (Sokal y Rohlf, 1995; Gutteling et al., 2007;
Khan et al., 2020).

El nivel de asociacion entre el promedio de los pares posibles de lineas parentales y sus

hibridos se cuantific6 mediante el coeficiente de correlacion de Pearson estimado utilizando
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la ecuacién [1], siendo x el valor fenotipico promedio de ambas lineas parentales, e y el

valor fenotipico de su hibrido.

La produccién de etanol por hectarea (l.Lha') se determind para bioetanol de primera
generacion (PEG) como el producto entre el rendimiento de etanol a partir de grano y el
rendimiento de grano (REGN X RG), y para bioetanol de segunda generacion (PEB) como
el producto entre el rendimiento de etanol a partir de biomasa y el rendimiento de biomasa
(REB x RB). Se obtuvieron los BLUPs a partir del andlisis de varianza aplicando el modelo
previamente mostrado [4], incluyendo el ambiente Col6n 2015-16 debido a que se tenian

los registros de dichos caracteres.
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Resultados

Esta seccion esta organizada en tres partes, Analisis de las propiedades térmicas del
almidén, Correlaciones fenotipicas, genotipicas y genéticas entre caracteres vy
Correlaciones entre lineas progenitoras y sus hibridos para los caracteres de calidad.

1. Andlisis de las propiedades térmicas del almidén

En promedio el proceso de gelatinizacion requirié una temperatura de inicio (T,;) de 68,9
°C, temperatura de pico (Tp;) de 73,5 °C y una entalpia (4H;) de 9,1 J/g. El rango de
gelatinizacion (R;) fue 12,9 °C y el indice de altura de pico (PHI;) 2,9. Para el proceso de
retrogradacion en promedio la temperatura de inicio (T,g) fue 49,3 °C y la temperatura del
pico (Tpg) se registro a los 59,0 °C, con una entalpia (4Hg) de 19,5 J/g, evidenciando un

rango (Rg) y porcentaje (Pg) de retrogradacion de 6,1 °C y 47,5 %, respectivamente.

Las propiedades térmicas no mostraron variabilidad significativa atribuible a la interaccion
del genotipo con el ambiente (p —valor > 0,05). Los caracteres de gelatinizacion:
temperatura de inicio (Tos) y de pico (T,s), indice de altura de pico ( PHI; ) y el rango de
retrogradacion (Rg) mostraron variabilidad genotipica entre los hibridos evaluados (p —
valor < 0,05), (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Estimaciones REMLs de componentes de varianzas de las propiedades
térmicas de almidon de diez hibridos evaluados en cuatro ambientes del norte de la
provincia de Buenos Aires en experimentos con dos repeticiones.

Tog Tpe R¢ AH; PHI; Tog Tpg Rp AHp Pp
FV °C Jig °C Jig %
,  0435" 0383 0192 0.125" 0043" 0297 0096 4qgg,~ 0.000 0.000
g,

G

o2, 0.000™ 0.000™ 0.000™ 0.102" 0.000"™ 0.000"™ 0.097" 0.000™ 0.000"™ 0.000"™
o2 1.149 0.186 4.087 0525 0.139 3.247 1542 2866 0.564 29.722

U 68,99 73,51 9,05 12,91 2,96 49,30 59,04 19,47 6,14 47,53
Toc :Temperatura de inicio de gelatinizacion; Tp.: temperatura del pico de gelatinizacion; AH;: entalpia de
gelatinizacion; R;: rango de gelatinizacion; PHI,; indice de altura de pico de gelatinizacion; T,g: temperatura
de inicio de la retrogradacion; Tpg: temperatura del pico de retrogradacion; AHy entalpia de retrogradacion;
Rg: rango de retrogradacion; P, : porcentaje de retrogradacion; FV: fuente de variacion; o¢Z: varianza
genotipica; oZ,.mp: Varianza genotipo por ambiente; ¢2: varianza residual; u: media ajustada; " No
significativa; * significativo a un nivel de probabilidad de 0.05; ™ significativo a un nivel de probabilidad de 0.01;
" significativo a un nivel de probabilidad de 0.001.

A los fines descriptivos, estas propiedades térmicas junto con las concentraciones de

almidén y amilosa se graficaron ordendndolos segun un gradiente de mayor a menor
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rendimiento de etanol a partir de grano (REGN) (Figura 2.1, se pueden ver con mayor
detalle en Apéndice Tabla Al).

El hibrido 2 (LP29 x LP2542) fue el que presentdé mayor concentracion de almidon (CAL),
con una concentracion intermedia de amilosa (CAM), y mostré un rendimiento de etanol a
partir de grano (REGN) de 481 |.Mg™. Su almidén se caracterizd por temperaturas de inicio
de gelatinizacién y de pico de gelatinizacion menores y un rango de retrogradacién mayor
que la de los almidones de los genotipos que mostraron REGN superiores a 471 |.Mg™*
(Genotipos 9 (LP923 x LP2542), 3 (LP923 x LP29) y 4 (LP214 x LP29)). Esto se traduce en
un menor requerimiento térmico para que comiencen a gelatinizar los primeros granulos de
almidon y para gelatinizar la mayor cantidad de estos al mismo tiempo. A su vez, los
genotipos con REGN > 470 I.Mg™* requirieron mayor entalpia de gelatinizacion que el resto

de los genotipos evaluados (Figura 2.1).

Los genotipos 7 (LP214 x LP923) y 5 (LP214 x LP661), presentaron menores REGN (455
I.Mg™) y CAL en relacion a los hibridos evaluados. El aimidon del grano del hibrido 7 (LP214
x LP923) requirié similar temperatura de inicio gelatinizacién y mayor temperatura de pico
de gelatinizacién que el hibrido 5 (LP214 x LP661) (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Comportamiento fenotipico para las concentraciones de almidon y amilosa y
propiedades térmicas de almiddn en relacion al rendimiento de etanol del grano de diez
hibridos evaluados en cuatro ambientes del norte de la provincia de Buenos Aires,
distribuidos en dos campafias agricolas.
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CAM: Concentracion de almidon; CAM: Concentracion de amilosa; T,;: temperatura de inicio de
gelatinizacion; Tp: temperatura del pico de gelatinizacion; PHI,; indice de altura de pico de gelatinizacion;
Rg: rango de retrogradacion. Los hibridos corresponden a: 1: LP29 x LP661; 2: LP29 x LP2542; 3: LP923 x
LP29; 4: LP214 x LP29; 5: LP214 x LP661; 6: LP214 x LP2542; 7: LP214 x LP923; 8: LP923 x LP661; 9:
LP923 x LP2542; 10: LP661 x LP2542.
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2. Correlaciones fenotipicas, genotipicas y genéticas entre caracteres.

Las tres matrices de correlaciones estimadas entre los caracteres se muestran
graficamente. En la Figura 2.2 se presentan las correlaciones fenotipicas (matriz triangular
inferior) y genotipicas (matriz triangular superior) que resultaron estadisticamente
significativas (p — valor < 0,05). En la Figura 2.3 se presenta la matriz de correlaciones
genéticas estimadas mediante el método de covarianzas cruzadas. A modo exploratorio y
teniendo en cuenta que la correlacion no implica causalidad se presentan todas las
asociaciones halladas, a pesar de que por la naturaleza tan diferente de los caracteres

involucrados no se espere ningun tipo de asociacion a priori.

2.1. Correlacion del rendimiento de etanol a partir de grano.
Correlaciones fenotipicas del rendimiento de etanol a partir del grano

El rendimiento de etanol a partir de grano (REGN) presentd correlacion fenotipica
estadisticamente significativa (p — valor < 0,05) con varios de los caracteres asociados a
DQCG y DFCG. Se evidenciaron correlaciones fenotipicas (p — valor < 0,05) positivas con
la concentracion de almidén (o = 0,78), acido linoleico (6 = 0,50) e indice de flotacion
(pr = 0,52) y negativas con las concentraciones de proteina (o = —0,84), de aceite (pr =
—0,41), acido palmitico (pr = —0,42), acido oléico (pr = —0,47), peso hectolitrico (pr =
—0,43) y relacion de molienda (o = —0,67). Por consiguiente, se espera que el REGN sea
mayor en granos con endospermo de tipo harinoso, con mayor concentracion de almidén y
menores concentraciones de proteina y aceite. La correlacion fenotipica del REGN con las
propiedades térmicas del almidén (PTA) fueron significativas (p — valor < 0,05) y menores
a |0,50| para temperatura de inicio de retrogradacion (pr = 0,26), entalpia de retrogradacion
(pr = 0,35), entalpia de gelatinizacion (pr = 0,42), indice de altura del pico de
gelatinizacion (pr = 0,50), y rango de gelatinizacion (pr = —0,41). Con respecto a los
caracteres asociados a DQCB, las correlaciones fenotipicas observadas REGN fueron
positivas (p —valor < 0,05) con FDA (pr = 0,25) y LDA (pr = 0,27) y negativas con
hemicelulosa (pr = —0,29), aunque ninguna fue mayor a |0,30|]. En cuanto a las
caracteristicas agrondmicas y productivas se hallaron correlaciones fenotipicas negativas
(p — valor < 0,05), con diametro de la espiga (o = —0,23), peso seco de chalas (pr =

—0,39), rendimiento de grano (pr = —0,24) e indice de cosecha (o = —0,45), (Figura 2.2).

Correlaciones genotipicas del rendimiento de etanol a partir del grano (REGN)
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Los coeficientes estimados de las correlaciones genotipicas entre el REGN con el resto de
los caracteres resultaron, en general, mayores en valor absoluto y con el mismo sentido
gue las correlaciones fenotipicas correspondientes. Una excepcion a este patron general
ocurrié con las correlaciones con didmetro de la espiga y LDA que tuvieron signo opuesto
a las fenotipicas, y la ausencia de correlaciones genotipicas estadisticamente significativa
con entalpia de retrogradacion, FDA, celulosa y rendimiento de grano e indice de cosecha
(Figura 2.2).

Las causas de las correlaciones fenotipicas observadas entre REGN con el resto de las
variables mencionadas (Tabla 2.2) fueron mayormente de indole genotipico para los
caracteres asociados DQCG, DFCG y PTA (excepto entalpia de retrogradacién) y de indole

ambiental para los caracteres asociados a DQCB y CAYP (excepto peso seco de chalas).
Correlaciones genéticas del rendimiento de etanol a partir del grano (REGN)

El rendimiento de etanol a partir de grano present6 correlacion genética significativa (p —
valor < 0,05) con todos los caracteres asociados a DQCG y DFCG a excepcion de las
concentraciones de acidos estedrico y linolénico. Estas fueron de igual signo y mayor
magnitud que las obtenidas entre los efectos genotipicos para las concentraciones de
almidon (p4 = 0,99), proteina (o4, = —0,99) y amilosa (5, = 0,35). Por lo contrario, los
coeficientes de las correlaciones genéticas del rendimiento de etanol a partir de grano con
el resto de los caracteres fueron de igual signo y menor magnitud que los coeficientes de
las correlaciones genotipicas para acido linoleico (54 = 0,56), indice de flotacion (54 =
0,95), acido palmitico (o, = —0,68), &cido oleico (o, = —0,52), peso hectolitrico (54 =
—0,67), relacion de molienda (5, = —0,75) y densidad de grano (64, = —0,33), (Figura 2.3).

Con respecto a las propiedades térmicas del almidén (PTA), el REGN present6 correlacion
genética significativa (p — valor < 0,05) con temperatura de pico de gelatinizacion (54 =
—0,22), rango de gelatinizacion (p, = —0,66), entalpia de gelatinizacion (5, = 0,99), indice
de altura del pico de gelatinizacion (g4 = 0,74), entalpia de retrogradacion (p, = 0,99) y
porcentaje de retrogradacion (g4 = 0,52). La estimacion de las correlaciones genéticas para
temperatura de inicio de retrogradacion, temperatura del pico de retrogradacion y rango de
retrogradacion no se pudieron efectuar debido a que la covarianza progenie-progenitor de

estos caracteres resultd negativa y la raiz cuadrada de un nimero negativo no tiene

90



Capitulo II

solucion real, pero puede llegar a interpretarse que la progenie expresa un comportamiento

opuesto a los parentales para estos atributos (Figura 2.3).

2.2. Correlacion del rendimiento de etanol a partir de biomasa (REB).

Correlaciones fenotipicas del rendimiento de etanol a partir de biomasa (REB) y entre

caracteres asociados a su estimacion.

Se detectaron correlaciones fenotipicas (p — valor < 0,05) entre los caracteres asociados
a la estimacion del rendimiento de etanol a partir de biomasa. Estas fueron positiva entre
FDN y FDA (pr = 0,85), y negativas entre LDA y FDN (5 = —0.37), FDN y DIVF (py =
—0,71), FDN y DFDN (p; = —0,27), FDA y DIVF (5 = —0,79) y FDA y DFDN (5 = —0,39).
Con respecto a los caracteres asociados a CAYP se encontré que las correlaciones
fenotipicas entre el REB fueron significativas (p — valor < 0,05) y positivas con el nimero
de hileras por espiga (5 = 0,23) y peso seco de marlo (pr = 0,27) y negativas con dias a
floracion femenina (6 = —0,60) y rendimiento de biomasa vegetativa (o = —0,54), (Figura
2.2).

Correlaciones genotipicas del rendimiento de etanol a partir de la biomasa (REB) y entre

caracteres asociados a su estimacion.

Se observaron correlaciones genotipicas significativas (p — valor < 0,05) entre REB y
ciertos caracteres asociados a DQCG, DFCG y PTA. Dentro de lo esperable por la
naturaleza diferente de los caracteres involucrados, no se hallé ningan patrén que asocie
el REB con la dureza del grano. Se observaron correlaciones genotipicas estadisticamente
significativas (p — valor < 0,05) entre REB y algunos caracteres asociados a CAYP. En

lineas generales, las correlaciones genotipicas fueron negativas (Figura 2.2).

Las correlaciones fenotipicas (Tabla 2.2) entre REB con dias a floracion femenina, nimero
de hileras de grano y rendimiento de biomasa vegetativa respondieron, en mayor
proporcion, al componente causal genotipico. En cambio, en los caracteres restantes la

causa fue en mayor medida debido al componente ambiental.
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Correlaciones genéticas del rendimiento de etanol a partir de biomasa (REB) y caracteres

asociados en su estimacion.

El REB presentd correlacion genética estadisticamente significativa (p — valor < 0,05)
Gnicamente con la concentracion de acidos esteérico (o, = 0,27) y linolénico (5, = —0,27)
y sin un patron definido de asociacion con DFCG. Las correlaciones genéticas halladas
entre el REB que resultaron estadisticamente significativas (p — valor < 0,05) y negativas
fueron con DIVF (p, = —0,99), y DFDN (p, = —0,39).La correlacion genética entre FDN y
FDA resulté positiva (5, = 0,45) y entre FDN y LDA negativa (p4, = —0,99). (Figura 2.3).
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Figura 2.2. Correlacion fenotipica (triangulo inferior) y genotipica (triangulo superior)
entre los caracteres a partir de los valores fenotipicos de los hibridos F1 evaluados en
cuatro ambientes del norte de Buenos Aires. La escala de color a la derecha del grafico
indica la magnitud del coeficiente de correlacion entre caracteres que resultaron
significativos (p<0,05). Las correlaciones no significativas (p>0.05) se denotan en blanco.
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CAL: Concentracion de almidon; PRT: Concentracion de proteina; CA: Concentracion de aceite; AP: Acido
palmitico; AE: Acido esteérico; AO: Acido oleico; ALI: Acido linoleico; ALN: Acido linolénico; PH: Peso
hectolitrico; RM: Relacion de molienda; IF: indice de flotacion; DG: Densidad de grano; T, :Temperatura de
inicio de gelatinizacion; Tp;: Temperatura del pico de gelatinizacion; AH,;: entalpia de gelatinizacion; R;: rango
de gelatinizacion;, PHI; indice de altura de pico de gelatinizacion; T,g: temperatura de inicio de la
retrogradacion; Tpg: Temperatura del pico de retrogradacion; AHy entalpia de retrogradacion; Ry: rango de
retrogradacion; Py : porcentaje de retrogradacion; FDN: fibra detergente neutro; REG: Rendimiento de etanol
a partir de grano; FDA: fibra detergente acido; LDA: lignina detergente &cido; CE: celulosa; HE: hemicelulosa;
DIVF: digestibilidad in vitro de la fibra; DFDN: digestibilidad de FDN; REB: Rendimiento de etanol a partir de
biomasa; DFF: Dias de floracion femenina; AR: Altura relativa; PM: peso de 1000 granos; DES: Diametro de
la espiga; LES: Longitud de la espiga; NH: Namero de hileras; PSTH: Peso seco de tallos y hojas; PSC: Peso
seco de chalas; PSM: Peso seco de marlos; RG: Rendimiento de grano; RB: Rendimiento de biomasa; IC:
indice de cosecha.
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Figura 2.3. Matriz de correlaciones genéticas estimadas mediante el método de
covarianzas cruzadas a partir de los valores fenotipicos de las 5 lineas parentales y sus
hibridos F1 evaluados en cuatro ambientes del norte de la provincia de Buenos Aires
distribuidos en dos campafias agricolas. La escala de color a la derecha del grafico indica
la magnitud del coeficiente de correlacion entre caracteres que resultaron significativos
(p=<0,05). Las correlaciones no significativas (p>0.05) se denotan en blanco.
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CAL: Concentracion de almidon; CAM: Concentracion de amilosa; PRT: Concentracion de proteina; CA:
Concentracion de aceite; AP: 4cido palmitico; AE: &cido esteérico; AO: acido oleico; ALI: &cido linoleico; ALN:
acido linolénico; PH: Peso hectolitrico; RM: Relacién de molienda; IF: indice de flotacién; DG: Densidad de
grano; T, :Temperatura de inicio de gelatinizacion; Tp;: Temperatura del pico de gelatinizacion; R;: rango de
gelatinizacion; AH;: entalpia de gelatinizacion; PHI,; indice de altura de pico de gelatinizacion; AHy entalpia
de retrogradacion; Rg: rango de retrogradacion; Py : porcentaje de retrogradacion; REGN: Rendimiento de
etanol a partir de grano; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente acido; LDA: lignina detergente
acido; CE: celulosa; HE: hemicelulosa; DIVF: digestibilidad in vitro de la fibra; DFDN: digestibilidad de FDN;
REB: Rendimiento de etanol a partir de biomasa.
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Tabla 2.2. Estimaciones de los coeficientes de correlacion fenotipica (o), correlaciéon
genoatipica (p;) y contribucién del componente genotipico (%G) a la correlacion fenotipica
a partir de hibridos F1, y correlacién genética (p,) estimada a partir del método de
covarianzas cruzadas para el rendimiento de etanol a partir de grano (REGN) y de
biomasa (REB) con el resto de los caracteres evaluados. g,

REGN REB

Variables Pr %G Pg Pa Pr %G Pg Pa
Concentracion de almidon 0,78 8843 0,98 0,99 ns - -0,38 ns
Concentracion de amilosa ns - 0,23 0,35 ns - -1,00 ns
Concentracion de proteina -0,84 98,81 -0,94 -0,99 ns - -0,43 ns
Concnetracion de aceite -041 71,18 -0,73 -0,36 ns - 0,54 ns
Acido palmitico -0,42 71,36 -0,75 -0,68 ns - ns ns
Acido esteérico ns - -0,24 ns ns - 0,80 0,27
Acido oleico -0,47 67,03 -1,00 -0,53 ns - ns ns
Acido linoleico 0,50 68,23 1,00 0,56 ns - ns ns
Acido linolénico ns - 039 ns ns - -0,42 -0,27
Peso hectolitrico -0,43 75,58 -0,83 -0,68 ns - ns 0,48
Relaciéon de molienda -0,67 79,51 -1,00 -0,75 ns - -0,46 -0,58
indice de flotacién 0,52 86,28 1,00 0,96 ns - -0,90 -0,26
Densidad de grano ns 57,87 -0,84 -0,33 ns - 0,26 ns
T° de inicio de gelatinizacion 0,26 85,70 0,27 ns ns - ns 0,32
T° de pico de gelatinizacion ns - ns -0,22 | -0,22 7,16 ns ns
Rango de gelatinizacion -0,41 84,94 -1,00 -0,66 ns - 0,43 -0,62
Entalpia de gelatinizacion 0,42 63,11 0,37 0,99 ns - ns -0,32
indice de altura de pico de gelatinizacion 0,50 88,65 0,71 0,74 ns - ns 0,27
T° de inicio de retrogradacion ns 54,55 -0,33 - ns - 0,63 -
T° de pico de retrogradacion ns 51,01 -0,48 - ns - 1,00 -
Rango de retrogradacién ns 59,80 0,26 - ns - ns -
Entalpia de retrogradacién 0,35 - ns 0,99 ns - ns ns
Porcentaje de retrogradacion ns - ns 0,53 ns - ns ns
Rendimiento de etanol — grano 1 - 1 1,00 ns - ns -0,27
Fibra detergente neutro ns - ns -0,28 - - - -
Fibra detergente acido 0,25 12,82 ns ns - - - -
Lignina detergente acido 0,27 29,31 -0,26 0,25 - - - -
Celulosa ns - ns -0,29 - - - -
Hemicelulosa -0,29 - ns -0,34 - - - -
Digestibilidad in vitro de la fibra ns - ns ns -0,64 3,65 ns -0,99
Digestibilidad de FDN ns - -0,26 -0,39 ns - ns -0,39
Rendimiento de etanol - biomasa ns - ns -0,27 | 1,00. - 1,00 1,00
Dias a floraciéon femenina ns - ns - -0,60 77,75 -1,00 -
Altura relativa ns 54,74 -0,56 - ns - -0,73 -
Peso de mil granos ns 4590 0,52 - ns - -1,00 -
Diametro de la espiga -0,23 35,73 0,33 - ns - ns -
Longitud de la espiga ns - 0,82 - ns - -0.42 -
Ndmero de hileras ns - 0,25 - 0,23 64,35 0,86 -
Peso seco de tallos y hojas ns - ns - ns - -1,00 -
Peso seco de chalas -0,39 85,84 -0,59 - ns - -1,00 -
Peso seco de marlos ns - 0,39 - 0,27 40,19 -1,00 -
Rendimiento de grano -0,24 0,22 ns - ns - ns -
Rendimiento de biomasa vegetativa ns - ns - -0,54 94,46 -1,00 -
indice de cosecha -0,45 11,81 ns - ns - 1,00 -
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2.3. Relacién del rendimiento de bioetanol (I.Mg™) con el rendimiento de materia seca
por hectarea

La produccién de bioetanol por hectarea esta dada por el producto entre el rendimiento de
etanol a partir de grano o de biomasa (1.Mg?) y el rendimiento por hectarea del material
(Mg.ha') fermentable (grano 6 biomasa). En esta secciéon abordaremos las relaciones

existentes entre estos atributos con el resto de los caracteres evaluados.

2.3.1. Rendimiento de grano y su relacién con el rendimiento de bioetanol de

primera generacion.

En cuanto al rendimiento de grano (RG), el andlisis de correlacion fenotipica mostré la
existencia de una asociacion lineal (p — valor < 0,05) con los caracteres asociados a
DQCG. Estas correlaciones fueron positivas con la concentracion de proteina (6 = 0,36) y
negativas con las concentraciones de almidén (o = —0,29) y amilosa (6 = —0,30). No se
hallaron correlaciones fenotipicas estadisticamente significativas (p — valor < 0,05) con
caracteres asociados a DFCG ni con las propiedades térmicas del almidén, excepto con el
rango de retrogradacién (o = 0,25). La mayoria de los caracteres asociados a DQCB se
correlacionaron fenotipicamente con el RG; estas correlaciones fueron estadisticamente
significativas (p — valor < 0,05) y negativas con FDN (pr = —0,26), FDA (pr = —0,51),
celulosa (pr = —0,46) y positivas con digestibilidad in vitro de la fibra (o = 0,36) y
digestibilidad de FDN (pr = 0,28). El RG presentd correlacion fenotipica estadisticamente
significativa (p — valor < 0,05) con caracteres de CAYP, tanto con sus componentes peso
de mil granos (6 = 0,27), diametro de la espiga (pr = 0,43), longitud de la espiga (pr =
0,54), como con caracteres de produccion y particion de fotoasimilados: peso seco de
marlos (pr = 0,25), indice de cosecha (6 = 0,30) y rendimiento de biomasa vegetativa
(pr = 0,49), (Figura 2.2).

Las correlaciones genotipicas observadas entre el rendimiento de grano (RG) con las
DQCG resultaron significativas (p — valor < 0,05) y negativa con las concentraciones de
amilosa (p; = —0,3) y aceite (p; = —0,24), y positiva con los porcentajes de &cidos
estearico (p; = —0,31), palmitico (p; = —0,37) y linolénico (p; = 0,71). De los cuatro
caracteres correspondientes a las DFCG, la correlacion genotipica con RG solo fue
estadisticamente significativa (p — valor < 0,05) con el indice de flotacion (p; = —0,25). En

relacion a las PTA, se observd que el RG presentd correlaciones genotipicas
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estadisticamente significativa (p — valor < 0,05) y positiva con Ty (b = 1), Tee (Pc =
0,58); AH; (b = 0,27) y PHI;(p; = 0,81) y negativa con R; (pg = —1), Tor (pg = —0,62),
Tpr (P = —1) Y Rg (6 = —0,43). Las DQCB presentaron correlaciones genotipicas entre el
RG del mismo signo y similar magnitud que las correlaciones fenotipicas mencionadas

previamente (Figura 2.2).

Los componentes causales de las correlaciones fenotipicas del rendimiento de grano (RG)
con DQCG y PTA fueron predominantemente genotipicos para la concentracion de amilosa
y rango de retrogradacion y de naturaleza ambiental para el rendimiento de etanol a partir
de grano y concentraciones de almidén y proteina. En relacion a los caracteres asociados
a DQCB, la correlacion fenotipica estuvo dada por causas tanto genotipicas como
ambientales, excepto para digestibilidad in vitro de la fibra y digestibilidad de FDN
mayormente atribuibles al componente genotipico. La contribucion del componente
ambiental a la correlacion fenotipica fue de mayor gravitacion para las CAYP, excepto para

peso de mil granos y rendimiento de biomasa vegetativa (Tabla 2.2).

2.3.2. Rendimiento biomasa vegetativa y su relacion con el rendimiento de

bioetanol de primera generacion.

El rendimiento de biomasa (RB) mostré correlacion fenotipica estadisticamente significativa
(p — valor < 0,05) con la mayoria de los caracteres asociados a DQCB. Estas asociaciones
fueron positivas con LDA (5 = 0,32) y digestibilidad in vitro de la fibra (6 = 0,29) y negativa
con FDN (pr = —0,53), FDA (6 = —0,44), celulosa (pr = —0,50) y hemicelulosa (pr =
—0,43). En relacion a las CAYP el rendimiento de biomasa vegetativa se correlacion6
fenotipicamente (p — valor < 0,05) con la altura relativa (5 = 0,43), peso seco de tallo y
hoja (5 = 0,63) y rendimiento de grano (6 = 0,49), nUmero de hileras (p = —0,25) e indice
de cosecha (pr = —0,55). El rendimiento de biomasa vegetativa no presentd correlacion
fenotipica estadisticamente significativa (p — valor < 0,05) con los caracteres asociados a
DCQG, (excepto con la concentracion de aceite (o = —0,26) y acido esteéarico (o =
—0,24)), pero si para con la mayoria de los caracteres asociados a DFCG que resultd
negativa con peso hectolitrico (o = —0,33) y positiva con indice de flotacion (6 = 0,33) y
densidad de grano (pr = 0,23). Se hallaron correlaciones fenotipicas menores a |0,35| con

algunos caracteres asociados a PTA (Figura 2.2).

Las correlaciones genotipicas del rendimiento de biomasa fueron de igual signo y de mayor

magnitud que las correlaciones fenotipicas previamente mencionadas. Sin embargo, estas
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no resultaron estadisticamente significativa (p — valor < 0,05) para peso hectolitrico, indice
de flotacion, densidad de grano, entalpia de gelatinizacion, hemicelulosa e indice de
cosecha (Figura 2.2).

El componente causal de la correlacion fenotipica del rendimiento de biomasa vegetativa
con el resto de los caracteres fue de origen ambiental para los caracteres asociados a
DQCG y DFCG y de indole genotipico para los caracteres asociados a DQCB, rendimiento
de grano e indice de cosecha (Tabla 2.2).

2.3.3. Correlacion de la produccion de bioetanol con el rendimiento de materia seca
(Mg.ha) y el rendimiento de bioetanol (I.Mg™)

El analisis de varianza (Tabla 2.3) mostré la presencia de variancia debido a la interaccion
del genotipo con el ambiente para la produccion de bioetanol a partir de grano y sus
variables asociadas (rendimiento de grano y rendimiento de etanol a partir de grano) a
diferencia de la produccién de bioetanol a partir de biomasa y sus variables asociadas
(rendimiento de biomasa vegetativa y rendimiento de etanol a partir de biomasa) que la
variancia debida a la interaccién genotipo con el ambiente no fue estadisticamente
significativa (p-valor > 0,05). La varianza debida a los genotipos solo resultd
estadisticamente significativa para produccién de bioetanol y rendimiento de biomasa

vegetativa.

Se estimd que el hibrido con mayor rendimiento de etanol a partir de grano (Hibrido 2, LP29
X LP2542) produce 3.830 l.ha?, resultando 575 l.ha? inferior al del genotipo con mayor
rendimiento de grano (genotipo 9, LP923 x LP2542), Tabla 2.3.

Se estimé que el genotipo con mayor rendimiento de biomasa vegetativa (genotipo 8, LP923
X LP661) podria producir 4.222 |.ha, es decir 1.340 I.ha! mas que el genotipo con mayor
rendimiento de etanol a partir de biomasa (Genotipo 4, LP214 x LP29), Tabla 2.3.
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Tabla 2.3. Componentes de varianzas estimados por REMLs y los predictores BLUPs
obtenidos para rendimiento de grano (RG), rendimiento de bioetanol a partir de grano
(REGN), produccion de bioetanol a partir de grano (PEG), rendimiento de biomasa
vegetativa (RB), rendimiento de bioetanol a partir de biomasa (REB) y produccion de
bioetanol a partir de biomasa (PEB) en diez hibridos de maiz evaluados con dos
repeticiones en cinco ambientes* del norte de la provincia de Buenos Aires, distribuidos
en dos campafas agricolas.

Var RG REGN PEG RB REB PEB
UM Mg.ha? .Mg? l.hat Mg.hat .Mg? l.ha?
FVv ANOVA
o2 0,25 79,60 51928,24" 1.29™ 21,44"  249159,45™
024 0,72 16,26 124459,03" 0,11" 30,29" 4007,22"
o2 1,27 29,26 213382,22 1,34 282,28 291308,67
ID BLUPS
1 9,69 469,11 3943,54 8,40 516,28 4041,51
5 9,35 481,70 3830,58 7,19 518,64 3342,22
3 9,84 472,93 4028,95 8,91 517,40 4225,13
4 9,98 474,35 4103,20 6,16 524,26 2882,21
5 9,80 456,63 3944,70 6,74 522,15 3206,23
6 9,99 473,44 4104,19 6,48 523,65 3061,33
7 9,75 458,36 3936,89 6,61 522,23 3108,20
8 9,69 457,27 3888,96 8,84 517,53 4222,60
9 10,65 474,16 4406,31 8,65 517,98 4114,97
10 9,65 472,02 3941,46 7,83 519,22 3699,58
p 9,84 469,00 4012,88 7,58 519,93 3590,40
LSD 1,08 9,18 476,89 1,44 10,72 633,50

*Los ambientes fueron Junin y Pergamino en las campafias 2015-16 y 2016-17 y Colén — Campaiia 2015-16.
Se estim6 PEG como el producto entre RG y REGN y PEB como el producto entre RB y REB.

3. Correlaciones entre lineas progenitoras y sus hibridos para los caracteres de calidad.

La mayoria de los caracteres asociados a la calidad de grano y de biomasa presentaron
correlacion estadisticamente significativa (p — valor < 0,01) entre los valores fenotipicos

promedios de los parentales con su hibrido correspondiente (Tabla 2.4).
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Tabla 2.4. Estimaciones de la correlacion fenotipica linea — hibrido (o) a partir del valor
fenotipico promedio de los parentales y su hibrido respectivo en cuatro ambientes de
evaluacion en el norte de la provincia de Buenos Aires, distribuidos en dos campafias
agricolas.

Caracter Dr Carécter Dr
Concentracion de almidén 0,74™ Rango de gelatinizacion 0,40™
Concentracion de amilosa 0,44 _ Entalpia de gelatinizacion 0,50™
Concentracion de proteina 0,80™ ?§ indice de altura de pico de gelatinizacion 0,57™
Concentracion de aceite 0,80™ é T° de inicio de retrogradacion ns

8 Acido palmitico 0,71™ é T° de pico de retrogradacion ns
g Acido esteéarico 0,67 < Rango de retrogradacion ns
Acido oleico 0,64™ - Entalpia de retrogradacion 0,43™
Acido linoleico 0,70™ Porcentaje de retrogradacion ns
Acido linolénico 0,69™ Fibra detergente neutro 0,51™
Rendimiento de etanol — grano  0,74™ Fibra detergente acido 0,38™
Peso hectolitrico 0,43™ Lignina detergente acido 0,66™
8 Relacion de molienda 0,57 & Concentracién de celulosa 0,76™
& indice de flotacion 0,53™ 8 Concentracion de hemicelulosa 0,51™
Densidad de grano ns Digestibilidad in vitro de la fibra 0,36™
< T° deinicio de gelatinizacion 0,37 Digestibilidad de FDN 0,56™
) T° de pico de gelatinizacion 0,61™ Rendimiento de etanol — biomasa 0,64™

ns No significativa; * significativo a un nivel de probabilidad de 0.05; ™ significativo a un nivel de probabilidad de
0.01; ™ significativo a un nivel de probabilidad de 0.001.

Los caracteres asociados a DQCG mostraron las correlaciones (pr) mas elevadas y
oscilaron entre 0,44 y 0,80, siendo la correlacién linea-hibrido para el rendimiento de etanol
a partir de grano de pr = 0,74. La correlacién linea —hibrido para los caracteres asociados
a las DFCG fueron menores a las mencionadas previamente y estuvieron entre 0,43y 0,53,
todas resultaron estadisticamente significativas (p — valor < 0,05) a excepcion densidad
de grano. Con respecto a PTA, se observd que la correlacion linea - hibrido fue
estadisticamente significativa (p — valor < 0,01) solo para los caracteres asociados al
proceso de gelatinizaciéon. Para los caracteres asociados a DQCB la correlaciéon linea-
hibrido resulté estadisticamente significativa (p — valor < 0,01) para todos los caracteres
evaluados, presentando el rendimiento de etanol a partir de biomasa una correlacion de
0,67 (Tabla 2.4).
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Discusion

Uno de los objetivos abordades en esta Tesis fuel describir las caracteristicas funcionales
del almidén por sus propiedades térmicas y relacionarlas con el rendimiento de etanol a
partir de grano y la concentracion de almidén en hibridos maiz del programa de
mejoramiento de INTA — EEA Pergamino, debido a que se ha reportado que rasgos de las
PTA estan asociados a la concentracion de amilosa y amilopectina en el granulo de almidon.
Sievert y Wursch (1993) hallaron que a medida que disminuia la concentracion de amilosa
disminuia la entalpia de gelatinizacion, por su parte Krueger et al (1987) observaron que
cuanto mayor era el contenido de amilopectina del almidén mas estrecho resultaba el rango
de temperatura de la gelatinizacion y Knutson et al. (1982) determinaron que la temperatura
de inicio, el rango y entalpia de gelatinizacion aumentaba a medida que los granulos eran
mas pequefios. En este estudio observamos que una mayor concentracion de almidon se
asocio a una menor temperatura de inicio de gelatinizacién (T,.) y/o temperatura de pico
de gelatinizacion (Tp;) y viceversa. Sin embargo, la correlacion fenotipica hallada entre la
concentracion de almidén y esas propiedades térmicas solo resultd estadisticamente
significativa para Ty; (b = 0,21; p — valor = 0,06). A su vez, se observaron correlaciones
fenotipicas y genotipicas de los caracteres que determinan las PTA con los caracteres
asociados a las determinaciones de calidad fisica de los granos (Figuras 2.2 y 2.3). Estos
resultados coinciden con los de Seetharaman et al., (2001) en el caso de lineas endocriadas
de maices argentinos, donde los granos de tipo harinoso presentaron menores
temperaturas de inicio de gelatinizacién, rango y entalpia de retrogradacion que los granos
de tipo duro, concluyendo que las propiedades térmicas del almidén estaban asociadas a
la textura del endospermo y al tamafio del granulo de almidén. Resultados similares fueron
reportados por Eyhérabide et al., (2007a) para la temperatura de inicio y de pico de
gelatinizacién, y entalpia de gelatinizacién para los cuales hallé diferencias entre lineas
agrupandolas segun la textura de grano (tipo duro y harinoso). Estos patrones asociativos
fueron también confirmados en este trabajo al observarse una correlacion intermedia y de
signo negativo entre la temperatura de pico de gelatinizacion y el cambio en la entalpia de
gelatinizacién con el peso hectolitrico y la relacién de molienda, y una correlacion intermedia
en sentido positivo entre la temperatura de pico de gelatinizacion y el cambio en la entalpia

de gelatinizacion con el indice de flotacion.

Asimismo, se evalud el grado de asociacion lineal entre los caracteres a nivel fenotipico y

genotipico y se cuantificé las contribuciones de las causas genotipicas y ambientales a la
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correlacion fenotipica. Las correlaciones fenotipicas halladas en este capitulo (con un
enfoque clasico) fueron consistentes con las asociaciones entre los caracteres arribadas
mediante el enfoque bayesiano, ya discutido en el Capitulo I. Las correlaciones observadas
entre las concentraciones de almidon, proteina y aceite (Figura 2.2) fueron similares a las
halladas por otros autores en maiz (Song et al., 2004; Cook et al. 2012) y en su ancestro el
teosinte (Karm et al., 2017). La correlacion positiva entre la concentracién de proteina y
aceite fue extensamente estudiada en el experimento de seleccion a largo plazo de lllinois.
Al efectuar selecciébn por alta concentracibn de proteina, consecuentemente se
seleccionaba a la vez, por alta concentracion de aceite (Dudley et al., 1974; Dudley et al.,
2007). Por lo que existe un fuerte componente genético que contribuye a la correlacion
fenotipica para estas dos caracteristicas, coincidente con los resultados expuestos. Estas
asociaciones también fueron evidenciadas a nivel molecular, identificandose QTLs para
concentraciones de proteina, aceite y almidon, con efectos consistentes con el signo de su
correlacion fenotipica, en posiciones idénticas o cercanas en el mismo grupode ligamiento
(Goldman et al., 1993; Goldman et al., 1994; Song et al., 2004; Zhang et al., 2008; Zhang
et al, 2015). Entre los resultados obtenidos por Zhang et al., (2008) se pueden destacar los
QTLs hallados para estas caracteristicas con una distancia menor a 20cM (de acuerdo con
las normas propuestas por Groh et al., (1998) podrian ser considerados como un Unico
QTL). Ademas, de que reportaron QTLs préximos en el cromosoma 1 para las
concentraciones de almidon, proteina y aceite; en el cromosoma 4 para la concentracion
de aceite y almidén; y en los cromosomas 7'y 8 para la concentracion de almidén y proteina.
Investigaciones recientes (Zhang et al., 2016; Li y Song, 2020) informaron que ciertos
factores de transcripcién intervienen tanto en la biosintesis de almidén como de proteinas

coordinados temporalmente durante el desarrollo del endospermo.

Las correlaciones fenotipicas y genéticas entre los acidos grasos fueron similares a las
halladas en la bibliografia (Poneleit y Bauman 1970; Pamin et al., 1986; Wassom et al.,
2008). Alrefai et al., (1995) identificaron marcadores moleculares asociados al incremento
o disminucion de la concentracién de acidos grasos, en concordancia con los resultados
obtenidos en este trabajo. Asimismo, Zheng et al., (2008) report6é un gen situado en un QTL
asociado a la concentracion de aceite y &cido oleico, que codifica para la enzima DGAT1-2
(acyl-CoA: aciltransferasa de diacilglicerol) involucrada en el paso final en la biosintesis de
aceite. Ademas, inform6 que una insercion de fenilalanina en esta enzima es responsable
del aumento del contenido de aceite y del &cido oleico. Por otra parte, en un estudio de

GWAS, Cook et al., (2012) informaron asociaciones entre el contenido de aceite y el
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contenido de almidén. Los resultados de estos trabajos ponen en evidencia de que la
asociacion hallada en este estudio con respecto a la concnetracién de &cido oleico y
linoleico con el rendimiento de etanol se debe a una relacion de ligamiento entre el perfil de
acidos grasos y la concentracion de almidon. En tal caso la correlacion entre el rendimiento
de etanol a partir de grano y los porcentajes relativos de acidos grasos en el aceite podria
estar influenciada o mediada por la correlacion de la concentracion de almidén con la de

aceite y el perfil de acidos grasos.

En relacion a las caracteristicas de calidad de biomasa, las correlaciones entre FDN, FDA
y LDA con celulosa y hemicelulosa se deben al método de estimacién de celuosa (FDA-
LDA) y hemicelulosa (FDN-FDA) por lo que no se abordaron en el texto. Las correlaciones
fenotipicas reportadas entre FDA y FDN con la digestibilidad fueron consistentes con las
halladas en otros trabajos (Hunt et al., 1992; Wolf et al., 1993). La correlacion entre la
digestibilidad y la concentracién de lignina encontrada en este trabajo fue reducida a pesar
de la estrecha relacion existente entre ellas. Sin embargo, se ha informado que materiales
con similar contenido de lignina presentaron distinta digestibilidad (Méchin et al., 2000) y
gue la correlacion entre la digestibilidad y el contenido de lignina puede variar segun el
fondo genético del germoplasma evaluado (Barriere et al., 2003). Posiblemente esto se
deba a la variabilidad en las proporciones de las diferentes subunidades que conforman a
la lignina que provocarian modificaciones en la organizacion fisicoquimica de la pared
celular y consecuentemente la mayor o menor facilidad para la degradacién (Truntzler et
al., 2010). También debe tenerse en cuenta que las correlaciones pueden variar segun la
poblaciéon especifica en estudio, ya que depende de la varianza presente. Para los
caracteres asociados a las determinaciones quimica de calidad de biomasa también se
reportaron QTLs préximos (Méchin et al., 2001; Krakowsky y Coors 2005; Truntzler et al.,
2010; Li et al., 2017) coincidiendo con las altas correlaciones genéticas halladas. Li et al
(2017) reportaron una regidén gendémica donde hallaron QTLs proximos para FDA, LDA,
FDN y digestibilidad de FDN en el cromosoma 9 y para FDA, LDA y FDN en el cromosoma
8.

Estas regiones proximas o comunes mencionadas que controlan el metabolismo del aceite,
almidoén, proteina y componentes bioquimicos de la pared celular, ponen en manifiesto la
existencia del desequilibrio de ligamiento entre ciertos genes involucrados en la biosintesis

y regulacion de la composicion quimica del grano y de la biomasa.
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A su vez, se encontrd casos particulares en donde la correlacion fenotipica resulté nula 'y
se evidencia correlacién genotipica estadisticamente significativa. Esto ocurre como
consecuencia de que la correlacion fenotipica es la suma de dos componentes: genotipico
y ambiental. La correlacion fenotipica puede ser nula si ambos componentes presentan
algun término (heredabilidad, ambientabilidad, correlacién ambiental o genotipica) igual a
cero 6 siambos componentes tienen el mismo valor con signo opuesto (Falconer y Mackay,
1996).

Las correlaciones significativas entre lineas e hibridos para los caracteres asociados a
DQCG y DQCB son semejantes a las reportadas por otros autores como Sharma y Carena
(2016) y Argillier et al (2000). Estos resultados sugieren que la utilizacion de la informacion
per se de las lineas sera eficiente para obtener hibridos con alto rendimiento de etanol a
partir de grano y de biomasa. Sin embargo, esta informacion no es suficiente y se requiere
la evaluacién de modelos para predecir el comportamiento promedio de la progenie a partir

de los valores fenotipicos promedio de los parentales.
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Conclusion

En este apartado se describieron las caracteristicas funcionales del almidén por sus
propiedades térmicas. Se observd que, si bien no se hallaron correlaciones entre el
rendimiento de etanol a partir de grano con todas las variables estudiadas de las PTA, se
identificaron correlaciones de magnitud intermedia (pr = |0,26-0,50]) con temperatura de
inicio de retrogradacion, entalpia de retrogradacion, entalpia de gelatinizacion, indice de
altura del pico de gelatinizacion y rango de gelatinizacién. El conocimiento de estos
parametros es fundamental para obtener genotipos a través del mejoramiento genético que
puedan ser mas eficientes en el proceso industrial de produccién de bioetanol de primera

generacion.

La mayoria de los caracteres de calidad estudiados presentaron correlacion linea-hibrido
estadisticamente significativa, por lo que es de esperar que haya una preponderancia del

control del caracter de tipo aditivo, cruciales para lograr respuesta a la seleccion.

Con los resultados expuestos se observé que en la produccion de bioetanol los genotipos
gue mostraron mayor rendimiento de etanol (a partir de grano o de biomasa) no presentaron
los rendimientos de materia prima (grano o biomasa vegetativa respectivamente) mas altos.
La correlaciobn no fue estadisticamente significativa entre rendimiento de grano y
rendimiento de etanol a partir de grano, pero si lo fue y de signo negativo entre el
rendimiento de etanol a partir de biomasa y el rendimiento de biomasa. Al evaluar la
produccion de etanol por hectarea en ambos casos se observd que el rendimiento de
materia seca predominaba sobre la calidad, por lo que se hace mas complejo compatibilizar
la seleccion para ambos caracteres ya que si se emplea una combinacion lineal entre estos
caracteres se estaria seleccionando por rendimiento de materia seca (RG — RB). Para
afrontar esta situacion y lograr un equilibrio rendimiento-calidad, en base a los resultados
obtenidos se propone generar un indice de seleccidon para produccién de etanol a partir de
grano como caracter objetivo, lo cual resultara una estrategia superior a la seleccion directa.
El indice deberd estar conformado por rendimiento de etanol y/o en su defecto la
concentracion de almidén o proteina (atributo asociado a las DQCG), relacién de molienda
o indice de flotacion (atributo asociado a DFCG) y el menor peso otorgéarselo al rendimiento
de grano (atributo asociado a las CAYP). Para maximizar la produccién de etanol a partir
de biomasa sin detrimento de la calidad, los esfuerzos deberian enfocarse en incrementar

la variabilidad genotipica de los caracteres asociados a DQCB y obtener informacion del
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rendimiento de bioetanol a partir de biomasa de manera independiente de los valores
fenotipicos obtenidos de celulosa, hemicelulosa y LDA. Ante los resultados obtenidos y las
limitaciones expuestas, gueda solo mencionar la importancia de obtener genotipos con altos
valores fenotipicos de celulosa y hemicelulosa y bajos valores fenotipicos de lignina. La
seleccién directa de rendimiento de bioetanol no es aconsejable debido a la correlaciéon
negativa entre calidad de biomasa y su rendimiento de materia seca por lo que también

efectuar un indice de seleccion es la estrategia con mayor factibilidad.

Otro punto interesante que resulta de esta Tesis es la ausencia de correlacién entre
caracteres de calidad de quimica de grano y caracteres de calidad quimica de biomasa.
Esta ausencia de correlacién nos permitiria desarrollar un programa de mejoramiento

genético de hiibridos doble propésito, ya que la respuesta de selccidn indirecta sera nula.

Por lo expuesto, es factible compatibilizar la obtenciéon de genotipos con alto rendimiento
de etanol de primera y segunda generacién con rendimientos competitivos de su biomasa
respectiva (grano y fraccion vegetativa) empleando estrategias de seleccion especificas en
cada caso, teniendo como eje central la matriz de correlacion genética y la heradabilidad

de los caracteres.
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CAPITULO I

ESTIMACION DE PARAMETROS GENETICOS DE CARACTERES
ASOCIADOS A LA PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE MAIZ
EN CINCO AMBIENTES DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES
MEDIANTE UN DISENO DIALELICO
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Introduccién

Para definir una estrategia de mejoramiento con mayor probabilidad de éxito, es crucial la
correcta seleccién de los parentales por conocimiento previo u obtenible aplicando un
adecuado disefio genético. Estos proporcionan diferente informacién de acuerdo a sus
caracteristicas, pero en términos generales contribuyen a conocer el control genético del
caracter bajo estudio, a la eleccion de parentales para generar poblaciones de cria a ser
seleccionadas, a desarrollar variedades potenciales y proporcionar estimaciones de

ganancia genética (Acquaah, 2009).

Los disefios dialélicos permiten la estimacion de los efectos genéticos que controlan al
caracter en una poblacién de referencia mediante la eleccion de un conjunto de lineas
progenitoras y la evaluacion de sus cruzamientos. Estos disefios emplean los conceptos de
habilidad o aptitud combinatoria general y especifica definidos por Sprague yTatum (1942).
El concepto de aptitud combinatoria general (ACG) fue empleado para designar al
rendimiento medio de una linea en combinaciones hibridas con un grupo determinado de
parentales y el concepto de aptitud combinatoria especifica (ACE) lo destinaron para
explicar que ciertas combinaciones pueden presentar menor o mayor rendimiento promedio
de lo que se esperaria sobre la base del rendimiento medio de las lineas involucradas,
siendo estas definiciones extensivas a otros caracteres cuantitativos. Ademas, sentaron las
bases para que estas diferencias relativas puedan interpretarse en términos de los distintos
tipos de accion génica, estableciendo que un efecto de ACG alto de una linea indicaria que
esa linea en particular tiene, en comparacion con las otras lineas estudiadas, alta habilidad
en combinar con las demés. Entonces gran parte de los efectos de sus genes serian en su
mayor medida aditivos para ese caracter. En cambio, efectos altos de ACE indicarian que
algunas combinaciones fueron relativamente superiores a lo esperado con respecto a las
demas combinaciones estudiadas, por lo que esta superioridad depende en gran medida

de los efectos genéticos no aditivos (Hallauer et al., 2010; Sprague y Tatum, 1942).

En 1956, Griffing propuso cuatro métodos basicos de posibles cruzas dialélicas cuando
estas se disponen en un disefio de bloques completamente aleatorizado, las cuales varian
dependiendo de la inclusion de los progenitores y de los cruzamientos reciprocos para

estimar efectos reciprocos y maternos (Martinez Garza, 1983).
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El modelo lineal general (Griffing, 1956-a y b) es:
Yijz u+gi+gj+ Sij +rij+ eij
1<i,j<p k=12 .r

Donde Y;; es el valor fenotipico observado de la cruza con los progenitores iy j, pes el
efecto comun a todas las observaciones; g; y g; son los efectos de la aptitud combinatoria
general de los progenitores i y j respectivamente; s;; es el efecto de la aptitud combinatoria
especifica de la cruza (i, j); r;; es el efecto reciproco de la cruza (i,j); y e;; es el error

experimental aleatorio correspondiente a la observacion ijk.

El modelo lineal del disefio dialélico se extendié teniendo en cuenta los efectos ambientales
cuando las cruzas eran probadas en diferentes ambientes. Las sumas de cuadrados fueron
desarrolladas por Singh (1973) y plante6 el modelo general a través de ambientes para el
método | de Griffing que contempla a las lineas parentales, y los cruzamientos F1 y sus
reciprocos. La consideracion de multiples ambientes resulta importante debido a que la
presencia de la interaccién genotipo por ambiente disminuye la heredabilidad del caracter

y hace mas complejo el proceso de seleccion.

Ademads, cuando existe interaccién genotipo por ambiente, el comportamiento de al menos
uno de los genotipos respecto al resto de los genotipos evaluados es diferente en cada
ambiente (Falconer y Mackay, 1996). Existen varias herramientas estadisticas para abordar
esta problematica y poder visualizar los datos provenientes de experimentos efectuados en
multiples ambientes. Estas se basan en el andlisis de componentes principales que se

representan mediante graficos biplots (Gabriel, 1971).

La eleccion de genotipos progenitores y la estrategia de mejoramiento es critica en un
programa de mejora. Por tal motivo en este capitulo, se aborda el estudio del tipo de accion
génica que controla el rendimiento de bioetanol de primera y segunda generacion a partir

de maiz y caracteres de calidad y agronémicos relacionados.
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Materiales y métodos

El material genético consistié en cinco lineas endocriadas de maiz desarrolladas por la EEA
INTA Pergamino, y sus diez cruzamientos simples F1 posibles en un solo sentido. Estos 10
hibridos en el presente capitulo son mencionados como Hj, haciendo referencia a la cruza
formada por las lineas progenitoras Li y Lj (Tabla 2 y Tabla 3 - Materiales y métodos

generales).

El comportamiento fenotipico de las lineas parentales a través de los ambientes se evalu6
mediante un analisis de varianza asumiendo un modelo de efectos fijos [1] con el software
META-R version 6.0 (Alvarado et al., 2016).

Yk = u+ a; + 6 + &y + adij+ &k [1],

donde Y;;, es la respuesta del genotipo i para el ambiente j en la repeticion k; p es la media
general; a; es el efecto aleatorio del genotipo i con i = 1,2,3,4,5; &; es el efecto fijo del
ambiente j con j = 5; B(8)y; es el efecto fijo de bloque k con k = 1,2 dentro del ambiente
Jj; ad;; es el efecto fijo de la interaccion del genotipo i con el ambiente j; y ¢; es el término

de error aleatorio asociado a la observacion Y; j.

Las medias ajustadas de las lineas y sus errores estandar fueron graficadas con la
biblioteca ggplot2 (Wickham H., 2016) en R version 3.5.1 (R Core Team, 2018).

Los efectos genéticos determinantes de los caracteres en estudio fueron estimados
mediante el disefio dialélico de Griffing métodos Il y IV a través de cinco ambientes del norte
de la provincia de Buenos Aires con el software AGD-R (2018) Versién 5.0 (Rodriguez et
al., 2018).

En este estudio la aplicacion del método Il contemplé la evaluacion de las cinco lineas
empleadas como parentales y sus diez cruzamientos Fi y permitié estimar los efectos
genéticos de los caracteres asociados a las DQCG, DFCG y DQCB. En cambio, para los
caracteres asociados a CAYP se emple6 el método IV debido a que sélo se tenia la

informaciéon de los cruzamientos F.

En todos los casos se aplico el modelo | de efectos fijos mediante minimos cuadrados y se

obtuvieron los BLUE (el mejor estimador lineal insesgado del inglés Best Linear Unbiased
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Estimator) y los modelos lineales empleados por ambiente [2] y a través de ambientes [3]

fueron:
Yim =w+gi +9; + s+ Bn+eje (2]
Yijkn = W+ ax+ P+ g1 + g5 + sij+ (@) + () ji + (sa)ijk + €ijkn (3],

donde p es el efecto de la media general; ay es el efecto de la k — ésima localidad; S, €s
el efecto de la n — ésima repeticion dentro de la k — ésima localidad; g; y g; son los efectos
de ACG del i-ésimo y j — ésimo progenitor respetivamente; s;; es el efecto de ACE entre
los i — ésimo y j — ésimo progenitor; (ga);, y (ga) jx son los efectos de ACG del i — ésimo
y j — ésimo progenitor en la k — ésima localidad respectivamente; (sa);j es el efecto de
ACE entre los i — ésimo y j — ésimo progenitor en la k — ésima localidad; y e;j, Y €;jx, SON

el error experimental de las ecuaciones [2] y [3] respectivamente.

El supuesto de normalidad de los residuos fue corroborado de forma grafica a través de qq-
plots (grafico de residuos vs. valores predichos) mediante la funcion qqPlots de la biblioteca
DescTools (Andri et mult. al. S., 2021), y la homogeneidad de varianza fue corroborada
mediante el test de Levene con la funcién Levene.Tes de la biblioteca car (Fox et al., 2011),
en R version 3.5.1 (R Core Team, 2018). En todos los casos los niveles de significancias

corresponden a (*) p — valor < 0.5, (**) p — valor<0.01 y (***) p — valor < 0.001.

Con el fin de hacer un analisis descriptivo de los efectos de ACG y ACE de las lineas e
hibridos obtenidos en cada ambiente [2] se efectuaron andlisis de componentes principales
(ACP) sobre los efectos de ACG y ACE para los siguientes dos grupos de caracteres: 1)
DQCG y DFCG y Il) DQCB.

Con las coordenadas obtenidas en cada ACP se efectué un segundo analisis de
componentes principales empleando los ambientes como nuevas vectores columnas para
representar los efectos conjuntos de ACG y ACE para cada combinacién de genotipo y
ambiente. Estos analisis se realizaron mediante la biblioteca FactoMineR (Le et al., 2008)
de R version 3.5.1 (R Core Team, 2018).

Se comparé el comportamiento promedio de los hibridos Fi respecto al comportamiento
promedio de sus parentales para todos los grupos de caracteres (con excepcion de las

caracteristicas agronémicas y productivas) mediante el disefio de regresion padre medio-
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progenie y con R version 3.5.1 (R Core Team, 2018) con el programa STAD-R Versién 3.0
(Pacheco et al., 2016) siguiendo el modelo [4]:

Yij = Bo + B1Xisj + & [4],
2

siendo Y;; el comportamiento del hibrido formado por los parentales iy j, S, el intercepto de

la regresion, B; la pendiente, interpretada como la heredabilidad del caracter, Xi+; el
2

comportamiento promedio de los parentales i -j, y ¢;; el error experimental asociado a la

observacion Y;;.

La presencia de heterosis respecto del padre medio y del mejor padre (heterobeltiosis) se
determiné a partir de los BLUPs obtenidos separadamente para lineas e hibridos en los
analisis de varianzas combinados a través de ambientes [5] empleando modelos lineales
mixtos y el método de maxima verosimilitud restringida (REML) del programa META-R
version 6.0 (Alvarado et al., 2016). Los efectos de genotipos fueron considerados aleatorios

y los de repeticiones y ambientes como fijos.
El modelo ajustado fue:
Yijk= [l+ ai+5j+ﬂ(6)kj+ a(?ij+sijk [5],

donde Y;; es larespuesta del genotipo i para el ambiente j en la repeticion k; 4 es la media

general; a; es el efecto aleatorio del genotipo i con i = 1,...,25 para hibridos y i = 1,...,5 para

lineas; §; es el efecto fijo de del ambiente jcon j=1,...5; £(8); es el efecto fijo de bloque
k con k = 1,2 dentro del ambiente j; ad;; es el efecto aleatorio de la interaccion del genotipo

i con el ambiente j; y €;;, es el término de error aleatorio asociado a la observacion Y.

El nivel de heterosis se calculdé respecto al promedio de los padres [6] y a partir del
progenitor superior [7] mediante el programa AGD-R (2015) Version 2.0 (Pacheco et al.,
2016).

Li+L;
Hy [ .
H= %}2] x 100 [6] Hy = 222 x 100 7],
kv b
2

Donde, @ es el promedio de los progenitores L; y L; del hibrido H;; y L, es el progenitor

de mayor valor fenotipico promedio para el caracter evaluado.
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Resultados

Los resultados se dividieron en cuatro secciones: Evaluacion fenotipica de las lineas
parentales, Identificacion de los cruzamientos con mayor productividad de bioetanol por
hectarea, Comportamiento relativo del promedio de lineas parentales y sus hibridos F1
mediante andlisis de regresion padre-progenie y estimacion de niveles de heterdsis y
Andlisis dialélicos

1. Evaluacion fenotipica de las lineas parentales

Los andlisis de varianza combinados a través de ambientes de las lineas parentales
(siguiendo el modelo [1]) permitié constatar que las mismas difieren entre si (p — valor <<
0,001) para todas las caracteristicas evaluadas, con excepcion de digestibilidad in vitro de
fibra detergente neutro (p — valor > 0,05). Se observé interaccién genotipo por ambiente
(p — valor < 0,05) para relacion de molienda, indice de flotacion, fibra detergente neutro,
fibra detergente acido, celulosa y hemicelulosa y rendimiento de etanol a partir de biomasa
(Tabla 3.1).

El comportamiento de las lineas a través de los ambientes se puede visualizar en los
gréaficos de perfiles de las medias ajustadas obtenidas en el analisis de varianza (+ un error

estandar), Figura 3.1y 3.2.

En la Figura 3.1 se observa que la linea L3 (LP29) presentd las mayores concentraciones
de almiddén y amilosa, seguida por las lineas L; (LP2542) y L, (LP661) respectivamente. Las
lineas con menor concentracién proteica fueron Lz (LP29) y Li (LP2542). Las lineas L:
(LP661), L4 (LP923) y Ls (LP214) mostraron menor concentraciéon de almidén y mayor
concentracién de proteinas (Figura 3.1.a — C) y se caracterizaron, en general, por sus altos
valores de peso hectolitrico, relacion de molienda y densidad de grano y bajos indices de
flotacién. Contrariamente, la linea L, present6 en todos los ambientes los menores pesos
hectolitricos, relaciones de molienda y densidades de grano, pero los mayores valores de
indices de flotacion (Figura 3.1 d-e-f). En relacion al rendimiento de etanol de grano, en el
analisis de varianza, no se detectd interaccion genotipo por ambiente y revelaron que las
lineas L1 (LP2542) y Ls (LP29) produjeron los mayores rendimientos de etanol a partir de

grano (Figura 3.1 h).

En la Figura 3.2 se observé que las lineas L: (LP2542), Ls (LP29) y Ls (LP214) se

caracterizaron por presentar las mayores concentraciones FDN, FDA y menores
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concentraciones de LDA, comportamiento opuesto al de las lineas L, (LP661) y L4 (LP923)
(mayor LDA y menor FDN y FDA (Figura 3.2 a - ¢)). Los mayores rendimientos de etanol a
partir de biomasa fueron obtenidos por las lineas L; y Ls (Figura 3.2 h). Estas lineas
determinadas como promisorias para la obtencién de bioetanol de segunda generacion
también mostraron las mayores concentraciones de carbohidratos fermentables, celulosa y

hemicelulosa (Figura 3.2 d - e).

Tabla 3.2. Cuadrados medios (CM) del andlisis de varianza a través de ambientes (Amb)
y su significancia de cinco lineas endocriadas evaluadas en Colén (2015-16), Junin (2015-
16 y 2016-17) y Pergamino (2015-16 y 2016-17) para determinaciones quimicas y fisicas
de calidad de grano y determinaciones quimicas de calidad de biomasa.

Variable (Unidad) CM Lineas CM Lineas x Amb  Error
Concentracion de almidén (g.100.g%) 121,60™ 1.86™ 1.28
Concentracion de amilosaf (g.100.g%) 15,28™ 1.12m 0.81
Concentracion de proteina (g.100.g%) 19,99™ 0.27m 0.18
Concentracion de aceite (g.100.g%) 2,98™ 0.04"s 0.03
Acido palmitico (9.100.g%) 16,49 0.64" 0.33
Acido esteérico (g.100.g™%) 2,00™ 0.12" 0.06
Acido oleico (g.100.g™%) 311,38™ 16.70M 15.86
Acido linoleico (g.100.g%) 454,06 22.87" 19.29
Acido linolénico (g.100.g%) 0,85™ 0.03" 0.04
Peso hectolitrico (kg.hL™t) 27,27 1.17m 0.88
Relacion de molienda (g.g2) 14,52 0.78" 0.30
indice de flotacion (%) 3410,49™ 184.84" 56.77
Densidad de grano (g.ml?) 0,01™ 0.00"s 0.00
Fibra Detergente Neutro (g.100.g%) 83,00™ 8.16™ 211
Fibra Detergente Acido (g.100.g™%) 50,20™ 3.75™ 1.17
Lignina Detergente Acido (g.100.g™%) 0,78™ 0.18" 0.11
Hemicelulosa (g.100.g%) 7,53™ 2.23™ 0.56
Celulosa (g.100.g%) 47,64™ 3.66" 1.13
Digestibilidad in vitro de la fibra (%) 35,05™ 3.95" 2.24
Digestibilidad de FDN (%?) 8,03" 4.46" 4.02
Rendimiento de etanol —grano —NIRS (IMg™) 1947,75™ 84.54"s 118.57
Rendimiento de etanol — biomasa (IMg?) 4052.00™ 426.77™ 107.21

"s No significativa; “Significativa;a un nivel de probabilidad de 0,05; ™ Significancia a un nivel de probabilidad
de 0,01; ™ Significancia a un nivel de probabilidad de 0.001. T no se evalu6 en Colén 2015-16.
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Figura 3.1. Medias ajustadas de cinco lineas endocriadas para las determinaciones quimicas y fisicas de calidad de granos en los
siguientes ambientes de evaluacion: 1) Colon 2015-16; 2) Junin 2015-16; 3) Pergamino 2015-16; 4) Junin 2016-17; 5) Pergamino

2016-17.
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Figura 3.1. Continuacion.

e) Relacion de molienda (RM)
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f) indice de flotacion (IF)
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Figura 3.1 (Continuacion)
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Figura 3.1 (Continuacion)

m) Acido linoleico (ALI)
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Figura 3.2. Medias ajustadas de cinco lineas endocriadas para las determinaciones quimicas de calidad de biomasa en los
siguientes ambientes de evaluacion: 1) Colon 2015-16; 2) Junin 2015-16; 3) Pergamino 2015-16; 4) Junin 2016-17; 5) Pergamino
2016-17
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Figura 3.2. Medias ajustadas de cinco lineas endocriadas para las determinaciones quimicas de calidad de biomasa en los
siguientes ambientes de evaluacion: 1) Col6n 2015-16; 2) Junin 2015-16; 3) Pergamino 2015-16; 4) Junin 2016-17; 5) Pergamino
2016-17
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2. ldentificacién de los cruzamientos con mayor productividad de bioetanol por hectérea.

Se identificaron los hibridos que presentaron a través de ambientes mayores valores
fenotipicos para el rendimiento de grano y de etanol a partir de grano y de rendimiento de
biomasa vegetativa y de etanol a partir de biomasa (Figura 3.3).

Los hibridos Hax1, Haxz, Hsx2 Y Hsxa presentaron rendimientos de grano superiores a la media
general. En cuanto al rendimiento de etanol de grano los hibridos que sobrepasaron a la

media general fueron Haxi, Haxi; Haxi, Haxa, Hsxa Y Hsxa.

Con respecto a la produccién o rendimiento de biomasa, los genotipos Haxi, Haxe, Haxi, Haxz
y Haxs mostraron comportamientos superiores a la media general. Pese a ello, ninguno de
esos hibridos integré el grupo de los que exhibieron rendimientos de etanol a partir de

biomasa superiores al promedio (Hsx1, Hsx2, Hsxs ¥ Hsxa).
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Figura 3.3. Evaluacién de la productividad por hectarea estimada a partir del andlisis de
varianza a través de ambientes.

a) Rendimiento de materia prima

Factor

o
1

Rendimiento (M g/ha)

La
1

H2x1 H3X1 H3xZ2 H4X1 H4x2 Hdx3d HSX1  Hox2 HEx3  Hoxd
Cruzas

b) Rendimiento de etanol

Factor

. Biomasa
. Grano

Hoxl  H3X1  H3x2  H4X1  H4x2  Hdxd  HEXY  HB5x2  H5x3  HExd
Cruzas

Las lineas rectas punteadas indican la media general para cada variable
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3. Comportamiento relativo del promedio de lineas parentales y sus hibridos F1 mediante
andlisis de regresion padre progenie y estimacion de niveles heterosis

3.1. Caracteres asociados a las determinaciones quimicas de calidad de grano
(DQCG) y determinaciones fisicas de calidad de grano (DFCG).

e Regresion padre-progenie

Los caracteres concentracion de almidén y de amilosa, rendimiento de etanol a partir de
grano, indice de flotacion y relacién de molienda se ajustaron al modelo lineal de regresion
[4] y cumplieron los supuestos de distribucion normal y de homogeneidad de varianza de
los residuales. Los modelos explicaron el 56,7 %, 19,0 %, 47,8 %, 28,0 % y 36% de la
varianza total, respectivamente (r?). Las rectas de regresion y la ecuacion del ajuste para
la concentracion de almidon y rendimiento de etanol a partir de grano se presentan en la
Figura 3.4. En ambos casos alrededor del 50 % de la variabilidad de los valores fenotipicos
de la progenie pudo ser explicada por el valor fenotipico promedio de los parentales, por lo
gue existe una alta proporcién de efectos aditivos. Esto se ve reflejado en el coeficiente de
la recta de regresion que se interpreta como la heredabilidad del caracter. La concentracién
de proteina y de aceite presentaron pendientes mayores a uno debido a que los padres
presentaron valores fenotipicos mayores que la progenie y en consecuencia no fueron

tenidos en cuenta para abordarlos con esta metodologia.

Figura 3.4. Estimacion del comportamiento medio de los hibridos a través del
comportamiento promedio de sus lineas progenitoras para la concentracion de almidon
(9.100 g!) a laizquierda y el rendimiento de etanol a partir de grano (I.Mg'l) a la derecha.
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En la gréfica se muestra la ecuacion de regresion y la varianza explicada (r?), en azul la recta de regresion y
en gris el intervalo de confianza al 95%.
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e Heterosis a partir del promedio de las lineas parentales (Heterosis — H)

Para las concentraciones de almidén, proteina y aceite, rendimiento de etanol a partir de
grano, peso hectolitrico, relacion de molienda y densidad de grano, la H resultd
estadisticamente significativa (p — valor < 0,1) en al menos uno de los cruzamientos

evaluados (Tabla 3.3).

La concentracion de almidon presentdé valores de H significativos para todos los
cruzamientos que oscilan entre 3,3 y 6,2 %. El mayor porcentaje de H para este caracter lo
presento el cruzamiento Hsx, (LP214 x LP661). Sin embargo, éste mostro baja concentracion
de almidén promedio (67,2 g.100g?). Los cruzamientos con mayor concentracion de
almidén promedio (71 g.100g™?), entre ellos Hax (LP29 x LP2542) y Haxs (LP923 x LP29),
presentaron aproximadamente una H del 4%. Para la concentracion de proteina los
porcentajes de H fueron de signo negativo, por lo que los hibridos mostraron detrimento en
este caracter con respecto al promedio de los parentales y el rango de H estuvo
comprendido entre -14,9 y -22,5 %. Los hibridos con concentracién de proteina elevada
(mayor a 10 g.100g?) mostraron niveles de H entre el -14,9 y -19,1 %, a diferencia de los
hibridos con concentracion de proteina baja (menor a 9 g.100g') que mostraron niveles de
H superiores a -20%. La concentracion de aceite present6 un nivel de H promedio del 16%
en todos los hibridos, sin tener en cuenta los cruzamientos Hayx, (LP29 x LP661) y Hax
(LP661 x LP2542) que presentaron valores extremos, 26,3 y 8,3 % respectivamente. Los
rangos de H para rendimiento de etanol a partir de grano fueron menores al 5%. El mayor
nivel de heterosis para rendimiento de etanol a partir de grano lo present6 el cruzamiento
Hsx1 (LP214 x LP2542 - 4,9 %) con un rendimiento de etanol a partir de grano de 473,4 |.Mg"
1, El cruzamiento Hsxi (LP29 x LP2542) present6 el rendimiento de etanol a partir de grano
mas alto (481,7 1.Mg™) con un nivel de H de 3,3%:

La H para peso hectolitrico sélo fue estadisticamente significativa (p — valor < 0,1) en el
cruzamiento Hsyxs (LP214 x LP29) y fue de -2%. Este hibrido presenté un peso hectolitrico
de 76,1 kg.hlt. Con respecto a relaciéon de molienda, los niveles de H hallados estuvieron
comprendidos entre el -15 y -31%. El mayor nivel de H, para este caracter, lo present6 el
cruzamiento con mayor rendimiento de etanol a partir de grano (Haxi, LP29 x LP2542) y la
menor H lo presenté el cruzamiento con menor rendimiento de etanol a partir de grano (Haxz,

LP923 x LP661). Para densidad de grano solo se observl H en los cruzamientos Hasx, (LP29
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X LP661), Hsxs (LP214 x LP29), Hsy (LP214 x LP661) y Hax (LP923 x LP661) y los valores
estuvieron entre -1,8 y -2,4 %.

e Heterosis a partir del progenitor mayor (Hy)

La H, resultd estadisticamente significativa (p — valor < 0,1) en al menos uno de los

cruzamientos para todos los caracteres evaluados (Tabla 3.3).

La concentracién de amilosa mostré H,, s6lo en Hsys (LP214 x LP29) y fue del 6%. Para la
concentracion de almidén se observé H, (3,0 - 4,9 %) en cruzamientos que mostraron
valores menores a 70 ¢g.100.g con la excepcion del cruzamiento Hax: (LP923 x LP2542).
En general, para la concentracion de proteina, los niveles de H, fueron mayores a los
niveles de H en todos los cruzamientos para este caracter. El mayor porcentaje de H, (-
31,4%) estuvo dado por Hsx: que a su vez presentd una concentracion de proteina inferior
a 9,0 g.100.gY. Los menores porcentajes de H, estuvieron dados en los hibridos con
concentraciones de proteina mayores a 10 g.100.g%. El cruzamiento Hsy, (LP214 x LP661)
fue el Unico que presentd H, para el rendimiento de etanol a partir de grano, pero resultd
ser el cruzamiento con menor valor fenotipico promedio para este caracter. La
concentracion de aceite mostré6 H, para la mayoria de los hibridos, en un rango
comprendido entre 6,5 — 21,0 %. En cambio, los acidos grasos evaluados mostraron H,

sélo en algunos de los cruzamientos y de signo negativo (Tabla 3.3).

Dentro de las H, observadas en las DFCG, el peso hectolitrico fue del -2 % en los
cruzamientos Hsyi (LP214 x LP2542) y Hay1 (LP661 x LP2542) Para relacion de molienda se
observé H,, en todos los hibridos y sus valores fueron negativos (-41,4 a -18,6 %) y mayores
a la H. Para indice de flotacion los cruzamientos Hsx (LP29 x LP2542), Hsx (LP214 X
LP2542), Hax1 (LP923 x LP2542) y Hax (LP661 X LP2542) presentaron H, de 17 al 29 %.
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Tabla 3.3 Porcentaje (%) de heterosis a partir del promedio de los padres H (1°fila) y a
partir del progenitor superior H,, (2° fila) y el BLUP (3¢ fila) a través de ambientes de cada
uno de diez hibridos para caracteristicas asociadas a las determinaciones quimicas de
calidad de grano y determinaciones fisicas de calidad de los granos.

Hibridos / 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Caracteres Hax2 Haxa Haxa Hsxa Hsx2 Hsxa Hsxa Hax2 Hax1 Hax1
Concentracio - - - - - -

n de amilosa - - - -6,03 - - - - R .
(9.100g™) 2441 2363 2364 2336 2373 2303 2256 2353 2297 2363

Concentracio 3,34 3,51 4,20 4,66 6,19 5,84 5,18 4,38 5,47 5,80
n de almidén - - - - 4,90 - 3,04 3,51 3,56 3,02
(9.100g™) 6996 7191 71,11 70,03 67,22 6887 67,16 67,46 70,03 69,67

Concentraci6 26,33 14,08 16,25 16,68 16,91 17,75 15,93 1535 15,50 8,35
n de aceite 21,14 8,67 12,41 - 8,89 - 7,12 14,36 6,57 -0,82
(9.100g™) 5,38 4,43 491 5,38 5,61 521 5,52 5,08 4,65 4,41

Concentraci6 -1494 -21,28 -16,63 -21,94 -1835 -2251 -19,13 -1591 -18,23 -16,96
n de proteina -21,86 -24,32 -22,96 -28,37 -18,44 -31,39 -19,74 -16,46 -27,12 -26/41

(9.100g%) 10,13 8,21 9,86 9,31 10,60 8,92 10,43 10,83 9,33 9,54
Acido - - - - - - - - - -
palmitico - - -15,15 -15,07 -9,63 -10,37 - - -
(9.100g%) 9,82 9,47 10,38 10,02 10,66 10,57 12,31 11,53 11,38 9,95
Acido - - - - - - - - - -
esteérico - - - - -26,36 -18,89 - - - -
(g.100g™) 2,02 1,98 2,23 2,50 2,02 2,22 2,53 2,05 2,17 1,80
gﬂggg‘_’l')e'co - - - - - - - - 1853 -18,98
29,86 2325 29,76 2933 3474 2885 3507 3461 27,77 27,37
Acido - - - - - - - - - -
linoleico - - - - - -10,50 - - - -
(9.100g™) 5740 64,28 5661 5734 5162 5736 4894 5065 57,39 5989
Acido - - - - - - - - - -
linolénico - - -25,95 - - -26,30 -25,27 -21,20 - -23,63
(9.100g™) 0,88 1,15 1,02 0,84 0,89 1,03 1,03 1,09 1,30 1,07
. - 3,37 - 4,47 - 4,89 - - 3,69 4,47
Rendimiento ) ) ) ] 3.70 ) ) ) ) ]
gfaﬁ?mé-l) 469,1 4817 4729 4743 456,6 473,4 458,3 457,2 4741 4720
' 1 0 3 5 3 4 6 7 6 2
Peso - - - -2,06 - - - - - -
hectolitrico - - - - - -2,24 - - - -2,93
(kg.hI'™y 76,76 7489 76,54 76,15 76,75 76,14 76,45 76,15 76,01 75,22

Relacién de -2082 -3262 -22,05 -21,36 -21,65 -20,48 - -15,11 -20,03 -24,07
molienda (g.g0 -34,44 -38,45 -32,38 -28,56 -29,37 -33,39 -18,68 -19,68 -3572 -41,44
' 4,09 2,52 3,77 3,58 4,41 3,34 4,53 5,01 3,58 3,65

indice de

-26,72 -29,65 -28,60

> ¢ ; 17,44 - ; ; ; ;
flotacion (%) 62,22 7459 66,86 61,13 5922 66,20 62,41 63,09 6356 6450
Densidad de 217 - - D44 81 - - 214 - -
o iy 3T 344 - 319 2,07 -218 -2,03 -328 ; -3,28
123 121 124 123 125 124 124 123 123 1,23

Se omiten las heterosis y heterobeltiosis con un valor de probabilidad asociado menor a un a: 0,1 y se
resaltaron en negrita aquellos significativos a un a: 0,05
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3.2. Caracteres asociados a las determinaciones quimicas de calidad de biomasa

e Regresion padre progenie

El valor fenotipico de los hibridos de los caracteres asociados a DQCB no resulté en
general, ser suficientemente explicado por el comportamiento promedio de las lineas
parentales. Las rectas de regresion para FDN, FDA, celulosa, hemicelulosa y rendimiento
de etanol a partir de biomasa, explicaron 29,6 %; 13,0 %; 25,0 %; 51,8 % y 37,7 % de la
variabilidad total, respectivamente. Los valores observados para los demas caracteres de
calidad quimica de biomasa no cumplieron los supuestos de normalidad de los residuos y
homogeneidad de varianza, y la variabilidad explicada por el modelo de regresion fue menor

gue 10% vy, por lo que fueron desestimadas.

Las rectas de regresion para hemicelulosa y rendimiento de etanol a partir de biomasa
(Figura 3.5) indican que la proporcion de la varianza aditiva en relacién a la varianza

fenotipica en ambos casos fue mayor a 0,5.

Figura 3.5. Estimaciéon del comportamiento medio de los hibridos a través del
comportamiento promedio de sus lineas progenitoras para la concnetracion de
hemicelulosa (g.100 g?) a la izquierda y el rendimiento de etanol a partir de biomasa
(.Mg?) a la derecha.

425~

[ ]
13.54+0.63-x, r*=0.518 o

400- four, y=255.62+052-x, r*=0.377
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37.5-
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de los hibridos
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de los hibridos

35.0-

450 -

1 1 1 1 1 )
32.5 35.0 37.5 40.0 440 480 520 560

Comportamiento promedio Comportamiento promedio
de las lineas parentales de las lineas parentales

En la gréfica se muestra la ecuacion de regresion y la varianza explicada (r?), en azul la recta de regresion y
en gris el intervalo de confianza al 95%.
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e Heterosis a partir del promedio de las lineas parentales (H)

La H resultd estadisticamente significativa (p — valor < 0,1) en al menos uno de los
cruzamientos para FDN, FDA, celulosa, digestibilidad in vitro de FDN y rendimiento de
etanol a partir de biomasa (Tabla 3.4). Se hallaron niveles de H menores al 5% para FDN
en los cruzamientos Haxs (LP923 x LP29), Hsx (LP214 x LP923), Haxe (LP923 x LP661), Hax1
(LP923 x LP2542) y para rendimiento de etanol a partir de biomasa para los cruzamientos
Haxs (LP923 x LP29), Hsw (LP214 x LP923), Hax (LP923 x LP661) Los niveles de H se
situaron entre 5y 10% para FDA en todos los hibridos (excepto para el cruzamiento Hsxi) y
para celulosa en los cruzamientos Hax2 (LP29 x LP661), Hsxs (LP214 x LP29), Hsyz (LP214 X
LP661), Hax1 (LP923 x LP2542) y Haa (LP661 x LP2542) Las H mayores al 10%
correspondieron a los hibridos Haxs (LP923 x LP29), Hsyxa (LP214 x LP923) y Haxo (LP923 X
LP661) para celulosa y por Hsyx, (LP214 x LP661), Hax1 (LP923 x LP2542)y Hax (LP661 X
LP2542) para digestibilidad de FDN.

Los hibridos Hsx. (LP214 x LP661) y Hsa (LP214 x LP2542), no presentaron H

estadisticamente significativa (p — valor < 0,1) para ninguna de las DQCB.
e Heterobeltiosis, heterosis a partir del progenitor mayor (Hy)

La H, resultd estadisticamente significativa (p — valor < 0,1) en al menos uno de los
cruzamientos para FDA, celulosa, hemicelulosa, digestibilidad in vitro de la fibra y
digestibilidad de FDN (Tabla 3.4).

Para FDA, se observaron niveles de H,, comprendidos entre 1,2 y 5,9%. Los cruzamientos
con FDA mayor a 42 g.100g* mostraron los niveles de H, menores al 2%. Los niveles de
H,, para celulosa variaron entre 6,5y 11,9%, los cruzamientos con nivel de H, mayor al 10%
fueron Has, Hsxa Y Hae con medias ajustadas de 34,4; 353 y 34,0 ¢.100.g%,
respectivamente. Los niveles de H, para hemicelulosa y digestibilidad in vitro de la fibra
resultaron de signo negativo, -3,9 y -5,9 % respectivamente en los cruzamientos Hsy; (LP214
X LP2542), Hax (LP923 x LP2542) y Haa (LP661 x LP2542) para hemicelulosa y para
digestibilidad in vitro de la fibra en los cruzamientos Hsyxs (LP214 x LP923) y Hax (LP923 X
LP661). Los niveles de Hj, para digestibilidad de FDN fueron similares a los niveles de H'y

se hallaron en el mismo grupo de hibridos.
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Tabla 3.4. Porcentaje (%) de heterosis a partir del promedio de los padres (1° fila) y a partir
del progenitor superior (2° fila) y el BLUP (3° fila) a través de ambientes de cada uno de
diez hibridos evaluados en para caracteristicas asociadas a las determinaciones quimicas
de calidad de biomasa.

Hibrido 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Caracter Hax2 Hax1 Hax3 Hsxa Hsx2 Hsx1 Hsxa Haxz Hax1 Hox1
Fibra - - 4,45 - - - 4,16 4,79 3,14 -

detergente - - - - - - - - - -
neutro
(9.100g™%) 78,80 79,09 78,80 79,89 79,51 79,88 79,59 78,91 78,82 78,96
Fibra 6,22 4,82 9,86 5,03 4,85 - 8,79 9,74 8,16 4,75
detergente - - 5,51 1,99 1,29 - 1,58 5,93 2,31 2,56
acido
(9.100gh) 41,35 41,69 41,29 42,36 42,08 42,43 42,19 41,02 41,34 41,44
Lignina - - - - - - - - - -
detergente - - - - - - - - - -
acido
(9.100g™) 7,13 7,00 6,86 6,88 6,81 7,00 6,90 7,00 6,76 6,67
Celulosa 7,64 - 11,93 6,45 6,60 - 10,12 11,53 9,46 6,59
(9.100g%) 6,76 - 7,41 - - - - 7,87 - -
34,21 3468 3442 35,50 35,27 3544 3530 34,01 34,58 34,77
He(r;'lcoeo';'f)’sa - -3,91 - - - -3,91 - - 391 -391
3751 3751 3751 37,51 3751 3751 3751 37,51 37,561 37,51
Digestibilidad - - - - - - - - - -
in vitro de la - - - - - - -5,99 -5,97 - -
fibra
(9.100g™) 4318 43,44 4349 43,17 44,11 4328 4355 4356 44,66 44,61
Digestibilidad - - - - 13,13 - - - 11,25 11,26
in vitro de - - - - 11,81 - - - 10,99 11,12
FDN
(9.100g™) 31,07 31,57 31,29 32,05 3460 32,49 33,15 33,01 34,60 34,47
Rendimiento - - 4,87 4,25 5,18
de bioetanol - - - - - - - - - -
— biomasa
(.Mg%) 516,28 518,64 517,40 524,26 522,15 523,65 522,23 517,53 517,98 519,22

129



Capitulo III

4. Anélisis dialélico
4.1. Caracteres asociados a las determinaciones quimicas de calidad de grano y
determinaciones fisicas de calidad de grano

El andlisis de varianza por minimos cuadrados del disefio genético de Griffing (Tabla 3.5),
mostré que la interaccion genotipo por ambiente fue no significativa (p — valor > 0,05) para
la concentraciéon de almidén y amilosa, acidos palmitico, oleico, linoleico y linolénico,
densidad de grano y rendimiento de etanol a partir de grano. Se observé que, para la
concentracion de amilosa, acido oleico, linoleico y linolénico las diferencias entre los
genotipos fueron dadas por los efectos de ACG (p — valor < 0.001), a diferencia de los
caracteres concentracion de almidén, aceite y acido palmitico, densidad de grano y
rendimiento de etanol a partir de grano cuyas diferencias se deben a los efectos de ACG y
ACE (p —valor < 0,05). Siendo preponderante los efectos de ACG ya que el indice de

Baker presentd valores en un rango de 0,87 a 0,99.

El resto de los caracteres presentaron interaccién genotipo por ambiente estadisticamente
significativas (p — valor < 0,05). El componente significativo (p — valor < 0,05) de la
interaccion para la concentracion de proteina y aceite, relacién de molienda e indice de
flotacién, estuvo dado por los efectos de ACE, y para acido estearico estuvo dado por los
efectos de ACG. Sélo el peso hectolitrico mostré6 ambos efectos ACE x ambiente y
ACG x ambiente  significativos (p — valor < 0,05), mostrando cierto nivel de
preponderancia (IB = 0.69) de los efetos ACE x ambiente sobre ACG x ambiente. LOS
efectos estimados a través de ambientes de ACG y ACE para las lineas y los hibridos se

muestran en la Tabla 3.6.

Las lineas L; (LP2542) y L3 (LP29) resultaron promisorias como parentales de hibridos para
la obtencién de bioetanol de primera generacion. Estas lineas contribuyeron aumentando
las concentraciones de almidén, &cido linoleico y linolénico y disminuyendo las
concentraciones de proteina, aceite, acido oleico y esteérico. La excepcion a ello se dio con
Ls (LP29) cuyo ACG es negativo para la concentracion de acido linolénico. Ambas lineas, L;
(LP2542) y L3 (LP29) presentaron efectos de ACG elevados y positivos para el rendimiento
de etanol a partir de grano. En cuanto a la dureza del endospermo, L1 (LP2542) presentd
efectos de ACG que contribuyeron a granos con endospermo mas suave o de tipo harinoso,
aumentando por un lado el indice de flotacion y disminuyendo por el otro la relacion de

molienda, el peso hectolitrico y la densidad promedio. En la linea Lz (LP29) no se
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observaron efectos significativos en cuanto al indice de flotacion, pero si efectos que
contribuyen a disminuir la relaciéon de molienda y la densidad de grano y aumentar el peso
hectolitrico. En relaciébn a la concentraciébn de amilosa, solo Lz (LP29) y L, (LP661)
mostraron efectos positivos de ACG.

Con respecto a los hibridos F; (Tabla 3.6), los mayores efectos positivos de ACE para
concentracion de almidon se observaron en Hsx. (LP29 x LP661) y Hsxi (LP214 x LP2542)
y los mayores efectos negativos de ACE para concentracion de proteina en Hsxs (LP214 x
LP29) y Hsx1 (LP214 x LP2542). Para el rendimiento de etanol a partir de grano, todos los
cruzamientos presentaron efectos positivos de ACE, (los efectos negativos estuvieron
dados solo por el cruzamiento de la linea consigo misma o autocruzamiento como lo
establece el método Il de Griffing, (omitidos en la Tabla 3.6) y el mayor efecto estuvo dado
por Hsx (LP214 x LP2542) y Hoxa (LP661 x LP2542). Estos cruzamientos no presentaron
efectos significativos (p — valor > 0,1) de ACE para las determinaciones fisicas de calidad
de grano, excepto para peso hectolitrico (Hsxa > 0 y Haa < 0). Los hibridos Hsx (LP29 X
LP2542) y Hax (LP923 x LP661) presentaron efectos positivos de ACE para indice de
flotacion, a diferencia de Haa que fue negativo (p — valor < 0,1). En general todos los
cruzamientos presentaron efectos de ACE estadisticamente significativos (p — valor < 0,1)
para al menos una de las determinaciones de la calidad fisica del grano, que implican mayor
dureza del endospermo, con excepcion de Hax (LP923 x LP2542) y Hsxa (LP214 x LP2541).

Las contribuciones de los efectos de ACG de cada parental y del efecto de ACE del
cruzamiento para las DQCG se pueden visualizar en la Figura 3.6 y para las DFCG en la
Figura 3.7. Las barras representan los efectos de ACG de cada parental y ACE del
cruzamiento en funcién a la totalidad de los desvios que en conjunto con la media

conforman el valor fenotipico de cada hibrido.
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Tabla 3.5. Cuadrados medios del analisis de varianza a través de localidades para caracteristicas quimicas de calidad y
propiedades fisicas de los granos segun el disefio dialélico de Griffing (1956), método Il de efectos fijos para los caracteres
concentracion de amilosa (CAM), almidén (CAL), proteina (PRT) y aceite (CA), &cidos palmitico (AP), esteéarico (AE), oleico (AO),
linoleico (ALI) y linolénico, peso hectolitrico (PH), relacién de molienda (RM), indice de flotaciéon (IF), densidad de grano (DG) y
rendimiento de etanol a partir de grano (REGN).

FV GL CAM GL CAL PRT CA AP AE AO ALI ALN PH RM IF DG REGN
Unidad 9'190'9' - g.l(_)f)_:g'l Kg.hL* g.g* % g.mL? L.Mg?
Amb 3 161 4 26767 208 g19"  o0gg 111" 3697°  4455° 008" M gggr  ssa5 g0 LIS 140850™
Rep(Amb) 4 027" 5 069 008 004 007" 011 10,50 941"  009° 170° 185"  64341" 57E-04"  10445"
Gen. 14 695" 14 7824”2222 gaee 10127 e 1g510"  p7238" o039 12967 10227 a0 g5 5625; 1746,55™
ACG 4 R34 agggse BT g BSTT go5v eea79™ 939,02 1307 3383 26757 g550 5o 1635; 3657,43"
ACE 10 080° 10 36197 0897 o00v 074 oo 502" 572 002% 469 3617 402417  28E-03 982,19
Gen*Amb 42 1,12 56 169"  051° 004" 032" 007 10,06™  11,16™ 002" 167 064"  21332° 10E-03"  7544™
ACG*Amb 12 174" 16 248" 032" 004 028" 012" 1873  2330° 003® 182 052" 150,42 14E-03" 134,90
ACE*Amb 30 087" 40 137 059" 004" 034™ 004" 659" 630 002 161° 068"  23848° 88E-04™  51,66™
Error 56 071 70 151 026 002 028 004 973 995 002 102 036 11946 12603 5814
X 2334 6828 1045 48 1066 215 30,00 5615 105 7627 4,19 63,52 1,20 463,54
DE 1,26 3,07 172 059 111 041 525 600 024 167 129 20,77 40E-02 16,33
B 0,98 0,91 081 067 099 086 1 1 099, 069 094 0,95 0,90 0,88

FV: Fuente de variacién; Amb: Ambiente; Rep(Amb): Repeticién anidada dentro de los ambientesGen: Genotipo; ACG: Aptitud combinatoria general, ACE:
Aptitud combinatoria especifica; Gen*Amb: Interaccion del genotipo con el ambiente; ACG*Amb: interaccion de la ACG con el ambiente ACE*Amb: interaccion

de la ACE con el ambiente; X: media general; DE: desvio estandar, IB: indice de Baker; ™ No significativa; * Significancia a un nivel de probabilidad de 0,05; ™

Significancia a un nivel de probabilidad de 0,01; ™ Significancia a un nivel de probabilidad de 0,001. Se resaltan en negrita todos los cuadrados medios
estadisticamente significativo (p — valor < 0,05)
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Tabla 3.6 Efectos de ACG (aptitud combinatoria general) y ACE (Aptitud combinatoria especifica) de lineas e hibridos obtenidos
mediante un disefio genético dialélico de Griffing (1956), método Il de efectos fijos para los caracteres concentracion de amilosa
(CAM), almidén (CAL), proteina (PRT) y aceite (CA), acidos palmitico (AP), estearico (AE), oleico (AO), linoleico (ALI) y linolénico,
peso hectolitrico (PH), relacion de molienda (RM), indice de flotacién (IF), densidad de grano (DG) y rendimiento de etanol a partir
de grano (REGN).

ACG ACE.
Gen LP2542 LP661 LP29 LP923 LP214 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Var L1 Lo Ls Lg Ls EE Haxz Hasxa Haxs Hsxs Hsxz Hsx1 Hsxa Haxz Haxa Haxa EE
CAM -0,30 0,58 0,77 -0,45 -0,60 0,071 0,51 0,45 0,260

CAL 0,90 -1,06 2,35 -052 -1,66 0,093 | 0,60 0,11 0,19 0,22 0,28 0,35 0,26 0,20 0,24 -0,08 0,043
PRT -0,99 0,64 -0,52 0,49 037 0038 : -042 -084 -05% -103 -081 -097 -084 -068 -0,66 -0,58 0,140

CA 041 006 -0,10 B 045 0012 060 011 019 022 028 035 026 020 024 -008 0,043
AP 040 -0,14 -0,84 0,90 047 0040  _ 035 -029 -033 _ 0,33 B B 0,147
AE 013  -0,27 B 012 028 0,015 0,13 B B 0,10 -0,16  _ _ B B 0,055
AO | -411 213 -245 232 212 0236  _ B B B B _ _ B B 0,861
AL 448  -1,64 337 -346 -2,75 0238  _ B B B B _ _ B B 0871
ALN 016 -0,08 -0,08 014 -0,13 0,011  _ 008  _ B _ _ B B 0,040

REGN 7,13 -693 825 -244 -601 0576 426 3,77 38 899 507 9,13 _ B 6,34 851 2105
PH 1,18 0,35 0,28 B o076 _ 092 _  -09  _ 0,49 _ B 0,90 -054 0,279
RM = -080 069 -045 044 012 0046 -0,31 -051 -042 -029 -054  _ B B B -0,44 0,166

IF 11,42 -7,70 B B 4,02 0826 6,04 B B B B B 7,03 -1128 _ 3,017
DG  -0,02 001 -0,01 B 0,01 0,003 -0,02 -0,02 _ 0,02 001 000 0,010

Var: Variables; Gen: Genotipos; EE: Error estandar. Se omiten los efectos con un valor de probabilidad asociado menor a un a: 0,1
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Fgura 3.6. Diagrama de la contribucién de los efectos genéticos de aptitud combinatoria
general de los parentales hembra (en azul) y macho (en anaranjado) y especifica del
cruzamiento (rojo) en cada hibrido mediante un disefio genético de Griffing tipo Il de
efectos fijos a través de ambientes, para caracteristicas quimicas de endospermo y
rendimiento de etanol a partir de grano. Las medias generales de cada variable se pueden
consultar en la Tabla 3.5

Concentracién de Almidoén Concentracion de Amilosa

H2x1 H3X1 H3X2 H4X1 H4X2 H4X3 H5X1 H5X2 H5X3  H5X4 H2x1  H3X1 H3X2 H4X1 H4X2 H4X3 H5X1 HEX2 HS5X3 HSX4
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| | ) ‘ | |
0- ‘ 00-1 I L] I L] I .
N ‘ ‘ ‘ N ‘ ‘ ‘ | ‘ ‘

Desvios
Desvios

Efectos Efectos
Concentracién de Proteina Rendimiento de etanol a partir de grano (NIRS)
H2x1 H3X1 H3X2 H4X1 H4X2 H4X3 H5X1 H5X2 H5X3 H5X4 H2x1 H3X1 H3X2 Hax1 Ha4X2 H4X3  H5X1 H5X2 H5X3 H5X4

Desvios
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: ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | |

Efectos Efectos
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Figura 3.6 Continuacion.
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Figura 3.7. Diagrama de la contribucion de los efectos genéticos de aptitud combinatoria
general de los parentales hembra (en azul) y macho (en anaranjado) y especifica del
cruzamiento (en rojo) en cada hibrido mediante un disefio genético de Griffing tipo Il de
efectos fijos a través de ambientes, para propiedades fisicas. Las medias generales de
cada variable se pueden consultar en la Tabla 3.5
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El ACP de los efectos de ACG y ACE correspondientes al analisis individual para los
caracteres asociados a caracteristicas de grano explicé el 59,7 % de la variabilidad y
representd un contraste entre los efectos de los caracteres de calidad mas relacionados

con el endospermo con los relacionados al germen (Figura 3.8.a).

El primer componente (CP 1) estuvo asociado a los caracteres relacionados a la dureza y
calidad del endospermo explicando el 39,9 % de la varianza total. Este componente
discrimind entre la contribucién de efectos de ACG y ACE positivos (derecha de CP 1) y
negativos (izquierda de CP 1) para el rendimiento de etanol a partir de grano. La aptitud
combinatoria para el rendimiento de etanol se correlacion6 positivamente con las aptitudes
combinatorias de concentracion de almidon e indice de flotacion; a su vez presento

correlacion negativa con las aptitudes combinatorias de concentracion de proteina, la
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relacion de molienda, el peso hectolitrico y la densidad de grano. Consecuentemente, los
efectos de aptitud combinatoria de los genotipos que contribuyen a un endospermo mas
harinoso o suave presentan cargas positivas sobre el componente uno (CP 1) y
contrariamente los efectos de aptitudes combinatorias de los genotipos que contribuyen a

un endospermo mas duro presentaron pesos negativos sobre esta componente.

El segundo componente principal (CP 2) explicé el 19,8 % de la variabilidad total. Este eje
permitié discriminar las contribuciones de los efectos de las aptitudes combinatorias de los
caracteres asociados a la calidad del germen del grano. Los efectos que contribuyen a
aumentar la media de la concentracion de aceite, &cidos estearico y oleico, se encuentran
asociados al eje positivo del componente y estos estan correlacionados positivamente entre
si. A diferencia de los efectos de aptitud combinatoria para los acidos linoleico y linolénico
gue se encuentran asociados al eje negativo de este componente. El eje negativo esta
asociado a los acidos grasos poliinsaturados, a diferencia del positivo que redne a los
acidos saturados y monoinsaturados. Se observé que soélo los efectos de aptitud
combinatoria de la concetracion de aceite y acido linoleico correlacionaron positivamente

con el rendimiento de etanol a partir de grano.

El ACP de la primera coordenada dividida en los ambientes estudiados (Figura 3.8.b),
permitié discriminar los efectos de aptitud combinatoria relacionados a la dureza y calidad
del endospermo e identificar el comportamiento diferencial de cada genotipo en cada
ambiente. El primer componente principal de este segundo analisis, explicé el 88,1 % de la
varianza total y discriminé los efectos de aptitud combinatoria positivos y negativos en
relacion al rendimiento de etanol a partir de grano. Se observo una fuerte correlacién entre
los ambientes de los experimentos realizados en la campafia 2015-16 y entre los realizados

en la camparfia 2016-17.

Para los caracteres de calidad de grano que evidenciaron correlacion positiva con el
rendimiento de etanol a partir de grano, los mayores efectos estuvieron dados por la ACG
de las lineas L1 (LP2542) y L3 (LP29) y las ACE (de mayor a menor) por Hsys (Junin 2016-
17); Hsx2 (Pergamino 2015-16); Haa (Pergamino 2016-17) y Hza (Junin 2015-16 y
Pergamino 2015-16).

En el ACP realizado a partir de la segunda coordenada (Figura 3.8.c), se encontr6 que la
mayor contribucion de efectos para la concentracion de aceite, y de 4cidos esteérico, oleico

y palmitico estuvieron dados por la ACG de la linea Ls (LP214) en Junin 2015-16.
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Contrariamente, L1 (LP2542) y L3 (LP29) aportaron efectos negativos para estos caracteres
y positivos para los acidos linoleico y linolénico. Los cruzamientos que presentaron mayores
contribuciones para la concentracion de aceite y acidos grasos saturados en Junin fueron
Haxz (LP29 x LP661), Hax1 (LP923 x LP2542), Hsxa (LP214 x LP923), Haxs (LP923 x LP29),
Hsxo (LP214 x LP661)y en Pergamino fueron Hsx (LP214 x LP2542), Hax, (LP923 x LP661)
Y Hsys (LP214 x LP29).

Figura 3.8 Andlisis de componentes principales (ACP) de las variables asociadas a
calidad de grano para los efectos de aptitud combinatoria general (ACG) y especifica
(ACE)

a) Calidad de grano: ACP a partir de los efectos de ACG y ACE obtenidos en el analisis
dialielico de Griffing método Il por ambiente individual de efectos fijos.
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Figura 3.8 Continuacion

b) Calidad del endosperma: ACP a partir de la primera coordenada del ACP de calidad de grano
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a) La escala muestra la contribucion de las variables a las componentes. Los vectores denotan los siguientes
caracteres CAL: Concentracion de almidén; PRT: Concentracion de proteina; CA: Concentracion de aceite;
AP: Acido palmitico; AE: Acido estearico; AO: Acido oleico; ALI: Acido linoléico ALN: Acido linolénico; REGN:
Rendimiento de etanol a partir de grano; PH: Peso hectolitrico; RM: Relacion de molienda; b) y ¢) ACP con
la primera y segunda coordenada obtenida en el primer ACP. Los vectores representan a los ambientes. Las
observaciones representan a los efectos de aptitud combinatoria de cada genotipo. El celeste hace referencia
a ACE y el rosa a ACG. La “x” denota la cruza entre las lineas siendo Li: LP2542; L,: LP29; Ls: LP214; La:
LP661; Ls: LP923
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4.2. Caracteres asociados a las determinaciones quimicas de calidad de biomasa

Los andlisis de varianza correspondientes al disefio dialélico se muestran en la Tabla 3.7.
Los efectos de las interacciones cruzamientos por ambiente resultaron estadisticamente
significativos (p — valor < 0,05) para todos los caracteres asociados a DQCB. En todos los
casos estos efectos se debieron a efectos ACG y ACE excepto digestibilidad de FDN que la
interaccidon genotipo por ambiente se debié en mayor medida sélo por los efectos de
ACG. Los indices de Baker resaltaron la importancia de los efectos de ACE x ambiente

siendo menores a 1 para todos los atributos mencionados.

Tabla 3.7. Cuadrados medios del analisis de varianza a través de ambientes para
determinaciones quimicas de calidad de biomasa segun el disefio dialélico de Griffing
(1956), método Il de efectos fijos para fibra de detergente neutro (FDN), fibra de
detergente acido (FDA), lignina de detergente acido (LDA), celulosa (CE), hemicelulosa
(HE), digestibilidad in vitro de la fibra (DIVF), digestibilidad de FDN (DFDN), rendimiento
de etanol a partir de biomasa (REB).
FV GL  FDN FDA LDA CE HE DIVF DFDN REB
Unidad - g,100,g * % Mg,L?
Amb 4 329,209 85,596 4,298™ 106,505 129,762 86,003™ 75,358™ 20341,512""
Rep(Amb) 5  5190"  1,81™ 0,548" 1,309  1,984™ 12,369 49,175 257,888"™

Gen- 14 37,662 33,885 0,508™ 33,242 4488  15004° 29,783 1878,975™
ACG 4 g3188™ 56,200" 0,806™ 55,079 4,100 30,902 31,514™ 4179,560"
ACE 10 19452 24,959 0,389" 24,506™ 4,643  8,645" 20,091  958,741"
GemAMb 55 11402  5117" 0,282 4,654  2231" 5864 7,420° 588,503"
ACGTAMD 16 10,801"  4,687° 0,357° 4,966°  2959° 5248 8325 627,709
ACE*Amb

40 11,733 5,288™ 0,253" 4,530™ 1,941" 6,111™ 7,059  572,822™
Error 70 4,452 2,022 0,123 1,797 1,138 2,858 4,763 224,708

X - 78,65 40,87 6,90 33,97 37,78 43,64 32,14 515,82
DE - 4,35 2,9 0,59 2,94 2,31 2,77 3,39 32,53
IB - 0,65 0,64 0,74 0,69 0,75 0,63 0,70 0,69

FV: Fuente de variacion;, Amb: Ambiente; Rep(Amb): Repeticion anidada dentro de los ambientes; Gen:
Genotipo; ACG: Aptitud combinatoria general; ACE: Aptitud combinatoria especifica; Gen*Amb: Interaccion del
genotipo con el ambiente; ACG*Amb: interaccion de la ACG con el ambiente ACE*Amb: interaccion de la ACE
con el ambiente; X: media general; DE: desvio estandar, GL: Grados de libertad; IB:indice de Baker; " No
significativa; " Significancia a un nivel de probabilidad de 0,05; ™ Significancia a un nivel de probabilidad de
0,01; ™ Significancia a un nivel de probabilidad de 0,001.

Las lineas L1 (LP2542) y Ls (LP214) presentaron efectos de ACG altos y positivos para FDN,

FDA, celulosa y rendimiento de etanol a partir de biomasa, sobresaliendo los efectos altos
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y positivos de la linea Ls (LP214). Solo L (LP2542) present6 efectos de ACG positivos para
hemicelulosa y digestibilidad de FDN y efectos de ACG negativos para LDA.

Contrariamente L, (LP661) y L3 (LP29) presentaron una ACG negativa para rendimiento de
etanol a partir de biomasa y efectos de ACG positivos para LDA. Estas lineas también
presentaron efectos de ACG negativos para FDN y celulosa, y efectos positivos para
digestibilidad de FDN. La linea L4 (LP923) al igual que las lineas L, (LP661) y L3 (LP29), no
mostraron efectos de ACG deseables para el rendimiento de etanol a partir de biomasa, ya
gue presentaron efectos negativos para FDN, LDA, hemicelulosa y rendimiento de bioetanol

a partir de biomasa.

Los cruzamientos Haxz (LP923 x LP29), Hsxs (LP214 x LP923), Hsxs (LP214 x LP923), Hax-
(LP923 x LP661) mostraron efectos de ACE altos positivos para rendimiento de etanol a
partir de biomasa, FDN, FDA y celulosa. Los mayores rendimientos medios de etanol a
partir de biomasa a través de ambientes los presentaron, Hsy, (LP214 x LPLP661), Hsx
(LP214 x LP2542), Hsxa (LP2542 x LP923) y Hax1 (LP923 x LP2542). Estos genotipos tienen
como uno de los parentales a las lineas Ls (LP214) 6 Li (LP2542) que aportaron
positivamente a la media del caracter con su ACG alta positiva. En el caso de Hsx (LP214 X
LP923) el mayor aporte fue dado por la ACE ya que las ACG de los parentales fueron

similares y de signo opuesto.

Las contribuciones de la ACG de cada parental y de la ACE de cada hibrido para celulosa,
hemicelulosa y rendimiento de etanol a partir de biomasa se pueden observar de forma
gréafica en la Figura 3.9. Las barras representan los efectos de ACG de cada parental y ACE
del cruzamiento en funcién a la totalidad de los desvios que conforman junto con la media

el valor fenotipico de cada hibrido.
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Tabla 3.8. Efectos de ACG (aptitud combinatoria general) y ACE (Aptitud combinatoria especifica) de lineas e hibridos para
caracteristicas de calidad de biomasa obtenidos mediante un disefio genético dialelico de Griffing (1956), método Il de efectos fijos
para fibra de detergente neutro (FDN), fibra de detergente acido (FDA), lignina de detergente acido (LDA), celulosa (CE),
hemicelulosa (HE), digestibilidad in vitro de la fibra (DIVF), digestibilidad de FDN (DFDN), rendimiento de etanol a partir de biomasa

(REB).
ACG ACE

Gen L1 L2 L3 L4 L5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Var, LP2542 LP661 LP29 LP923 LP214 EE = Hze Haza  Hixe Hse  Hse  Hsxa  Hsa Hae  Haa  Hza = EE
FDN = 0,622 - - -1,604 1,310 0,160 - - 1,261 0,850 - - 1,703 1,733 - - 0,582
FDA 0,389 -0,359 - -1,199 1,222 0,107 A 0,681 - 1,431 0,691 - 0,353 1,569 1,314 1,068 - 0,392
LDA 0,098 0,095 0,120 -0,114 - 0,027 - - - - -0,226 0,266 - 0,174 - -0,351 0,097
CE 0,487 -0,454 -0,173 -1,085 1,224 0,101 - - 1,493 0,841 0,773 - 1,446 1,140 1,074 0,742 | 0,370
HE 0,233 - - -0,406 - 0,081 -0,748 -0,758 - - - - - - - -0,780 0,294
DIVF - - 0,571 0,998 -0,642 0,128 - - - - 1,157 - - -1,343 - 1,266 0,467
DFDN = 0477 0427 -1,102 0,380 - 0,165 - - - 1,037 2,568 - - - 1,951 1,759 0,602
REB 5175 -2,633 - -10,708 9,428 | 1,133 - - 9,502 7,185 - 11,355 11,201 - - 4,138

Gen: Genotipos; EE: Error estandar. Se omiten los efectos con un valor de probabilidad asociado menor a un a: 0,1
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Figura 3.9. Contribucion de los efectos genéticos de aptitud combinatoria general de los
parentales hembra (ACG_P1) y macho (ACG_P2) y especifica del cruzamiento (ACE) en
cada hibrido obtenidos mediante un disefio genético de Griffing tipo Il de efecto fijos a
través de ambientes para caracteristicas de calidad de biomasa. Las medias generales
de cada variable se pueden consultar en la Tabla 3.7
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Figura 3.9. Continuacion
Digestibilidad in vitro de la Fibra Digestibilidad de FDN
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El ACP de los efectos de ACG y ACE obtenidos del dialelo de Griffing de forma individual de
los caracteres asociados a la calidad de la biomasa explico el 83,2 % de la variabilidad total
(Figura 3.10.a). La primera componente se relacion6 con los carbohidratos fermentables
para la obtencion de etanol a partir de biomasa y explico el 55,6 % de la variabilidad total.
La segunda componente se asociéo a la digestibilidad y la relacion de ésta con la

concentracion de LDA y explicé el 26,7 %.

El ACP a partir del primer componente situando a los ambientes como nuevas variables,
permitié identificar los materiales que presentaron mayores efectos de ACG y ACE en cada
ambiente evaluado para FDN, FDA, celulosa, hemicelulosa y rendimiento de etanol a partir
de biomasa (Figura 3.10.b).

El primer componente principal explicé el 42,4 % de la variabilidad total. Se observé
correlacion ambiental entre Junin 2015-16 y Pergamino 2015-16 y a su vez entre Junin

2016-17 y Colén 2015-16, y estos a su vez se asociaron con Pergamino 2016-17.

Para los carbohidratos fermentables, Li (LP2542) y Ls (LP214) presentaron altos efectos de
ACG vy positivos en los ambientes Junin 2016-17 y Colén 2015-16, en cambio Ls (LP29)
presentd efectos de ACG similares en todos los ambientes; y L, (LP661) y L4 (LP923)
presentaron efectos de ACG negativos en todos los ambientes. En relacién a los efectos de
ACE de los hibridos, las mayores contribuciones para estos caracteres estuvieron dados
por Haxz en Junin 2016-17, Haxs (LP923 x LP29) y Hsw (LP214 x LP923) en Junin y Colon
2015-16, y Hsys (LP214 x LP29) en Junin 2016-17, y Ha. (LP29 x LP661) en Pergamino

2016-17. Ningun cruzamiento sobresalié en el ambiente Pergamino 2016-17.
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En el andlisis de la segunda coordenada obtenida en el primer ACP (Figura 3.10.c), las
correlaciones ambientales para los caracteres asociados a digestibilidad resultaron muy
diferentes al anterior ACP. En este caso, Colon 2015-16 se diferencio de Junin y Pergamino.

Las lineas L4 (LP923) y Ls (LP214) presentaron efectos de ACG positivos que contribuyen
a la digestibilidad a diferencia de las lineas L; (LP2542), L, (LP661) y Ls (LP29) que
presentaron efectos de ACG que contribuyen a la concentracion de LDA.

Los mayores efectos de ACE para la digestibilidad lo presentaron los cruzamientos Hax
(LP661 x LP2542) en Junin 2016-17, Hsx, (LP214 x LP661) en Pergamino 2015-16, Hax
(LP923 x LP2542) en Pergamino y Hsys (LP214 x LP29) en Junin, en ambos casos para los
dos afios. Sélo el cruzamiento Hs. presentd altos efectos de ACE para carbohidratos
fermentables y digestibilidad pero en distintos ambientes. El resto de los cruzamientos se
caracterizaron por presentar efectos que contribuyen a aumentar la concentracién de lignina

y por consiguiente a una menor digestibilidad.

Figura 3.8 Analisis de componentes principales (ACP) de las variables asociadas a
calidad de biomasa para los efectos de aptitud combinatoria general (ACG) y especifica
(ACE)

a) Calidad de biomasa: ACP a partir de los efectos de ACG y ACE obtenidos en el analisis dialélico
de Griffing método Il por ambiente individual de efectos fijos.
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Figura 3.8 Continuacién
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b) Carbohidratos fermentables: ACP a partir de la primer coordenada del ACP de calidad de
biomasa particionado por ambiente
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c) Digestibilidad: ACP a partir de la segunda coordenada del ACP de calidad de biomasa
particionado por ambiente
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a) La escala muestra la contribucion de las variables a las componentes. Los vectores denotan las siguientes
variables: FDN: Fibra detergente neutra; FDA: Fibra detergente &cida; LDA: Lignina de detergente &cida; CE:
Celulosa; HC: Hemicelulosa; DIVF: digestibilidad in vitro de la fibra; DFDN: digestibilidad de FDN; REB:
Rendimiento de etanol a partir de biomasa. b) y ¢c) ACP con la primera y segunda coordenada obtenida en el
primer ACP. Los vectores representan a los ambientes. Las observaciones representan a los efectos de
aptitud combinatoria de cada genotipo. El celeste hace referencia a ACE y el rosa a ACG. La “x” denota la
cruza entre las lineas siendo Li: LP2542; L,: LP29; Ls: LP214; L4: LP661; Ls: LP923

146



Capitulo III

4.3. Caracteres asociados a caracteristicas agronémicas y productivas

Los andlisis de varianza se muestran en la Tabla 3.9. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p — valor < 0,05) entre los cruzamientos debido a los
efectos de ACG para rendimiento de biomasa, peso seco de chalas y de marlos; y debida a
los efectos de ACG y ACE para peso de mil granos, longitud de la espiga y numero de hileras
de grano. Los efectos ACG x ambiente presentaron mayor importancia que los efectos de
ACE x ambiente, debido a que los indices de Baker estuvieron comprendidos entre 0,86 y
0,91.

El resto de las caracteristicas agrondmicas y productivas evaluadas presentaron
interacciones genotipo por ambiente estadisticamente significativas (p — valor < 0,05).
Para dias a floracion femenina, altura relativa, diametro de la espiga, peso seco de tallos y
hojas, los efectos involucrados en la interaccion fueron mayormente de tipo aditivo
(ACG x Ambiente), a diferencia de rendimiento de grano que fueron de tipo no aditivo
(ACE x Ambiente). El indice de cosecha fue el Unico caracter que los efectos involucrados
en la interaccion estuvieron dados por efectos de ACG x Ambiente y ACE x Ambiente,

siendo este Ultimo de mayor importancia relativa (IB = 0,63).

Los efectos de ACG y ACE de cada genotipo para cada caracter se encuentran en la Tabla
3.10. Anteriormente, se mencioné que la linea Ls (LP214) aporta efectos positivos vy
elevados de ACG para los caracteres de calidad de biomasa y rendimiento de etanol
celulésico. Enlo que respecta a las caracteristicas agrondémicas, esta linea presenté efectos
de ACG negativos para los caracteres asociados con el rendimiento de la biomasa, por lo
gue estos efectos disminuyen la media de este tipo de caracteres como el peso seco de las
distintas fracciones de la planta estudiados. En consecuencia, la linea Ls (LP214) presenta
efectos contrapuestos para la produccién de etanol a partir de biomasa, si se busca
maximizar el rendimiento de biomasa por hectarea y de rendimiento de etanol por unidad

de peso de la misma.

La linea L. (LP2542) no presentd efectos de ACG estadisticamente significativos (p —
valor > 0,1) para rendimiento de biomasa, peso seco de tallos y hojas e indice de cosecha
por lo que no presenta buena capacidad para combinarse con otras lineas para estas
caracteristicas. Sin embargo, si presentdé ACG positiva para el rendimiento de grano y

variables asociadas como peso de mil granos, didmetro y longitud de la espiga y nimero
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de hileras. La linea L, (LP661) presentdé ACG estadisticamente significativa (p — valor <
0,1) para todos los caracteres con excepcion de dias a floracién femenina y nimero de
hileras. La ACG fue negativa para longitud de la espiga, rendimiento de grano, e indice de
cosecha por lo que en combinaciones hibridas tiende a disminuir la media de estos
caracteres. La linea L3 (LP29) no aporté ACG positiva para el rendimiento de grano, pero si
para peso de mil granos, longitud de la espiga y numero de hileras. La linea L4 (LP923)
mostroé los efectos de ACG mas altos para rendimiento de grano y biomasa. Por ultimo, la
linea Ls (LP214) exhibi6 ACG negativa para todas las variables con excepcion del numero
de hileras que fue positiva.

Con respecto a la ACE, los Unicos cruzamientos que presentaron efectos positivos y
estadisticamente significativos para rendimiento de grano (p — valor < 0,1) fueron Hsxy
Hax1 (LP923 x LP2542). Estas combinaciones hibridas presentaron, a su vez, alta ACE para
el rendimiento de etanol a partir del grano. Pero solo Hsx, (LP214 x LP661) presentd
rendimiento de grano mayor a la media general y Hax (LP923 x LP2542) presentd mejor

rendimiento de etanol promedio que Hsx. (LP214 x LP661) y la media general.

El Unico cruzamiento que presenté ACE positiva para rendimiento de biomasa fue Haxi
(LP661 x LP2542), pero no presentd efectos de ACE estadisticamente significativos para
rendimiento de etanol a partir de biomasa, aunque si present6 efectos de ACE para celulosa.
Este cruzamiento se caracterizé por exhibir un rendimiento de biomasa mayor que la media

general.
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Tabla 3.9. Cuadrados medios del andlisis de varianza a través de localidades para caracteristicas agronémicas segun el disefio
dialélico de Griffing (1956), método IV de efectos fijos para dias al 50% de floracién femenina (DFF), altura relativa (AR), peso de
1000 granos (PM), didmetro de la espiga (DES), longitud de la espiga (LES), nimero de hileras (NH), pesos seco de tallos y hojas
(PSTH), de chalas (PSC), y de marlos (PSM), rendimiento de grano (RG), rendimiento de biomasa (RB) e indice de cosecha (IC).

FV GL DFF AR PM DES LES NH PSTH PSC PSM RG RB IC
Unidad - Dias - G - cm ------- Ndmero - Mg.Ha------------------- -
Amb 3 2713,09™ 3,08E-02™ 17622,68™ 0,46™  25,46™ 1,00 72,55™ 0,66™ 1,09 63,90 159,02 7,6E-02™"
Rep(Amb) 4 4,95m 4,70E-04" 293,53 0,01~ 0,82 0,88" 0,88 0,15" 0,15 1,47ns 1,93 9,8E-04"
Gen. 14 13,03 1,22E-02™  5340,64™ 0,21™ 8,21™ 10,51™ 8,39™ 0,26™  0,31™ 4,57m 14,18™  1,4E-02™
ACG 4 19,74™  2,60E-02™  9700,07""  0,38™ 13,17" 19,03™ 17,51 0,48™ 0,58™ 3,70 28,33"*  2,8E-02™
ACE 10 7,66" 1,16E-03"  1853,09™ 0,07  4,24™ 3,69™ 1,09 0,08  0,10™ 5,26" 2,86™ 1,9E-03"
GenAmb 42 527" 7,93E-04 317,44ns 0,02 0,77 0,59" 0,74 0,05  0,06"™ 2,65 1,89 2,5E-03"
ACGTAmb 12 6,64™ 1,13E-03" 384,97 0,03 1,02" 0,69 0,97 0,06 0,07  2,08™ 2,51 2,3E-03"
ACE*Amb 30 4,17" 5,25E-04" 263,41 0,02  0,57™ 0,50" 0,55  0,04™  0,06™ 3,11" 1,39 2,7E-03"
Error 56 2,53 4,57E-04 205,90 0,01 0,48 0,37 0,43 0,04 0,05 1,20 1,31 1,0E-03
X _ 76,89 0,42 282,8 4,95 17,51 17,59 6,60 0,90 1,6 9,89 7,48 0,51
DE 10,68 0,05 37,3 0,23 1,52 1,19 2,05 0,31 0,36 2,14 3,02 0,08
IB 0,76 0,81 0,91 0,75 0,86 0,91 0,78 0,92 0,92 0,57 0,95 0,63

Gen: Genotipos; EE: Error estandar; FV: Fuente de variacién; Amb: Ambiente; Rep(Amb): Repeticion anidada dentro de los ambientes; Gen: Genotipo; ACG:
Aptitud combinatoria general; ACE: Aptitud combinatoria especifica; Gen*Amb: Interacciéon del genotipo con el ambiente; ACG*Amb: interaccion de la ACG con el
ambiente ACE*Amb: interaccion de la ACE con el ambiente; X: media general; DE: desvio estandar, IB: indice de Baker," No significativa; * Significancia a un nivel
de probabilidad de 0,05; ™ Significancia a un nivel de probabilidad de 0,01; ™ Significancia a un nivel de probabilidad de 0,001. En negrita se resaltan los cuadrados
medios significativos (p — valor < 0,05)
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Tabla 3.10 Efectos de ACG (aptitud combinatoria general) y ACE (Aptitud combinatoria especifica) de lineas e hibridos para
caracteristicas agronémicas y productivas obtenidos mediante un disefio genético dialélico de Griffing (1956), método IV de efectos
fijos para dias al 50% de floracién femenina (DFF), altura relativa (AR), peso de 1000 granos (PM), diametro de la espiga (DES),
longitud de la espiga (LES), numero de hileras (NH), pesos seco de tallos y hojas (PSTH), de chalas (PSC), y de marlos (PSM),
rendimiento de grano (RG), rendimiento de biomasa (RB) e indice de cosecha (IC).

ACG ACE

Gen L1 L2 L3 L4 L5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Var, LP2542 LP661 LP29 LP923 LP214 EE = Hae Haa  Has  Hse  Hse  Hsa  Hssa  Hae  Haa o Haa | EE
DFF B B 1,080 -1,190 0,184 -0,750 -0,620 _ 1,217  _ 0720 _ 0,650 0,356
AR B 0,040 -0,040 0,013 -0,020 0,002  _ 0010 _  -0008 -0010 0,014  _ _ _ 0,005
PM 7,239 6930 11,30 6,536 -32,00 1,657 15840 -0,770 3,512 -18,60 0,968 8,152 9,466 -11,20 -1,770 -561 = 3,209
DES 0,130 0,100 -0,030 -0,123 -0,080 0,013 0,082 -0,080 _  -0,040 -0,072 0,068 0,048 -0050 _ 0,045 0,026
LES 0,792 -0,150 0,310  _ 1,00 0,080 0430 0687 -0,540 -0,570 _  -0,300 0,750  _ _ -0,370 0,156
NH | 0,141 0460 -1,289 0,795 0,070  _ 0258 _ 0522 _ 0638 -0290 -0610 0,775 0,136
PSTH B 0720 _ 0464 -126 0076 0,365  _ 0,400  _ _ _ -0,280 _ _ 0,146
PSC -0,147 0160 _ 0068 -0,110 0,024  _ 0136  _ _ _ _ B B _ 0,046
PSM = 0,093 0,160  _ 0,210 0,027 _ B B B _ _ _ B B 0,052
RB B 0650 _ 0972 -1,550 0,132  _ B B B 050 _  -0650 _ 0501 0,256
RG = 0225 -0,430 -0,280 0,416 0127 _ B B 1,026 -0680 _  -0,760 0458 _ 0,245
IC B 0,030 _  -0,016 0,050 0,004 0,014 B B B B B 0,015 -0,020 0,007

Gen: Genotipos; EE: Error estandar. Se omiten los efectos con un valor de probabilidad asociado menor a un a: 0,1
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Discusion

El objetivo del presente capitulo fue estimar los efectos de aptitud combinatoria general y
especifica a través de ambientes de las lineas seleccionadas e identificar los cruzamientos
con mayor rendimiento de etanol de primera y segunda generacion y rendimiento de grano
y biomasa. En lo que respecta a rendimiento de etanol a partir de grano y caracteres
asociados a la calidad, se observé una prevalencia de efectos aditivos para la concentracion
de almidon, coincidente con las de otros autores (Osorno y Carena 2008; Machida et al.,
2010; Werle et al., 2014; Sharma y Carena, 2016; Bhusal et al., 2020). Sin embargo, no se
hall6 este tipo de efectos (ACG) para las concentraciones de proteina y aceite como los
publicados en otros estudios (Werle et al., 2014; Bari y Carena 2015; Bhusal et al., 2020).
De acuerdo a lo expuesto en esta Tesis, en el germoplasma evaluado las concentraciones
de proteina y aceite estan dados por efectos de tipo no aditivo (ACE) como los reportados
previamente por otros autores, tanto con presencia de interaccion genotipo por ambiente
(Laude y Carena, 2014) y sin presencia de interaccion genotipo por ambiente (Limbikai et
al., 2014; Mahesh et al., 2014). Estos resultados fueron validados con el enfoque de
regresion padre- progenie, donde solo pudo estimarse con precisién el comportamiento
promedio de la progenie a través de los parentales para la concentracion de almidén y
rendimiento de etanol a partir de grano y a su vez por los niveles de heterosis estimados
mayores al 20% para la concentracion de proteina. Ambos enfoques apoyan la prevalencia
de efectos de tipo aditivo para concentracion de almidén y rendimiento de etanol a partir de

grano y de efectos no aditivos para las concentraciones de proteina y aceite.

En relacion a los caracteres asociados a DQCB y rendimiento de biomasa, se identifico
presencia de interaccion genotipo por ambiente para todos los atributos estudiados. La
significancia de los efectos de aptitud combinatoria general por el ambiente
(ACG x Ambiente) hallada fue semejante a la reportada por Lorenz et al., (2010). A su vez,
se identific6 la presencia de efectos de tipo no aditivos influenciados por el ambiente
(ACE x Ambiente), coincidentes con los publicados por otros referentes (Dhillon et al., 1990;
Argillier et al., 1995; Argillier et al., 2000).

Con respecto a los genotipos parentales, las lineas Ls (LP29) y Ls (LP214) presentaron las
mayores capacidades de combinarse con otras lineas para el rendimiento de etanol a partir
de grano y de biomasa, respectivamente. Sin embargo, la linea L1 (LP2542) se destaco por

presentar ACG positiva para mas de un caracter objetivo mostrando ACG alta y positiva para
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el rendimiento de grano, rendimiento de etanol a partir de grano y de biomasa. Las lineas
L, (LP661) y L4 (LP923) exhibieron ACG negativas para rendimiento de etanol, tanto a partir
del grano como de biomasa, aunque mostraron que sus ACGs aportaron de forma positiva
a la media del rendimiento de biomasa y de grano.

Asimismo, fue importante la evaluacion de silas combinaciones hibridas serian capaces de
presentar altos rendimientos de etanol de primera y/o segunda generacion y rendimiento
de grano y/o biomasa respectivamente, ya que para maximizar la produccion de bioetanol
por hectarea, es necesario conciliar en un mismo genotipo alto rendimiento de etanol por
unidad de masa procesada en la biorrefineria (grano y/o biomasa) con alto rendimiento de
materia prima (grano y/o biomasa) por hectarea producida. Para la produccién de bioetanol
de primera generacion se identific6 como promisorio el hibrido Hax (LP661 x LP2542) por
presentar valores promedios mayores a la media general tanto para rendimiento de grano
como rendimiento de etanol a partir del grano. Sin embargo, para la produccioén de bioetanol
de segunda generacion no se hallaron cruzamientos que simultaneamente presenten un
valor fenotipico superior a la media general para rendimiento de etanol a partir de biomasa

y rendimiento de biomasa.

Los cruzamientos que presentaron rendimientos de etanol a partir de grano superiores a la
media general (Hax; Hax; Haxs; Hsxi; Hsxs) se explicaron por los efectos de ACG altos y
positivos de alguno de sus parentales L; (LP 2542) o L3 (LP29) y por sus efectos de ACE
altos y positivos. Sin embargo, el hibrido Hsx1 (LP29 x LP2542) conformado los parentales
con ACG mas alta no super6 el valor promedio para este caracter debido a su bajo valor de
ACE. En lineas generales, se evidencié un importante aporte de ACG de forma positiva a la
media del caracter y en conjunto con los resultados del analisis de regresion padre-progenie
ponen en manifiesto la importancia de los efectos aditivos para rendimiento de etanol a
partir de grano. De acuerdo a los resultados obtenidos, la seleccién a favor del rendimiento
de etanol y/o seleccion indirecta mediante la contracién de almidén es factible ya que el

control genético de estos caracteres es fundamentalmente de tipo aditivo.

Los cruzamientos con rendimientos de etanol a partir de biomasa (REB) superiores a la
media general (Hsxi; Hsxs; Hsx2 Y Hsxa) presentaron siempre como uno de sus progenitores
al parental Ls (LP214). El elevado REB de Hsx; estuvo dado por los efectos altos y positivos
de la ACG de sus parentales, a diferencia del caso del hibrido Hsxs que estuvo dado por la

contribucién de ACG del parental L, y alta ACE proveniente de la combinacion hibrida. No
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obstante, la mayor ACE la presentd Hsxs4 pero su valor fenotipico fue menor debido a que
los efectos de ACG de sus parentales fueron de valor absoluto similar, pero con signo
opuesto. Los hibridos que presentaron mayores efectos de ACE para FDN, FDA, celulosa
y rendimiento de etanol a partir de biomasa también presentaron altos niveles de heterosis
a partir del promedio de los parentales mostrando la importancia de los efectos de tipo no
aditivo para estas variables. En consecuencia, los altos valores fenotipicos en estos
genotipos podrian atribuirse a la interaccién interlocus. A su vez, no se identifico ninguna
linea que presentara efectos de ACG positivos tanto para rendimiento de etanol a partir de
biomasa como para rendimiento de biomasa. Similares resultados fueron hallados por

Lorenz et al., (2009-b) evaluando también germoplasma de origen argentino.

En la industria de biocombustibles lignocelulésicos existe un consenso general respecto a
gue el mayor obstaculo en el aumento de la produccion es la recalcitrancia de las paredes
celulares lignificadas en el proceso de hidrélisis enzimatica (Weijde et al., 2013). Las
soluciones planteadas en la literatura radican en el avance tecnolégico de la industria, a
través de la identificacion de nuevas enzimas o desarrollo de enzimas transgénicas mas
eficientes en la degradacion de la pared celular y en la modificacion de la composicién
guimica de la materia prima (Guerrero et al., 2015; Torres et al., 2015). Esta ultima
aproximacion podria lograrse a través del mejoramiento genético. Los resultados obtenidos
en esta Tesis ponen en evidencia la factibilidad del mismo debido a que todos los caracteres
estudiados presentaron variabilidad genética en el germoplasma local evaluado,
circunstancia que también ha sido reportada por otros estudios con germoplasma de

diferentes fondos genéticos (Lorenz et al., 2009-b, Lewis et al., 2010).

Estos resultados permiten generar las bases para lograr a través del mejoramiento genético
hibridos cuya produccion resulte en materias primas especialmente aptas para la industria
de biocombustibles, que garanticen altos rendimientos con menores costos de produccion
industrial. La informacién generada a partir del analisis dialélico proporciona parametros
esenciales para la seleccion. Mediante la estimaciéon de la ACG y la ACE se pudo conocer
la contribucién de cada clase de efectos para cada caracter, como asi también la presencia
0 ausencia de la interaccion del genotipo con el ambiente. De acuerdo a lo postulado por
Comstock et al., (1949) para aquellas variables donde se detectaron mayores efectos de
ACG, se propone aprovechar la fraccion aditiva disponible mediante cualquier variante de

seleccién recurrente. Por el contrario, para aquellas variables donde se detecté mayores
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efectos de ACE podria implementarse un programa de seleccion recurrente reciproca, o de
hibridacion.
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Conclusion

En este capitulo fue desarrollada y puesta a prueba la hip6tesis de que dada la variabilidad
genética de las lineas endocriadas seleccionadas del programa de mejoramiento de maiz
de INTA es factible la implementacién de un programa de mejoramiento enfocado en la
produccion de bioetanol. Se identificaron con ACG alta y positiva a las lineas L, (LP2542) y
Ls (LP29) para el rendimiento de bioetanol de primera generacion; las lineas L, (LP2542) y
Ls (LP214) para el rendimiento de etanol de segunda generacion; las lineas L4 (LP923) y L1
(LP2542) para el rendimiento de grano y las lineas L, (LP923) y L, (LP661) para el
rendimiento de biomasa. Por lo que la linea L: solo contribuye a la produccion de etanol a
partir de grano por hectarea y no a partir de biomasa debido a su nulo aporte a la

productividad de materia seca.

El 50 % de la variabilidad de los valores fenotipicos de la progenie para la concentracion de
almidén y hemicelulosa pudo ser explicada por el valor fenotipico promedio de los
parentales, mostrando una proporcion importante de efectos aditivos para estos atributos.
Los ACP permitieron caracterizar los efectos de ACG y ACE en los caracteres asociados a
DQCG, DFCG y DQCB a través de los ambientes evaluados e identificar dependencias
entre los efectos (ACG y ACE) que inciden en la produccion de etanol de primera y segunda
generaciéon. Para el rendimiento de bioetanol de primera generacion prevalecieron los
efectos de tipo aditivo (ACG) y para la produccion de etanol de segunda generacion
estuvieron presentes los efectos aditivos (ACG) y no aditivos (ACE) con presencia de

interaccion genotipo por ambiente.

Finalmente, con respecto a la textura de los endospermos se observé heterosis negativa
contribuyendo a hibridos de con granos de menor dureza que sus parentales, los cuales,
en funcién de lo demostrado, es una caracteristica que influye positivamente en la

produccion de biocombustibles de primera generacion.
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Consideraciones finales

En este trabajo se evalué la factibilidad de la implementacion de un programa de
mejoramiento enfocado en la produccién de bioetanol dada la variabilidad genotipica de las
lineas seleccionadas del programa de mejoramiento de maiz de INTA.

Para ello resultdé necesario determinar los valores fenotipicos minimos deseables que
deberian presentar los cultivares destinados a la industria de bioetanol. Se identificaron dos
ideotipos de maiz, destinados a biocombustible de primera (1G) y de segunda generacion
(2G).

Un cultivar destinado a la industria de bioetanol de 1G con rendimiento de etanol mayor a
470 1.Mg?, deberia presentar una composicion quimica del grano que comprenda un
minimo de concentracion de almidén de 71,5 g.100 g, concentracion de proteina menor a
9,0 g.100.g%, concentracion de aceite menor a 4,7 9.100.g%, un perfil de acidos grasos con
mayores porcentajes de 4cido linoleico y menores porcentajes de acidos palmitico y oleico.
La textura del endospermo debe ser de tipo suave o harinosa presentando peso hectolitrico
menor a 76,0 kg.hl*, relacion de molienda menor a 3,8, indice de flotacion mayor a 70% y
densidad de grano menor a 1.2 g.ml*. Estas caracteristicas presentaron correlacion
fenotipica, genotipica y genética con rendimiento de etanol a partir de grano con excepcién
de la correlacion fenotipica entre el rendimiento de etanol a partir de grano y la densidad de
grano. Los caracteres asociados a las caracteristicas quimicas de calidad de biomasa
pueden ser desestimados debido a que solo FDA y celulosa presentaron correlacion
genética baja y negativa con rendimiento de etanol a partir de grano. En relacién a las
caracteristicas agronémicas y productivas son deseables materiales con rendimientos
competitivos sin que provoquen un detrimento en el rendimiento de etanol, que podria
lograrse explotando la correlacion genotipica existente entre el rendimiento de bioetanol de

1G con el peso de mil granos, la longitud y el diametro de la espiga.

Un cultivar destinado a la industria de bioetanol de 2G con rendimiento de etanol mayor a
519,7 L.Mg?, deberia presentar una composicion quimica de la biomasa con una
concncetracion de FDN mayor a 80 g.100.g! y FDA mayor a 42,7 g.100.g™*. El cultivar ideal
deberia presentar alta concentracién de carbohidratos con alta digestibilidad y la menor
concentracion de lignina posible. Todos los caracteres mencionados presentaron
correlaciones fenotipica, genotipica y genética con rendimiento de etanol a partir de

biomasa, menos LDA, hemicelulosa y digestibilidad in vitro de la fibra que no presentaron
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correlacion genotipica y digestibilidad de FDN que solo presenté correlacion genética. Con
respecto a las caracteristicas agronémicas y productivas son deseables materiales con alta
produccion de biomasa, aunque la correlacién entre el peso seco de la biomasa y el
rendimiento de bioetanol de 2G fue negativa. Sin embargo, en la industria de
biocombustibles lignocelulésicos existe un consenso general de que el mayor obstaculo en
el aumento de la produccion es la recalcitrancia de las paredes celulares lignificadas en el
proceso de hidrélisis enzimatica por lo que los mayores esfuerzos de los programas de
mejoramiento deberian enfocarse en los parametros de calidad de biomasa y no en el
rendimiento de la misma.

En funcién a los resultados obtenidos mediante el disefio dialélico, las ACG de los parentales
sugieren que a partir de una misma poblacién biparental formada por las lineas L3 (LP29) y
Ls (LP214) podrian identificarse QTLs asociados para rendimiento de etanol a partir de
grano y de biomasa ya que son contrastantes para estas caracteristicas. Asimismo, podria
generarse una poblacion biparental a partir de las lineas L1 (LP2542) y L4 (LP923) para
hallar QTLs asociados a la produccion de bioetanol por hectarea ya que L; (LP2542) aporta
para el rendimiento de etanol de grano y de biomasa y LP923 contribuye al rendimiento de

grano y biomasa.

La mejora simultanea de los caracteres podra obtenerse por diversos métodos como la
seleccién en tandem, niveles independientes de seleccion o mediante un indice de
selecciéon. En el caso del germoplasma estudiado en esta Tesis, al realizarse una
caracterizacion fenotipica exhaustiva la implementacion de indices de seleccién tomando

como base para su construccion la informacién generada sera la estrategia mas apropiada.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis son el punto de partida para lograr, a través
del mejoramiento genético, hibridos cuya produccion resulte en materias primas
especialmente desarrolladas para la industria de biocombustibles, que garanticen altos
rendimientos con los menores costos de produccion a partir del germoplasma de maiz del

programa de mejoramiento genético de la EEA INTA Pergamino.
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Apéndice

Tabla A.1. BLUPS para concentracion de almidén, amilosa y propiedades térmicas
de almidon en relacion al rendimiento de etanol del grano de diez hibridos F1
evaluados en cuatro ambientes del norte de la provincia de Buenos Aires, distribuidos
en dos campafas agricolas. Graficadas en Figura 2.1

Hibrido CAL REGN CAM Tog Tpe PHI, Ry
H1 69.9 468 24.4 68.4 72.8 2.7 18.6
H2 71.6 481 23.6 68.7 73.1 3.1 20.2
H3 70.8 472 23.6 70.1 74.5 3.2 19.3
H4 69.8 472 23.4 69.1 73.5 3.0 18.2
H5 67.1 455 23.7 68.3 73.1 2.7 18.5
H6 68.7 470 23.0 68.8 73.2 2.9 20.7
H7 67.2 455 22.6 69.1 74.5 2.9 19.6
H8 67.3 457 23.5 69.1 73.4 3.0 19.9
H9 69.7 473 23.0 69.7 74.0 3.2 20.4
H10 69.3 471 23.6 68.6 73.1 2.9 19.3

REGN: Rendimiento de etanol de grano mediante NIRS en I.Mg?;CAL: Concentracién de almidén en
0.100.g1; CAM: Concentracién de amilosa en g.100.g%; TOG: temperatura de inicio de gelatinizacion en
°C; TPG: temperatura del pico de gelatinizacién en °C; PHIG indice de altura de pico de gelatinizacién;
RR: rango de retrogradacion en °C. Los hibridos (H) corresponden a: 1: LP29 x LP661; 2: LP29 x LP2542;
3: LP923 x LP29; 4: LP214 x LP29; 5: LP214 x LP661; 6: LP214 x LP2542; 7: LP214 x LP923; 8: LP923
X LP661; 9: LP923 x LP2542; 10: LP661 x LP2542.
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