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MSpc Contenido de materia seca de planta completa
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Variabilidad del germoplasma de maiz (Zea mays L.) en Argentina: La aptitud

forrajera asociada a la produccion de bioetanol lignocelulodsico.

RESUMEN

El maiz posee un gran potencial para la produccion de bioetanol, no so6lo a través de la
conversion del almidon del grano, sino también a partir de la celulosa y hemicelulosa del
resto de la planta, siendo estos recursos altamente renovables. Existe variacion genética
en los distintos genotipos de maiz, tanto en rendimiento como en calidad de rastrojo, que
podria ser aprovechada para la seleccion de nuevos materiales destinados a la produccion
de bioetanol lignoceluldsico. La mejora genética deberia incrementar la digestibilidad de
la cafia+hojas, reducir la lignina y aumentar la biomasa. Los objetivos de nuestro estudio
fueron: a. Estimar componentes fenotipicos, genéticos y ambientales en relacion a la
calidad nutricional y rendimiento de la fraccion vegetativa en los dos estados de madurez
de cosecha (silaje y grano). b. Correlacionar las variables de rendimiento y calidad en dos
estados de madurez diferentes de la fenologia del cultivo para estimar la produccion
potencial de silaje y de bioetanol lignocelulosico. c¢. Clasificar el germoplasma a través
de variables de rendimiento y calidad nutricional de la fraccion vegetativa para identificar
grupos con diferenciales aptitudes para la produccion potencial de etanol celuldsico. d.
Evaluar las variaciones cuali-cuantitativas que sufre la fraccion vegetativa de maiz al
pasar del estado de madurez de cosecha para silaje al de grano, y su aptitud para la
produccion potencial de bioetanol lignoceluldsico. Se evaluaron 144 accesiones + 3
testigos genéticamente divergentes, mediante un disefio de bloques aumentados durante
3 afos consecutivos. Se realizo un analisis de componentes principales para clasificar a
los genotipos a través de las variables de rendimiento y calidad determinadas en 2 estados
de madurez de cosecha: silaje y grano (rastrojo). Se observé que las variables de calidad
de la fraccion vegetativa estdn mdas condicionadas por el efecto genético que por el
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ambiental. LDA fue la variable con mayor varianza ambiental. DIV y DFDN podrian ser
utilizadas como variables clasificatorias en programas de mejoramiento. El uso de indices
de suma de rangos permiti6 la seleccion de genotipos con elevados rendimientos en grano,
etanol teorico potencial y buen comportamiento agrondémico. Algunas poblaciones
locales, presentaron buena aptitud para la produccion de forraje y bioetanol
lignoceluldsico, pudiendo ser utilizadas en futuros procesos de generacion de lineas

endocriadas.

Palabras clave: MAIZ, RECURSOS GENEKTIOS, SILAJE, RASTROJO,
BIOETANOL.
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Variability of maize germplasm (Zea mays L.) in Argentina: The forage aptitude
associated with lignocellulosic bioethanol production.

ABSTRACT

Maize has great potential for bioethanol production, not only through the conversion of
grain starch, but also from the cellulose and hemicellulose of the rest of plant, being these
resources highly renewable. There is genetic variation in the different maize genotypes,
both in yield and in stubble quality, which could be used for the selection of new materials
capable of producing lignocellulosic bioethanol. Genetic improvement should increase
the digestibility of Stem + Leaf, reduce lignin and increase biomass. The objectives of
our study were: a. To estimate phenotypic, genetic and environmental components in
relation to nutritional quality and its yield of the vegetative fraction at two harvest
maturity stages harvest times (silage and grain). b. To correlate the quality and quantity
parameters at two different moments of the crop phenology to estimate the lignocellulosic
bioethanol production potential. c. To classify germplasm through variables of yield and
nutritional quality of the vegetative fraction to identify groups with differential aptitudes
for the potential production of cellulosic ethanol. d. To evaluate the qualitative and
quantitative variations in the maize vegetative fraction when passing from the harvest
maturity stage for silage to grain, and its potential capacity to produce of lignocellulosic
bioethanol. The 144 accessions + 3 Testers genetically divergent were evaluated, using
an augmented block design for 3 years. A principal component analysis was performed
to classify the genotypes through the performance and quality variables determined in 2
harvest maturity stages: silage and grain (stover). It was observed that the quality
variables of the vegetative fraction are more conditioned by the genetic effect than by the
environmental. LDA was the variable with the highest environmental variance. DIV and
DFDN could be used as classification variables in breeding programs. The use of rank
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sum indices allowed the selection of genotypes with high grain yields, potential
theoretical ethanol and good agronomic performance. Some landraces maize showed
good aptitude for the production of forage and lignocellulosic bioethanol, and could be

used in future inbreeding line generation processes.

Key Words: MAIZE, GENETIC RESOUSES, SILAGE, STOVER,

BIOETHANOL.
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CAPITULO 1

Introduccion general
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Maiz, caracteristicas generales de la especie.

El maiz (Zea mays L. ssp. mays) es una especie anual, de ciclo estival y
perteneciente a la familia de las Poaceae. La evidencia arqueologica y genética indica
que esta especie fue domesticada hace aproximadamente 10,000 afios en la cuenca del rio
Balsas, en el suroeste de México (Hufford et al., 2012). La domesticacion implicé una
transformacion fenotipica radical de su progenitor salvaje, Zea mays ssp. parviglumis
(Teosinte), lo que da como resultado una planta no ramificada con semillas unidas a una
mazorca y, por lo tanto, el maiz depende completamente de los humanos para la

propagacion (Doebley et al., 1990; Hufford et al., 2012) (Ilustracion 1).

Iustracion 1. Esquema de arquitectura de planta de teosinte (a.) y de maiz (b.).

Adaptado de Doebley et al. (1990).

a. Teosinte

Este cultivo estival presenta una amplia zona de produccion en todo el mundo. En
el hemisferio sur la ventana de siembra va desde septiembre hasta enero y se cosecha
entre marzo y agosto, esto depende del periodo de lluvias y el momento en que comienzan
las heladas, de cada region.

A nivel mundial, el maiz es el tercer cultivo en importancia en relacion a su area

cosechada, con un promedio de 157 millones de ha por afio y una produccion de 781

2
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mega toneladas mundiales por afio entre 2000 y 2014 (Ramirez-Cabral et al., 2017). Este
cultivo se destina principalmente a la alimentacion animal, aunque también en la
alimentacion humana como en productos no alimenticios.

El maiz puede ser aprovechado tanto en planta entera, grano o rastrojo (residuo
de cosecha). La planta entera (espiga + chalas + hojas + cafia + panoja) se utiliza para la
produccion de reservas forrajeras para la produccion animal o para la generacion de
biogas. El grano de maiz puede ser sometidos a distintos procesos: molienda humeda,
molienda seca, obtencion de aceite del germen extraido en ambas moliendas y produccion
de bioetanol. De estos procesos se obtienen distintos productos tanto para la alimentacion

humana, animal industria farmacéutica, energia, etc.

Historia y evolucion del cultivo de maiz en Argentina.

Las variedades locales o criollas (landraces) de maiz cultivadas en la Argentina a
principios del siglo XX se habrian derivado, en parte, de semillas traidas por agricultores
inmigrantes del Norte de Italia. Sin embargo, dado que el maiz ya se cultivaba antes de
la dominacion espafiola, esas poblaciones se habrian cruzado con materiales americanos
colorados duros o flint, cuyo origen geografico, segun algunos autores, seria el sur de
Brasil, Paraguay y noreste argentino (Rossi, 2007). Estas variedades de polinizacion
abierta dominaron el escenario del maiz argentino logrando incrementos de rendimiento
de 9 kg ha'! afio desde 1910 hasta 1950. En cuanto a los maices dentados, si bien hubo
introduccion de semillas, su difusion fue sumamente escasa hasta las 2 ultimas décadas
del siglo XX.

Los trabajos de mejoramiento de maiz por endocria e hibridacion en Argentina se
iniciaron en la década del 20 por iniciativa oficial. No obstante, recién en 1945 se lograron

los primeros hibridos dobles (HD), Santa Fe N° 2 y Santa Fe N° 3, en la Estacion
3
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Experimental Angel Gallardo de INTA. Desde 1951 hasta 1970 las variedades de maiz
compartieron el mercado con los HD, logrando incrementos de rendimiento de 35,4 kg
ha'! aflo, con rendimientos promedio de 1900 kg ha™! (Rossi, 2007). Durante la década
del "70 con un amplio dominio de los HD, la ganancia registrada era de 123,35 kg ha!
afio con un rendimiento promedio de 2685,5 + 547,4 kg ha™! (Figura 1). En esta década
también comenzo6 a tecnificarse mas el cultivo, cosecha mecénica, uso de agroquimicos,
etc. Luego, en la década del 80 se introdujeron en el mercado los hibridos de 3 lineas (3
vias, TWC) con una ganancia de 37,87 kg ha™! afio y un rendimiento promedio de 3275,2
+ 4224 kg ha!. A partir de la década del 90 se consolidé el predominio de los hibridos
simples (HS), con la mayor ganancia anual registrada, 187,30 kg ha' y un rendimiento
promedio para la década de 4519,1 + 733,0 kg ha™! (Figura 1). Durante esta década, se
lograron estos importantes incrementos en la productividad, a causa de la disponibilidad
de los nuevos HS de mayor potencial de rendimiento, mejor resistencia a enfermedades
y plagas, una utilizacién mas eficiente de los fertilizantes, incremento en la adopcion de
la siembra directa, mayor incorporacién del riego complementario y el recambio del
parque de cosechadoras entre otras (Rossi, 2007). Si bien los rendimientos promedio
obtenidos en las décadas posteriores siguieron en aumento, 6284,9 + 766,8 kg ha'! y
6960,7 = 747,5 kg ha! para las décadas del 2000 y 2010, las ganancias de rendimiento
por afio fueron cada vez menores (91,78 kg ha™! y 65,78 kg ha™!, respectivamente). Estas
dos ultimas décadas se han caracterizado elevadas fluctuaciones interanuales reflejadas
en sus elevados desvios estandar, producto del clima erratico que caracterizd estos
ultimos afios (Figura 1). A su vez, la década del 2010 se caracterizd por un incremento
en la superficie sembrada en fechas de siembra tardia, pasando de un 33% en el 2011
hasta un pico de 60% en el 2015, para luego estabilizarse alrededor de un 48% en las

campafias posteriores (Gago etal., 2018). Estos ultimos resultados remarcan la
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importancia de seguir buscando ampliar la base genética del maiz y explorar nuevas
tecnologias que nos permitan obtener mayores rendimientos y cultivos mas eficientes y

estables.

Figura 1. Evolucion de los rendimientos del cultivo de maiz en el periodo 1970-
2019.
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Referencias: Datos de rendimiento promedio de maiz desde el afio 1970 al 2019. Fuente: Ministerio de

Agroindustria de la Republica Argentina (Minagri, 2020).

Mejoramiento y generacion de estructuras genéticas en maiz.

A lo largo del proceso evolutivo de seleccion antrdpica, el hombre ha aplicado
sobre esta especie diversos procesos de seleccion genética derivado en la generacion de
distintas estructuras genéticas. En este trabajo, se analizaran tres tipos de estructuras que

se describen a continuacion:
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Tipo A. Poblaciones de polinizacion abierta y/o seleccion masal. Son producto
del mejoramiento de los propios agricultores. Las personas que domesticaron el maiz por
primera vez, han seleccionado plantas y cultivares para satisfacer sus deseos y
necesidades y, al hacerlo, desarrollaron miles de variedades locales adaptadas a una
multitud de entornos, asi como con una amplia gama de rasgos morfoldgicos y de calidad
(Duvick, 2005). La unidad de seleccion comprende los fenotipos no replicados de plantas
individuales (Hallauer et al., 1988). Los cultivares no adaptados (o a veces cruces de
cultivares) se volvieron a seleccionar con €xito para su adaptacion a la nueva region, pero
después del avance inicial, las ganancias en rendimiento fueron pequefas o inexistentes.

Tipo B. Hibridos (simples, dobles y tres vias). La heterosis o vigor hibrido es la
base del mejoramiento genético por hibridacion. Se define como el exceso de vigor de la
F1 (primera generacion) de un hibrido en relacion con el promedio de sus progenitores
(Hallauer et al., 1988). En la produccién comercial de maiz se usan tres tipos de hibridos:
cruza simple, cruza tres vias y cruza doble. El rendimiento potencial de los tres tipos de
hibridos es: cruza simple > cruza tres vias > cruza doble (Hallauer et al., 1988).

Tipo C. Poblaciones sintéticas o Compuestos sintéticos. Son genotipos en
equilibrio producto del cruzamiento de lineas o hibridos simples o dobles. Los sintéticos
se pueden obtener mediante un cruzamiento aleatorio de un compuesto de hibridos y son
seleccionados por su aptitud combinatoria general. De la segunda generacion en adelante
la semilla puede usarse directamente en la produccién comercial (Marquez-Sanchez,

2008).

Potencialidad Genética del maiz para producir Bioetanol y Forraje.
Al buscar la generacion de hibridos doble proposito para la produccion de grano

y biomasa lignoceluldsica, Ertiro et al. (2013) encontraron que existen relaciones
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contrapuestas entre las variables de rendimiento y las de calidad del rastrojo, por lo que
proponen estudiar mas a fondo la relacion entre el rendimiento del grano y los rasgos de
calidad, incluido el impacto del genotipo. El aumento de la lignina fue la consecuencia
estructural necesaria para sostener el incremento del tamafio de la espiga de los hibridos
actuales (Barricre et al., 2005; Duvick, 2005). No obstante, las variedades locales de maiz
retienen mas diversidad de nucledtidos y muestran menor diferenciacion genética de su
progenitor salvaje que otras especies cultivadas. Esto probablemente se deba a un su gran
variabilidad y su sistema de apareamiento cruzado (Hufford et al., 2012). En este sentido,
varios autores han encontrado que la lignina es el principal compuesto que limita el acceso
de las enzimas a los polisacaridos de la pared celular, reduciendo asi la degradabilidad de
la biomasa lignoceluldsica para el ganado rumiante (Jung et al., 2000; Torney et al., 2007)

y en la potencial produccion de etanol.

Ilustracion 2. Expresion de rasgos BMR en hojas y tallos de genotipos de maiz.

Referencias: Hojas de maiz con la nervadura central marron (izquierda), comparacion de tallo de maiz
BMR vs. tallo de maiz sin el rasgo (derecha).

Las comparaciones entre los hibridos de maiz sugieren que existe variacion
genética, que podria aprovecharse para aumentar el rendimiento de etanol por unidad de
area, por ejemplo, alterando la concentracion de lignina (Lorenz et al., 2009a), como son
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los mutantes “brown midrib” (BMR) (Barri¢re et al., 2017) (Ilustracion 2). En estos
genotipos, se ven afectados distintos pasos de la ruta metabolica durante la sintesis de la
lignina, produciendo un aumento de la digestibilidad de la fraccion vegetativa (Barri¢re
etal., 2017). No obstante, la reduccion en el contenido de lignina generalmente va
acompanada por una reduccion en la biomasa, por consiguiente, cualquier reduccion de
¢sta deberia estar compensada por un incremento en el rendimiento de azucares totales
fermentables (Pedersen et al., 2005). Por otro lado, (Barriére et al., 2017) plantean la
utilizacion de germoplasma con elevada digestibilidad de la pared celular, como la linea
parental INRA F4, la cual alcanza valores de digestibilidad tan altos como los observados
en varias lineas con el gen bm3 (BMR).

Algunos autores (Lauer et al., 2001; Barriere et al., 2005, 2017) plantean que la
seleccion para rendimiento en grano y resistencia al vuelco, podrian disminuir la calidad
del forraje y como consecuencia, su aptitud potencial para producir bioetanol a partir del
rastrojo. Lorenz et al. (2010) proponen incrementar la altura de la planta, el diametro y la
densidad del tallo, el area foliar y retrasar la senescencia, lo cual permitiria lograr
aumentos de rendimiento en el grano y en la produccion de biomasa lignoceluldsica. De
esta manera se podrian seleccionar hibridos con elevados rendimientos tanto para grano
como para la fraccidbn vegetativa. Estos antecedentes remarcan la importancia de
encontrar fuentes de variabilidad genética para la produccion de silaje y de este recurso
energético sin comprometer el rendimiento en grano. Ejemplos de esta biisqueda son el
Proyecto de Maiz Latinoamericano (LAMP) y el Proyecto de Mejoramiento de
Germoplasma de Maiz (GEM) cuyo objetivo es introducir germoplasma nuevo en los
programas de mejoramiento actuales (Pollak, 2001). Un proyecto similar (a menor escala)
fue realizado por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en Argentina

en el que se evaluaron 300 accesiones Argentinas en una etapa preliminar para combinar
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la capacidad de rendimiento de grano en cruces con cuatro evaluadores de base y origen
exotico, y se seleccionaron los mejores treinta (10%) (Delucchi et al., 2012). Varios
autores (Bertoia et al., 2006; Incognito et al., 2013, 2016; Bertoia y Aulicino, 2014)
proponen evaluar la “aptitud forrajera” de poblaciones locales y utilizar las selectas como
fuentes de alelos favorables en cruzamientos con lineas comerciales, para generar nuevos
hibridos forrajeros. En este sentido, definiremos “aptitud forrajera” como la sumatoria de
atributos de rendimiento y calidad forrajera que mejoran la produccion animal por unidad

de superficie en relacion al forraje consumido (Bertoia et al., 2006).

Composicion de la biomasa lignocelulosica del maiz.

El rastrojo de maiz, es el residuo que queda después de la cosecha del grano y se
compone principalmente de celulosa (35-39,6 %), hemicelulosa (16,8-35 %) y lignina (7-
18,4%) (Passoth y Sandgren, 2019). Resulta ser una fuente abundante y barata de biomasa
lignoceluldsica para la produccion de bioetanol de segunda generacion. Lorenz et al.,
(2010) plantean la importancia de utilizar al rendimiento de biomasa aérea total del maiz
como rasgo principal en algunos programas de mejoramiento, reemplazando en
protagonismo al rendimiento en grano. Esto se debe a la creciente demanda de la

utilizacion de la planta completa de maiz con fines de silaje, bioetanol, biogas, etc.
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Ilustracion 3. Esquema de la distribucion de las distintas fracciones de fibra en el

tejido vegetal.
\J . \J g U Celulosa
Lignina
% La" X ‘L" U ; l;,r . Hemicelulosa

La biomasa lignoceluldsica de la planta de maiz presenta una estructura compleja
compuesta de tres fracciones que deben ser procesadas por separado para asegurar su
conversion eficiente a etanol: celulosa, hemicelulosa y lignina (Ilustracion 3).

La celulosa esta formada por largas cadenas de D-glucosa con un grado elevado
de polimerizacion (Carpita, 1996). Debido al tipo de enlace B (1-4), la molécula tiene
forma lineal (Ilustracion 3). La formacion de numerosos puentes de hidrogeno intra e
intermoleculares hacen de la fibra de celulosa una estructura muy firme y poco sensible
a la degradacion, dificultando su hidrélisis. No obstante, una vez que se producen los
azucares simples, pueden fermentarse sin inconvenientes (Hatfield, 1993).

La hemicelulosa estd formada principalmente por glucuronoarabinoxilano
(GAX), un polimero de unidades de a-xilosa unidas por enlaces a-1,4 (Carpita, 1996)
(Ilustracion 3). Su naturaleza ramificada hace que la hemicelulosa sea amorfa y
relativamente facil de hidrolizar a sus azlicares constitutivos. Sin embargo, la xilosa es
un azucar dificil de fermentar a etanol (Hatfield, 1993).

La lignina es un polimero tridimensional amorfo formado por la polimerizacién

deshidrogenante de unidades de fenilpropano ligadas por enlaces C-O-C y C-C, que se
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alternan de manera desordenada (Ilustracion 3).Los mondémeros que la forman son los
denominados alcoholes parahidroxicinamilicos (p-cumarilico, coniferilico y sinapilico)
(Carpita, 1996). La lignina interacciona con los demds polisacaridos disminuyendo el
valor nutricional del forraje y la aptitud de la biomasa lignoceluldsica para la produccion
de bioetanol (Grabber, 2005), incrementando la resistencia de los tejidos a la accion de
enzimas hidroliticas (Jung y Casler, 2006). Definiremos “aptitud de la biomasa
lignocelulosica” como la sumatoria de atributos de rendimiento y calidad que contribuyen
a la produccion de bioetanol lignocelulosico.

La concentracion de lignina y su composicion, esta correlacionada negativamente
con la degradabilidad de la pared celular, y su capacidad para producir bioetanol
lignoceluldsico (Zeng et al., 2014). Segin Jung et al. (2000) existen distintos grados de
respuesta a la lignificacion, pudiéndose generar a través de variaciones en la estructura
tridimensional y composicion de la lignina. También pueden ocurrir cambios en su
hidrofobicidad, grado de incrustacion e intensidad de entrecruzamiento con los demas
carbohidratos estructurales o modificando su accesibilidad a la accion de enzimas
hidroliticas. Por lo que no siempre menores contenidos de la misma implican incrementos
en la digestibilidad (Jung et al., 2000).

La estructura compleja y variable de la lignina solo puede ser degradada por unos
pocos microorganismos, incluyendo bacterias como Streptomyces sp. y hongos como
Nocardia sp. y basidiomicetes (hongos de pudricion parda y de podredumbre blanca,
respectivamente) (Thevenot et al., 2010). Sin embargo, hasta ahora no hay ninguna
evidencia de la existencia de algun organismo capaz de usar la lignina como fuente de
alimento para la vida (Zeng et al., 2014). Es por ello que un rastrojo ideal debe presentar
una elevada concentracion de celulosa y hemicelulosa, una alta digestibilidad y una baja

concentracion de lignina (Dien et al., 2006).
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La biomasa lignocelulosica del rastrojo puede transformarse en etanol mediante
procesos similares a los que son sometidos los forrajes en un rumen (Lorenz et al., 2009a).
En este sentido, Lorenz et al. (2009b) encontraron en ensayos de SSF (Sacarificacion y
fermentacion simultdnea) que la variacion en el rendimiento de etanol medido esta
determinada por la convertibilidad de los azucares en bioetanol, més que por el contenido
de carbohidratos estructurales. Esta convertibilidad estaria fuertemente correlacionada
con los métodos de calidad del forraje, como la digestibilidad ruminal in vitro de la
materia seca, la digestibilidad de la fibra (DFDN) y contenido de lignina. Las barreras
que enfrentan estos organismos vivos para acceder a los carbohidratos de la pared celular
son las mismas que ocurren en los procedimientos de la SSF (Dowe y Mcmillan, 2001) y
mas recientemente en SSCF (co-fermentacion simultdnea con la sacarificacion) (Liu y
Chen, 2016; Zhang y Bao, 2017; Qin et al., 2018). Todas las variables utilizadas
comuinmente en investigacion en nutricion de rumiantes, son de facil determinacion y

calibracion mediante NIRS (Grabber, 2005; Lorenz et al., 2009a)

Biocombustibles derivados de maiz.
Marco mundial de la produccion de biocombustibles.

La produccién de biocombustibles, bioetanol y biodiesel, constituyen las formas
mas prometedoras de energias renovables para las que Argentina presenta ventajas
comparativas importantes. Al hablar de bioetanol, nos referimos al combustible de origen
bioldgico, de caracter renovable que se obtiene a partir de la fermentacion alcoholica de
materias primas de origen bioldgico. Este bio-sustituto de las naftas puede utilizarse
directamente como aditivo antidetonante en pequeiias proporciones (5 a 10 %), o
transformado en el aditivo ETBE (etilterbutil éster) para reemplazar al MTBE

(metilterbutil éster). EI ETBE es utilizado numerosas experiencias en el mundo con
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beneficiosos impactos ambientales. Ademas, puede emplearse como combustible directo
(sin corte con hidrocarburos fosiles) en su forma no anhidra, en motores especificamente
disenados a tal efecto, o en cualquier proporcidon de corte con naftas de origen fosil (10 a

85 %) en motores con tecnologia FFV (Flexible Fuel Vehicles).

La Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO)
prevé que la produccion mundial de etanol aumentara 14 % durante el periodo 2017-
2026, pasando de cerca de 120 Mml (mil millones de litros) en 2016 a alrededor de 137
Mml para 2026 (FAO, 2017). Los cereales secundarios y la caia de azicar se mantendran
como la principal materia prima para la produccion de etanol (Figura 2). En este
escenario, la produccion de etanol utilizard un 15% de la produccién mundial de maiz y
un 20 % de la de cafia de azicar (FAO, 2017). Se estima que el etanol de biomasa

represente alrededor de 0,5 % de la produccion mundial de etanol para 2026.

Figura 2. Porcentaje de materias primas utilizadas para la produccion de

biocombustibles a nivel mundial.
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Fuente: OCDE-FAO Perspectivas Agricolas 2017-2026, Estadisticas de la OCDE sobre agricultura (FAO,
2017).
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El cultivo de maiz es mundialmente utilizado para la produccion de
biocombustible. La mayor parte del etanol derivado de este cereal se obtiene mediante la
fermentacion de azacares del almidon del grano, clasificando a estos biocombustibles
como de “primera generacion”. Este uso ha generado un gran dilema: “Alimento vs.
Energia”, surgiendo asi la necesidad de buscar fuentes locales de energia, basadas en la
extraccion de biocombustibles a partir de la biomasa lignocelulésica o etanol de “segunda
generacion”, que no comprometan la alimentacion. Esta produccion altamente renovable
actualmente presenta dificultades relacionadas con los altos costos de produccion y los
complejos procesos para su obtencion. Desde el afio 2006 se estan desarrollando a nivel
mundial procesos mas eficientes, capaces de lograr bajar los costos de conversion de los
polisacaridos e incrementar la degradacion de los azlcares resultantes (Dhugga, 2007).
Bajo tales perspectivas, en EE.UU. se estudi6 el grado potencial de erosion del suelo
provocado por la remocion del rastrojo de maiz, habiéndose demostrado que recolectar
el 75 % del mismo no generaria problemas de erosion (Graham et al., 2007). Amos y
Walters (2006) encontraron que la biomasa radicular del maiz al estado de madurez
fisiologica es aproximadamente el 20% de la biomasa total de la planta. Sin embargo,
segun Wilts et al., (2004) esta biomasa por si sola no es suficiente para mantener estable
el contenido de materia orgéanica del suelo. Johnson et al., (2004), proponen la enmienda
de los suelos con el subproducto de la fermentacion del rastrojo, como una alternativa

para disminuir el riesgo de erosion.

la implementacion de cultivos de servicio como el ray grass (Lollium sp.), avena
(Avena sativa), vicia (Vicia sp.) o rotaciones con pasturas de especies perennes (Garibay
et al., 1997) podria ayudar a disminuir los riesgos de erosion y a incrementar la fijacion

de carbono en estos sistemas. Bajo este marco, seria de sumo interés estudiar los niveles
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de extraccioén permitidos para las distintas realidades de nuestros suelos y cudles serian
las enmiendas y rotaciones mas acordes, como especies perennes, para no degradar

nuestro principal recurso.

Produccion nacional de bioetanol de maiz.

La evolucion de la Produccion de Bioetanol en la Argentina ha llevado a que en
la actualidad el 56% del bioetanol producido se obtenga a partir del grano de maiz y el
44% restante de la cana de azlicar (Modernizacion, 2019) (Figura 3). En el pais la
produccion de etanol de segunda generacion se encuentra actualmente en una etapa
experimental. En la actualidad en el pais se presenta condicion de déficit en materia de
infraestructura y el precio no resulta competitivo. Se espera que los progresos en el
desarrollo tecnologico, y en la eficiencia de los mismos, permitan reducir el costo actual,

pudiendo lograr la factibilidad de esta fuente alternativa.

Figura 3. Evolucion de la produccion de bioetanol del 2009 a 2018 en Argentina.
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azul). Fuente: Ministerio de Modernizacion de la Republica Argentina (2019).
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Existen diversos factores que estdn generando un incremento en la demanda de
este producto, destacandose el aumento del precio del petroleo, la creciente demanda de
combustible y energia y los intereses de proteccion ambiental, expresados en el Protocolo
de Kioto (Patrouilleau et al., 2007). En este sentido, Argentina promulg6 la ley N° 26.093
en el afio 2006 para estimular la produccion de biocombustibles. Se establecid que a partir
del afio 2010 todos los combustibles que se expendieran en el pais (gasoil y naftas)
deberian contener un corte minimo del 5% de biocombustibles. Su implementacion
obligatoria se prorrogo a partir del 1° de enero del 2012. Este valor de corte se incrementd

al 12% en el 2016, mediante el Decreto N° 543,

La produccion de maiz de Argentina redondea 8,5 millones de ha, de las cuales 7
millones se destinan a cereales y el area restante se utiliza para las reservas de forraje
(Minagri, 2020). Argentina destina unicamente el 4% de la cosecha de granos a su
conversion en bioetanol. Si se logran superar las barreras para generar etanol de segunda
generacion, la Argentina tendria la capacidad de abastecer la creciente demanda de
biocombustible con la produccion a partir del rastrojo de maiz, sin comprometer el

recurso alimenticio.

Proceso de produccion de bioetanol lignoceluldsico.

La produccion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica se basa en el
pretratamiento e hidrélisis de la materia prima, para lo cual se presentan tres procesos:
hidrolisis 4cida, hidrolisis enzimatica y procesos termoquimicos. El pretratamiento tiene
como finalidad desintegrar la matriz de carbohidratos de tal manera que la celulosa

reduzca su grado de cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la mas adecuada
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para el posterior ataque enzimatico. Adicionalmente, la mayor parte de la hemicelulosa
se hidroliza durante el pretratamiento y liberando la lignina, o incluso puede
descomponerse en algunos casos, produciendo compuestos perjudiciales para el proceso
fermentativo subsiguiente. En una etapa posterior, la celulosa liberada es sometida a
hidrolisis enzimatica, obteniéndose una solucion de azicares fermentables que contiene
principalmente glucosa, asi como pentosas (xilosas) resultantes de la hidrdlisis inicial de
la hemicelulosa (Sun y Cheng, 2002). Un problema a resolver es disminuir los costos

relacionados con la conversion de polisacaridos a azicares simples.

Iustracion 4. Planta piloto de produccion de bioetanol 100 kg/hora. INP Toulouse,

Francia.

Referencias: 1. Extrusor de tornillo, 2. Transportador de extrusado, 3. Fermentador SSCF. Fuente: Hilbert
J. 18/4/2020 “Biocombustibles de segunda generacion”. Charla técnica CPIA (Consejo de Profesionales de
Agro, Alimentos y Agroindustria) Proyecto Babet Real 5 https://www.babet-real5.eu/. Planta Piloto del
Instituto Nacional Politécnico (INP) de Toulouse, Francia.

Una opcion podria ser la disminucion en el nimero de procesos como sucede en
la SSF (Dowe y Mcmillan, 2001), donde los dos ultimos pasos, hidrdlisis enzimatica y
fermentacion, pueden ser combinados en una sola operacion. En la actualidad, proceso

de fermentacion y sacarificacion en simultdneo (SSF) se destina la produccion de
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bioetanol a partir del almidon del grano de maiz, implicando primero un tratamiento con
amilasa a elevada temperatura y luego el enfriamiento hasta los 30-37 °C y agregado de
glucoamilasa y la inoculacion de las levaduras (Ojeda et al., 2011). Por otro lado, en los
procesos de segunda generacion (Ilustracion 4), se emplea el proceso de co-fermentacion
simultdnea con la sacarificacion (SSCF) de mayor eficiencias en el tratamiento de
biomasas lignoceluldsicas (Ojeda et al., 2011). En la SSCF, la hidrolisis enzimatica de la
biomasa pretratada ocurre simultineamente con la co-fermentacion de hexosas (C6)
derivada de la celulosa (principalmente glucosa) y pentosas (C5) derivadas de la
hemicelulosa (principalmente xilosa y arabinosa) por Saccharomyces cerevisiae
genéticamente modificada (Qin et al., 2018). No obstante, ain queda mucho por trabajar
en lograr mejorar la eficiencia de estos procesos de conversion. Segun Yang y Wyman
(2008), las cepas de levadura nativas de Saccharomyces cerevisiae solo son eficientes
fermentando hexosas. Es por eso que algunos autores sugieren considerar inicamente a
la fraccion de celulosa en sus ecuaciones de estimacion de produccion de bioetanol
(Cotton et al., 2013). Sin embargo, durante la ultima década se han llevado a cabo muchos
estudios de ingenieria genética para introducir los genes de la ruta de la fermentacion de
azucares C5 en el metabolismo de Saccharomyces cerevisiae y otros microorganismos
como Escherichia coli (Zhang et al., 2015; Liu 'y Chen, 2016; Zhang y Bao, 2017). Segiin
Wang et al. (2019), combinando la levadura convencional y la mejorada genéticamente
se podria evitar la represion de la absorcion de glucosa y la relacion glucosa/xilosa de la
via metabolica en la levadura C5/C6. Estos importantes avances en la microbiologia,
combinados con la tecnologia se SSFC resultan de suma importancia para el futuro de la
refineria de bioetanol lignocelulosico, ya que permite reducir el costo de inversion,
ahorrar energia y lograr mayor productividad de etanol (Ojeda et al., 2011; Qin et al.,

2018). Por lo tanto, las ecuaciones actuales de estimacion de produccion de bioetanol a
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partir de materiales lignocelulésicos contemplan tanto la conversion de la celulosa como
de la hemicelulosa (Zhao et al., 2009; Barros-Rios et al., 2016; Bonin et al., 2016; Liu y

Chen, 2016; Zhang y Bao, 2017; Tang et al., 2018; Almeida et al., 2019).

Por otro lado, en la Universidad Estatal de Michigan mediante ingenieria
genética han desarrollado el maiz “Espartano”, el cual produce sus propias celulasas
dentro de la pared celular de hojas y tallos, las que convierten la celulosa y hemicelulosa

en azlcares cuando se las somete a una temperatura de 70 °C (Sticklen, 2007, 2008).

El desarrollo de maquinaria que permita cosechar el grano y el rastrojo en un tinica
operacion (Shinners et al., 2007) es una tecnologia que actualmente ya se encuentra en el
mercado (Ilustracion 5) que también permite disminuir los costos. Estos equipos de
magquinaria especializada se han generado en paises donde tienen mas desarrollada la

produccion de bioetanol lignoceluldsico, como es el caso de Estados Unidos.

Iustracion 5. Sistema simultanea de cosecha de granos y de biomasa lignocelulésica

y rollo de biomasa de rastrojo de maiz.
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Objetivos e hipotesis

Objetivo general

Evaluar e identificar germoplasma de maiz de distintos origenes geograficos y

grado de mejoramiento genético disponibles en la Argentina, buscando seleccionar

genotipos destacados por su aptitud para la produccion potencial de bioetanol

lignocelulosico.

Objetivos especificos

a)

b)

d)

Estimar componentes fenotipicos, genéticos y ambientales en relacion a la
calidad nutricional y rendimiento de la fraccion vegetativa en los dos estados

de madurez de cosecha (silaje y grano).

Correlacionar las variables de rendimiento y calidad en dos estados de
madurez diferentes de la fenologia del cultivo para estimar la produccion

potencial de silaje y de bioetanol lignocelulosico.

Clasificar el germoplasma a través de variables de rendimiento y calidad
nutricional de la fraccion vegetativa para identificar grupos con diferenciales

aptitudes para la produccion potencial de etanol celulosico.

Evaluar las variaciones cuali-cuantitativas que suftre la fraccion vegetativa de

maiz al pasar del estado de madurez de cosecha para silaje al de grano, y su

aptitud para la produccion potencial de bioetanol lignocelulosico.
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Hipatesis

I. Las principales variables que definen la calidad de la fibra de la fraccion
vegetativa de la planta de maiz estan controladas por un importante efecto

genético y un escaso efecto ambiental.

II.  Las poblaciones locales de mayor produccion de rastrojo presentan mayor aptitud
potencial para la produccion de bioetanol de segunda generacion debido a su

mayor calidad del componente vegetativo.

III.  Los genotipos de maiz con elevada aptitud forrajera en el estado de madurez de
cosecha para silaje, presentan elevados rendimientos potenciales para la

produccion de bioetanol lignoceluldsico en el estado de cosecha de grano.
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Materiales y Métodos en general de los experimentos

Descripcion general de los experimentos

Para cumplir con los objetivos propuestos y poner a prueba las Hipdtesis
planteadas se llevaron a cabo una serie de mediciones sobre la base de un mismo ensayo
repetido en 3 aflos consecutivos en la misma localidad.

La Hipétesis I se puso a prueba en el Capitulo II, donde se estimaron los
componentes fenotipicos, genéticos y ambientales en relacion a la calidad nutricional y
su rendimiento de la fraccion vegetativa en los dos estados de madurez.

La Hipotesis II se contrastd en los Capitulos III y IV. En el Capitulo III se
correlacionaron las variables de rendimiento y de calidad de la biomasa vegetativa en los
dos estados de la fenologia del cultivo, para luego aplicar técnicas multivariadas de
clasificacion y asi poder agrupar a los genotipos seglin su comportamiento. En el Capitulo
IV se confeccionaron Indices de seleccion para agrupar genotipos con rasgos favorables
para la produccion de grano y bioetanol lignocelulésico.

La Hipotesis I1I se contrastd en el Capitulo V, donde se evaluaron las variaciones
cuali-cuantitativas que suftre la fraccion vegetativa de maiz al pasar del estado de madurez
de cosecha para silaje a postcosecha de grano, y su aptitud para la produccion potencial

de bioetanol lignocelulésico.

Condiciones generales de los experimentos

Los experimentos se realizaron en el Campo experimental de la FCA-UNLZ
ubicado en Virrey del Pino, (34°49759,45""Sur; 58°43°17,98""Oeste) durante 3 afios
consecutivos, con las siguientes fechas de siembra: 10/12/2012, 30/10/2013 y

29/10/2014.
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La siembra se realiz6 en forma manual, colocando dos semillas por golpe. Las
parcelas experimentales consistieron en dos surcos de 5 m de largo, separados a 0,5 m
entre si. En el estadio de V3 de la escala fenologica de Ritchie y Hanway (1982)
(Ilustraciéon 9, Tabla 22, Anexo), se realizo el raleo de plantas para obtener la densidad
final de 8 plantas m™ y se fertilizo con 100 kg ha™! de fosfato diamonico. En Vg, se fertilizo

con 100 kg ha'! de urea, con la finalidad de asegurar la suficiencia nutricional del cultivo.

El control preventivo de insectos de suelo se efectud con carbofuran (3 1 ha') en
formulacion liquida, mediante aplicacion directa al surco de siembra. Con el objetivo de
prevenir la interferencia por malezas, se realizé un control quimico mediante la aplicacion

de 4 1 ha'! de atrazina, 2 1 ha! de acetoclor y 0,5 1 ha™! de flumetsulam en preemergencia.

Caracterizacion ambiental

Condiciones meteoroldgicas

Para la caracterizacion meteorologica se utilizaron los datos de temperatura
minima y maxima del aire y precipitaciones en registrados en lapsos de 24 hrs. provistos
por la estacion meteorologica de INTA Castelar durante todo el ciclo de cultivo en todos

los experimentos (Figura 4).
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Figura 4. Condiciones meteorologicas del experimento durante las campaias 2012
(a), 2013 (b) y 2014 (c).
Campaﬂa 2012
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Los valores de temperaturas (medias, minimas y maximas) y precipitaciones

medias fueron calculados para el periodo siembra a cosecha de cada ensayo (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones meteorologicas de los experimentos.

Temperatura del aire

Media Minima Maxima Precipitaciones
Ao °C °C °C mm
2012 23,5 7,9 37,1 531
2013 23,3 6,4 38,5 930
2014 22,3 5,6 35,0 567

Referencias: Afio, Temperatura media, minima y maxima del aire del periodo siembra-R1 (°C) y
precipitaciones durante el periodo siembra-cosecha (mm).

Condiciones edaficas

Los ensayos se realizaron sobre una loma caracterizada por un suelo Argiudol. El
lote provenia de una pastura degradada de festuca (Festuca arundinacea). El muestreo de
suelos se realizé el primer afio de evaluacion antes de comenzar los ensayos, en el mes
de septiembre del 2012. Los 3 afios de evaluacion se realizaron sobre el mismo lote por
lo cual no se repiti6 el andlisis. Las muestras de suelo fueron tomadas con un barreno
tubular a dos profundidades (0 a 20 cm y de 20 a 40 cm), segin la determinacion
correspondiente. El método de muestreo fue en zig-zag, realizando 15 repiques en la
superficie destinada al ensayo, con los que se conformd una muestra compuesta de
aproximadamente 1 kg, que se remitié al Laboratorio de Suelos de la Asociacion de
Cooperativas Argentinas para su andlisis. A continuacion, se detallan los valores de los

analisis de suelo realizados (Tabla 2).
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Tabla 2. Valores de los principales indicadores de la calidad del suelo.

Variable Unidad Valor Condicion
M.O. g/mg 5,14 Adecuado
N-NO3 (0 a 20 cm) mg/kg 69,4 Adecuado
N-NO3 (20 a2 40 cm) mg/kg 14,70 Intermedio

P extraible mg/kg 42,30 Adecuado
S(0a20cm) mg/kg 14,30 Intermedio

pH 5,60

Ca mg/kg 7,61 Adecuado

Mg mg/kg 1,73 Intermedio

K mg/kg 2,44 -

Referencias: M.O. (Materia organica), N-NO3 (Nitrogeno de Nitratos), P extraible (Fosforo extraible), S
(Asufre), Ca (Calcio), Mg (Magnesio), K (Potasio).

Disefio Experimental

El germoplasma se evalud en ensayos experimentales realizados durante 3 afios
consecutivos en la misma localidad. En razon del alto nimero de genotipos a evaluar y el
escaso numero de semillas, se adoptdé un disefio aumentado de bloques incompletos
(Federer, 1961; Federer et al., 2001). Los disefios aumentados son una herramienta
importante cuando se evalila numerosos entradas ya que permiten el control de la
variabilidad local utilizando “n” testigos sistematicamente espaciados y repetidos “r”
veces, mientras que los genotipos se incluyen una sola vez en el experimento (Federer,

1961; Federer et al., 2001).
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Genotipos evaluados
Se evaluo germoplasma de maiz con distintas estructuras genéticas:

e Tipo A. Poblaciones de polinizacién abierta y/o seleccion masal, grupo de
genotipos con caracteristicas comunes.

e Tipo B. Hibridos (Hibridos simples y tres vias) siendo el grupo de individuos mas
homogéneos y estables.

e Tipo C. Compuestos sintéticos, compuesta por grupos de genotipos en equilibrio.
Para una mejor interpretacion de los resultados, se formaron grupos a priori no

s6lo en funcidn de su estructura genética, sino también de sus rasgos como tipo de grano,
ciclo, grado de mejora, destino de seleccion y origen.

Los grupos de genotipos se conformaron de la siguiente manera:

e Grupo 1: 100 poblaciones locales (Tipo A) provenientes de distintas regiones de
la Republica Argentina, cedidos por el Banco de Germoplasma del INTA
Pergamino (ID: 1 a 100) (Tabla 3).

e Grupo 2: 12 hibridos comerciales con un elevado nivel de mejora granifera (Tipo
B) (ID: 101 a 112) (Tabla 4).

e Grupo 3: 24 hibridos experimentales sileros, genotipos pre-comerciales
forrajeros con caracteristicas intermedias entre un material granifero y un ideotipo
silero (Tipo B) (ID: 113 a 115y 131 a 144) (Tabla 5).

e Grupo 4: 5 hibridos precoces franceses (Tipo B) (ID: 116 a 120) (Tabla 6).

e Grupo 5: 10 compuestos sintéticos (Tipo C), con distintos destinos de seleccion

(graniferos, sileros, tropicales y BMR) (ID: 121 a 130) (Tabla 7).
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Tabla 3. Poblaciones locales de Argentina utilizadas en los experimentos (Grupo 1).

ID Genotipo Caracteristica Origen Rango de Ciclo*
1 ARZMO01008 CRISTALINO COLORADO Buenos Aires COMPLETO
2 ARZMO01010 CRISTALINO COLORADO Buenos Aires COMPLETO
3 ARZMO01046 CRISTALINO COLORADO Buenos Aires COMPLETO
4 ARZMO01066 CRISTALINO COLORADO Buenos Aires COMPLETO
5 ARZMO01081 CRISTALINO COLORADO Buenos Aires COMPLETO
6 ARZMO1108 AMARILLO OCHO HILERAS Buenos Aires PRECOZ
7 ARZMO1110 PISINGALLO Buenos Aires PRECOZ
8 ARZMO1113 DULCE Buenos Aires PRECOZ
9 ARZMO1114 DULCE Buenos Aires PRECOZ
10 ARZMO1125 CALCHAQUI Buenos Aires PRECOZ
11 ARZMO01129 BLANCO OCHO HILERAS Buenos Aires PRECOZ
12 ARZMO02001 CRISTALINO COLORADO Santa Fe COMPLETO
13 ARZMO02005 CRISTALINO COLORADO Santa Fe COMPLETO
14 ARZMO02006 CRISTALINO COLORADO Santa Fe COMPLETO
15 ARZMO02008 CRISTALINO COLORADO Santa Fe COMPLETO
16 ARZMO02011 CRISTALINO COLORADO Santa Fe COMPLETO
17 ARZMO02014 CRISTALINO COLORADO Santa Fe COMPLETO
18 ARZMO02020 CRISTALINO AMARILLO Santa Fe COMPLETO
19 ARZMO03002 CRISTALINO COLORADO Entre Rios COMPLETO

20 ARZMO03003 CAMELIA Entre Rios COMPLETO

21 ARZMO03015 DENTADO BLANCO Entre Rios LARGO

22 ARZMO03023 CAMELIA Entre Rios COMPLETO
23 ARZMO03026 CALCHAQUI Entre Rios PRECOZ

24 ARZMO03037 CAMELIA Entre Rios COMPLETO
25 ARZMO04004 AVATI MOROTI Corrientes COMPLETO

26 ARZM04005 PISINGALLO Corrientes PRECOZ
27 ARZMO04011 NO CLASIFICABLE Corrientes COMPLETO

28 ARZMO04018 CAMELIA Corrientes COMPLETO
29 ARZMO04026 AVATI MOROTI MITA Corrientes COMPLETO
30 ARZM04027 COMPLEJO TROPICAL Corrientes LARGO
31 ARZMO04070 AVATI PICHINGA Corrientes COMPLETO
32 ARZM04080 CANARIO FORMOSA Corrientes LARGO
33 ARZMO05040 PERLITA Misiones PRECOZ
34 ARZMO05070 AVATI MOROTI MITA Misiones COMPLETO
35 ARZMO05100 AVATI MOROTI Misiones COMPLETO
36 ARZMO06041 AVATI MOROTI Chaco COMPLETO
37 ARZMO06051 CRISTALINO COLORADO Chaco COMPLETO
38 ARZMO06060 PISINGALLO Chaco PRECOZ
39 ARZMO06077 AVATI MOROTI Chaco COMPLETO
40 ARZMO06083 CRISTALINO COLORADO Chaco COMPLETO
41 ARZMO06086 PISINGALLO Chaco PRECOZ
42 ARZMO06090 TUSON Chaco LARGO
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

66
67
68
69

70

71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

ARZMO06096
ARZMO06099
ARZMO07002
ARZMO07004
ARZMO07010
ARZMO07073
ARZMO07104
ARZMO07108
ARZMO07111
ARZM12125
ARZM13048
ARZM13120
ARZM13149
ARZM13164
ARZM13166
ARZM14029
ARZM14044
ARZM14045
ARZM14046
ARZM14048
ARZM14049
ARZM14052
ARZM14057

ARZM14063
ARZM 14064
ARZM14070
ARZM14079

ARZM15002

ARZM15005

ARZM15006
ARZM15007
ARZM15008
ARZM16015
ARZM16016
ARZM16050
ARZM16057
ARZM16069
ARZM17008
ARZM17013
ARZM17021
ARZM17029
ARZM17035
ARZM17050
ARZM17051

TUSON
CANARIO FORMOSA
DENTADO BLANCO
AVATI MOROTI
AVATI PICHINGA
AVATI MOROTI
AVATI MOROTI
VENEZOLANO
PERLITA
PISINGALLO
COMPLEJO TROPICAL
PERLA
DENTADO BLANCO
PISINGALLO
DENTADO BLANCO
AMARILLO OCHO HILERAS
CRISTALINO COLORADO
DENTADO BLANCO
CALCHAQUI
NO CLASIFICABLE
CRISTALINO COLORADO
CALCHAQUI

CRISTALINO COLORADO
CRISTALINO COLORADO Y
DENTADO

CRISTALINO COLORADO
PISINGALLO

CRISTALINO COLORADO
DENTADO BLANCO CON
AMARILLO
CRISTALINO COLORACO Y
BLANCO
DENTADO BLANCO CON
AMARILLO

PERLITA
DENTADO BLANCO
CRISTALINO AMARILLO
CRISTALINO COLORADO
CRISTALINO COLORADO
DENTADO BLANCO
CRISTALINO COLORADO
CRISTALINO COLORADO
CRISTALINO COLORADO
PISINGALLO
CRISTALINO COLORADO
CRISTALINO COLORADO
CALCHAQUI
AMARILLO OCHO HILERAS
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Chaco
Chaco
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Formosa
Catamarca
La Rioja
La Rioja
La Rioja
La Rioja
La Rioja
Coérdoba
Cérdoba
Coérdoba
Cérdoba
Coérdoba
Cérdoba
Coérdoba
Cérdoba

Cérdoba
Coérdoba
Cérdoba
Coérdoba

San Juan
San Juan

San Juan
San Juan
San Juan
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
San Luis
San Luis
San Luis
San Luis
San Luis
San Luis

San Luis

LARGO
LARGO
LARGO
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
LARGO
PRECOZ
PRECOZ
LARGO
PRECOZ
LARGO
PRECOZ
LARGO
PRECOZ
COMPLETO
LARGO
PRECOZ
COMPLETO
COMPLETO
PRECOZ
COMPLETO

COMPLETO
COMPLETO
PRECOZ

COMPLETO

LARGO

COMPLETO

LARGO
PRECOZ
LARGO
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
LARGO
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
PRECOZ
COMPLETO
COMPLETO
PRECOZ
PRECOZ
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87
88
89
90
91
92
93

94
95
96
97
98
99
100

ARZM17057
ARZM18001
ARZM18003
ARZM18009
ARZM18018
ARZM18021
ARZM18022

ARZM18023
ARZM18029
ARZM18030
ARZM18034
ARZM18042
ARZM18044
ARZM18050

PISINGALLO
CRISTALINO COLORADO
CRISTALINO COLORADO
CRISTALINO COLORADO

AMARILLO 8 HILERAS
AMARILLO 8 HILERAS

NO CLASIFICABLE
CRISTALINO AMARILLO
ANARANJADO

BLANCO 8 HILERAS
BLANCO 8 HILERAS
CRISTALINO COLORADO
CRISTALINO COLORADO
CRISTALINO COLORADO
BLANCO 8 HILERAS
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San Luis

La Pampa
La Pampa
La Pampa
La Pampa
La Pampa
La Pampa

La Pampa
La Pampa
La Pampa
La Pampa
La Pampa
La Pampa
La Pampa

PRECOZ
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
PRECOZ
PRECOZ
COMPLETO

COMPLETO
PRECOZ
PRECOZ
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
PRECOZ

Referencia: Las poblaciones nativas evaluadas figuran dentro del Catdlogo de germoplasma de maiz —

Argentina (INTA, 1997). Rango de Ciclo* fue informado en comunicacion personal por Marcelo Ferrer,

Curador del banco de germoplasma activo de la Estacion Experimental Agropecuaria Pergamino de INTA.

Tabla 4. Hibridos comerciales de Argentina utilizados en el experimento (Grupo 2).

Afio de

1D Genotipo Empresa Inscripcion Condicion genética
101 HC 417 MGRR2 ACA 2008 Hibrido simple
102 2752 MGRR2 DON MARIO 2011 Hibrido simple
103 DK 747 VT3P MONSANTO 2010 Hibrido simple
104 ARV 2155 HX ARVALES 2012 Hibrido simple
105 KM 4020 G KWS 2013 Hibrido simple
106 BG 6502 HR PIONEER 2012 Hibrido simple
107 PAN SE-203 PANNAR 2011 Hibrido simple
108 NK 907 TD/TG SYNGENTA 2010 Hibrido simple
109 SY 900 VIPTERA SYNGENTA 2012 Hibrido simple
110 SRMS553 MG SURSEM 2010 Hibrido simple
111 AX887 MG NIDERA 2010 Hibrido simple
112 M369 DOW 1991 Hibrido de tres lineas
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Tabla 5. Hibridos experimentales sileros utilizados en el experimento (Grupo 3).

1D Genotipo Empresa Origen Caracteristica
113 Pannar- A  PANNAR Sudafrica Silero
114 Pannar-B ~ PANNAR Sudafrica Silero
115 Pannar-C  PANNAR Sudafrica Silero
131 HESI DOW Argentina Silero
132 HES2 DOW Argentina Silero
133 HES3 DOW Argentina Silero
134 HES4 DOW Argentina Silero
135 HESS DOW Argentina Silero
136 HES6 DOW Argentina Silero
137 HES7 DOW Argentina Silero
138 HESS DOW Argentina Silero
139 HES9 DOW Argentina BMR
140 HES10 DOW Argentina Silero
141 HESI1 DOW Argentina Silero
142 HES12 DOW Argentina Silero
143 HESI13 DOW Argentina Silero
144 HES14 DOW Argentina Silero

Tabla 6. Hibridos precoces franceses utilizados en el experimento (Grupo 4).

1D Genotipo Empresa Caracteristica
116 Lindsey ZADEN-LIMAGRAIN PRECOZ
117 Adevey ZADEN-LIMAGRAIN PRECOZ
118 Sherley LIMAGRAIN PRECOZ
119 LG3264 LIMAGRAIN PRECOZ
120 LG30275 LIMAGRAIN PRECOZ

Tabla 7. Compuestos sintéticos utilizados en el experimento (Grupo 5).

ID Genotipo Empresa Caracteristica
121 CS Silaje 4 DOW Forrajero
122 CS Grano DOW Granifero
123 CS Silaje 2 DOW Forrajero
124 CS Silaje 1 DOW Forrajero
125 CS BMR DOW BMR
126 CS Silaje 3 DOW Forrajero
127 CS Tropical 2 DOW Tropical
128 CS Tropical 1 DOW Tropical
129 CS Tropical 4 DOW Tropical
130 CS Tropical 3 DOW Tropical
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Tabla 8. Testigos utilizados en los experimentos.

ID Genotipo Empresa Afio de inscripcion  Destino Grano Otro
145 DK72-10VT3P  Dekalb 2012 Granifero Semidentado
146 BMRI126HX DOW 2011 Forrajero Semidentado BMR
147 DK390VT3P Dekalb 2011 Granifero Semidentado

Los testigos utilizados fueron seleccionados por su mejor desempefio agronémico
rendimiento y calidad forrajera en los ensayos realizados por la catedra de Cerealicultura
de la FCA-UNLZ (Datos no publicados). El hibrido simple DK72-10VT3P (Dekalb) es
un genotipo de gran potencial de rendimiento en grano y buena adaptabilidad con una
madurez relativa de 122 dias. El genotipo BMR126HX (DOW) es un hibrido simple de
maiz que presenta el rasgo BMR destinado a silaje con una madurez relativa de 115 dias.
DK390VT3P (Dekalb) es un hibrido simple tropical con una elevada produccion de grano
y biomasa vegetativa de 150 dias de madurez relativa (Tabla 8). Los valores de madurez

relativa fueron extraidos de los catdlogos comerciales de las empresas semilleras.

La madurez relativa es un pardmetro tomado por las distintas empresas semilleras
para indicar diferencias relativas de ciclo entre distintos hibridos. No es un valor absoluto,
ya que el ciclo se modifica segun su fecha de siembra, afio, etc. pero mantienen el
ordenamiento general. Algunas empresas, establecen como criterio general, que por cada
2 unidades de diferencia de MR de un hibrido a otro, habra 1 punto de diferencia en su

humedad a cosecha.
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Ilustracion 6. Imagen del experimento durante la campaiia 2013 (Virrey del Pino,

1/3/2013).

Mediciones y estados de madurez evaluados

Para evaluar la aptitud forrajera de los genotipos se estudiaran las variables de
calidad y cantidad de la biomasa y la morfologia de planta, medidos en dos estados de
madurez del cultivo: coincidiendo con una madurez adecuada para silaje (Estado de
madurez para silaje, M1) y con la cosecha de grano y rastrojo (Estado de madurez para

cosecha para Rastrojo, M2).

Estado de madurez de cosecha para silaje (M1)

La cosecha se realiz6 cuando el 50% de las plantas de cada genotipo alcanzo
aproximadamente un 30-40% de materia seca de planta completa (MSpc), estado donde
se conjuga el maximo rendimiento con la mdxima calidad nutricional (Wiersma et al.,
1993) y la mejor conservacion del forraje (Cone et al., 2008). Este estado de madurez de

cosecha para silaje se determind mediante apreciacion visual de cada parcela dependiendo
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de la proporcion de espiga y secado general de la planta. Para confirmar el estado de
madurez, se realizé un muestreo de espigas al azar, buscando que la “linea de leche” se
encuentre en un rango entre 4 y % de madurez del grano dentro del estado fenoldgico de
Rs (Ritchie y Hanway, 1982) (Ilustracion 7). Se cosecho la mitad frontal de la parcela
experimental, separando las espigas de la planta y pesando las distintas fracciones por
separado. Para la determinacion de contenido de azicares en °B se tomo6 una muestra de
jugo mediante compresion fisica de la seccion de la cafia que porta la espiga de dos plantas
al azar de la parcela. La determinacion del contenido de azucares se realizo colocando la
muestra de jugo en un refractometro (Atago Pocket PAL-1), limpiando el equipo entre
muestras con agua destilada. Posteriormente, se tomaron otras dos plantas al azar y se
muestrearon por separado 200 g de cafia+hojas del fitomero que porta la espiga y 300 gr
del tercio medio de la espiga. Las muestras se secaron en estufa a 60 °C hasta peso
contante y se calculd el porcentaje de materia seca. Las muestras secas se molieron con
un molino de cuchillas hasta un tamafio de particula de 1 mm para proseguir con los

analisis de laboratorio.

Ilustracion 7. Avance de la linea de leche: Estado de madurez del grano de maiz

dentro de Rs.
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Variables evaluadas en el estado de madurez para silaje (M1)
Se midieron las siguientes variables consideradas de importancia en la evaluacion

de germoplasma destinado a la produccion de silaje:

1. Rendimiento en Materia Seca de Cafia+Hojas (t ha™!), RMSch.

2. Rendimiento en Materia Seca de Espiga (t ha!), RMSe.

3. Contenido de Materia Seca de Cana+Hojas (%), MSch.

4. Contenido de Materia Seca de Espiga (%), MSe.

5. Fibra Detergente Neutro de Cana+Hojas (%), FDNch.

6. Fibra Detergente Acido de Cafia+Hojas (%), FDAch.

7. Lignina Detergente Acido de Cafia+Hojas (%), LDAch.

8. Digestibilidad in vitro de la Materia Seca de Cafia+Hojas (%), DIVch.

9. Digestibilidad de la Fibra de Cafiat+Hojas (%), DFDNch.

10. Contenido de Azucares en la cafia (BRIX, °B) *.

11. Rendimiento en Materia Seca Digestible de Planta Completa (t ha'), RMSDpc.

12. Ciclo de siembra a floracién (Ry), (Ciclo, °C dia!), expresado como la sumatoria
térmica (3°C dia™') desde siembra hasta aparicion de las barbas en el 50 % de las plantas
que integren la parcela (R1) (Ritchie y Hanway, 1982) (Ilustracion 9, Tabla 22, Anexo).
Utilizando como temperatura base 10°C.
*BRIX: variable evaluada en M1 como predictora de la calidad del rastrojo para su futura

conversion en bioetanol.

Estado de madurez de cosecha de grano (rastrojo) (M2).
La cosecha se efectud después que el contenido de humedad del grano de cada
entrada fue inferior al 20%. Este estado de madurez de cosecha se determin6d mediante

apreciacion visual de cada parcela dependiendo secado de la espiga. Para confirmar el
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estado de madurez, se realizo muestreo de espigas al azar y se midio la humedad de una
muestra de grano de aproximadamente 200 gr con un humedimetro (Tesma modelo
campo). Este estado de madurez ocurri6 después del estado fenologico de Re del cultivo
(Ritchie y Hanway, 1982) (Ilustracion 9, Tabla 22, Anexo). Se pesaron 10 plantas en
competencia perfecta y luego se las despojaron de sus espigas. Posteriormente se tomo
una muestra de 200 g por entrada de la fraccidon de rastrojo correspondiente al fitbmero
que portaba la espiga. Las muestras fueron acondicionadas de la misma manera que en
MI. Las espigas se desgranaron, pesaron y se midi6 el contenido de humedad de grano
con un humedimetro (Tesma modelo campo) para obtener los valores de rendimiento en

grano (RG, t ha!) corrigiendo a un valor de humedad de 14,5%.

Variables evaluadas en el estado de madurez de cosecha de grano (rastrojo) (M2).
Se midieron las siguientes variables consideradas de importancia en la evaluacion

de germoplasma destinado a la produccion de grano y de etanol lignocelulésico:

1. Altura de la Planta. (m), ALTp.

2. Rendimiento en grano (t ha!), RG. (Corregido a 14,5 % de humedad).
3. Rendimiento en Materia Seca del Rastrojo (t ha''), RMSr.

4. Contenido de Materia Seca del Rastrojo (%), MSr.

5. Fibra Detergente Neutro del Rastrojo (%), FDNr.

6. Fibra Detergente Acido del Rastrojo (%), FDAr.

7. Lignina Detergente Acido del Rastrojo (%), LDATr

8. Digestibilidad in Vitro de la Materia Seca del Rastrojo (%), DIVr.

9. Digestibilidad de la Fibra del Rastrojo (%), DFDNr.

10. Rendimiento en Etanol Teorico Potencial (mil 1/ha), RETP.

11. Vuelco de plantas a cosecha de grano (%), V.
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12. Quebrado de plantas a cosecha de grano (%), Q.

Analisis de laboratorio mediante quimica humeda.

Los analisis del laboratorio humedo se basaron en las metodologias propuestas
por la A.O.A.C. (Association of Official Analytical Chemists, 1990), los protocolos
detallados se encuentran en el sitio web oficial de ANKOM Technology

(https://www.ankom.com/analytical-methods-support/fiber-analyzer-a2000).

Las fracciones analiticas de la fibra FDN y FDA fueron determinadas segtn los
métodos descriptos por Goering and Van Soest (1970) de manera secuencial. La lignina
fue determinada en acido sulfirico como LDA mediante el método de Van Soest et al.
(1991). La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIV) de la fraccion Cana+Hojas se
determind mediante el método enzimatico descripto por Gabrielsen (1986). Todas las
fracciones de quimica humeda, FDN, FDA, LDA y DIV, se estimaron utilizando bolsas
de P.E.T. (Tereftalato de polietileno) en el analizador de fibra ANKOM 220 (ANKOM
Tecnology, Macedon, NY, EE.UU.).

Para la determinacion de FDN que contiene las fracciones de Celulosa +
Hemicelulosa + Lignina, se pesaron 0,500 £0,005 g del material en las bolsas de P.E.T.
previamente taradas en balanza analitica. Una vez alcanzada la muestra de 0,500 g, se
sellaron con calor y colocaron en las bandejas del analizador de fibra. Las bolsas se
sometieron a una solucion de detergente neutro (lauril sulfato + etilen diamino tetra
acetato di sodico (EDTA sal) + sodio borato decahidro (Borax) + sodio fosfato di basico
+ trietilglicol + agua destilada) por 60 minutos a 100°C en agitacioén dentro del analizador
de fibra ANKON 220. Una vez finalizado el proceso, se descarga del detergente neutro
por la manguera de drenaje del equipo y se procedié a retirar las bolsas, las cuales

inmediatamente se presionaron en un colador para retirar restos de detergente contenido
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en el interior de las mismas. Luego, las bolsas se sumergieron en acetona durante 3
minutos para favorecer el secado y se extrajo la acetona utilizando la misma
prensa/colador. Se dejaron secar al aire y una vez secas, se llevaron para culminar el
secado a estufa de aire forzado a 65°C durante 48 hs aproximadamente hasta alcanzar
peso constante (AOAC, 1990).

El calculo de FDN se realizdo por diferencia de pesadas segin la siguiente

ecuacion:

Peso final-Peso de la bolsa

FDN (%) = ( ) 100

Peso de la muestra

Para la variable FDA, que comprende las fracciones Celulosa + Lignina, las
muestras provenientes de FDN, una vez pesadas en seco, se sometieron a una solucion de
detergente acido (H2SO4 + cetrimida + agua destilada) durante 60 minutos a 100°C en
agitacion, en el mismo analizador ANKOM 220. Se procede de igual modo que para el
analisis anterior.

El célculo de FDA se realiz6 por diferencia de pesadas segiin la siguiente

ecuacion:

Peso final-Peso de la bolsa

FDA (%) = ( ) 100

Peso de la muestra

La LDA (Lignina), se obtuvo tratando el residuo insoluble acido de las muestras
de FDA con acido sulfurico al 72% durante 3 horas, en un cristalizador o recipiente de
vidrio profundo de modo de embeber completamente las muestras y revolviendo a
intervalos regulares de tiempo, preferentemente cada 30 minutos. Luego, se retiraron las
muestras y presionaron utilizando la prensa o colador para eliminar el 4cido dentro de las
bolsas. Se lavaron con agua destilada para remover los restos del acido y se sumergieron

durante 3 minutos en acetona. Se extrajo la acetona y se secaron hasta peso constante
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como en los analisis anteriores. El residuo de la extraccion es la lignina. El célculo de

LDA se realiz6 por diferencia de pesadas segun la siguiente ecuacion:

Peso final-Peso de la bolsa FDA
Peso de la muestra FDA

LDA (%) = ( )*100

Dado que se utilizé la metodologia secuencial para el anélisis de las fracciones
analiticas de la fibra (Ila misma muestra de FDN luego fue utilizada para determinar FDA
y luego LDA), se estimaron los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina por
diferencia entre los porcentajes de las fracciones. El contenido de celulosa (Cel, %) fue
determinado como el porcentaje de tejido remanente al realizar la diferencia entre (FDA-
LDA), mientras que la hemicelulosa (Hem, %) resulté de realizar la diferencia entre
(FDN-FDA) (Goering y Van Soest, 1970). Estas variables fueron necesarias para poder
calcular rendimiento en etanol tedrico potencial del rastrojo (RETP, mil I/ha) mediante

siguiente ecuacion utilizada por Zhao et al. (2009):

mil |
RETP (W) = (Cel + Hem) * RMSr = 1,11« 0,85 0,51 « 0,85 = (1000|0,79)

Donde: Cel = Contenido de celulosa (%).

Hem = Contenido de hemicelulosa (%).

RMSr = Rendimiento en materia seca de rastrojo (t ha™).

1,11 = Factor de conversion de celulosa y hemicelulosa en azucar.

0,85 = Eficiencia del pasaje de celulosa y hemicelulosa a azucar.

0,51 = Factor de conversion de azucar en etanol.

0,85 = Eficiencia del pasaje de aztcar en etanol.

1000/0,79 = Peso especifico del etanol (g ml™).

La Digestibilidad in vitro (DIV) se calcul6 mediante el método de digestion
enzimatico de doble etapa utilizando un digestor Daisy II (ANKOM). Para ello, se

pesaron muestras de 0,250 + 0,005 g en bolsas secas de P.E.T., previamente taradas en
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balanza analitica y se sellaron con calor. Se colocaron en frascos de capacidad para 100
bolsas con tapa con valvula para el escape de gases conteniendo una solucion de HCI (0,1
Normal) + Pepsina + agua destilada en rotacion constante a 39°C dentro de una camara
aislada durante 24 horas. Luego de enjuagar las muestras en agua destilada, las mismas
fueron sometidas a una solucidon de acetato de sodio + agua destilada y otra de acido
acético glacial + agua destilada durante 48 horas en rotacion constante a 39°C. Por ultimo,
se enjuagaron en agua destilada y se secaron en estufa hasta peso constante. El calculo de

DIV (%) se realiz6 por diferencia de pesadas segun la siguiente ecuacion:

DIV (%) — (1 _ (Peso final—Peso de la bolsa)) « 100

Peso de la muestra

Para la determinacion de la digestibilidad de la fibra (DFDN), se combinaron las
técnicas de DIV y de FDN, realizandolas de manera secuencial sobre la misma muestra.
Las muestras de la fraccién vegetativa en cada cosecha se incubaron con solucion
enzimatica conjuntamente con la solucion buffer en la incubadora Daisy II ANKOM.
Posteriormente, se determiné el contenido de FDN del residuo en un analizador de fibra
ANKOM 220. Los valores DIV y FDN se utilizaron para calcular DFDN segtin el método
de Goering y Van Soest (1970). Dicho valor representa la proporcion digerida de FDN

durante la incubacion 48 hs en la solucidn enzimatica.

Generacion de curvas de calibracion de NIRS

Se generaron curvas de calibracion sobre la base de los métodos descriptos para
el laboratorio himedo mediante espectroscopia cercana al infrarrojo, utilizando un
analizador NIRS Foss System 6500 (Foss NIRS Systems Inc., Silver Spring, MD, USA)
(Tlustracién 8). Para ello se leyeron las muestras colectadas a campo, previamente secadas

a 60°C y molidas a 1 mm. Se empled el método de refractancia para realizar las lecturas
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con el analizador NIRS. Este método se basa en la incidencia de un haz de luz sobre una
muestra, donde una parte de los fotones es transmitida a través de la misma, siendo el
resto absorbido, provocando la vibracion de los enlaces C-H, O-H y N-H que son los
componentes principales de la estructura bésica de las sustancias organicas. El espectro
obtenido en la region del infrarrojo cercano (longitudes de onda entre 800 y 2500 nm) es
la combinacion de bandas de absorciones parciales sobrepuestas o muy cercanas, que

resultan en una linea suavizada, con pico y valles.

Iustracion 8. Equipo analizador NIRS 6500 Foss en funcionamiento.

Se leyeron con el equipo NIRS alrededor de 1300 muestras de cafiathojas de
plantas de maiz con distintos estados de madurez del cultivo. Luego, se utilizaron técnicas
multivariadas de Analisis de Componentes Principales (ACP) para seleccionar muestras
correspondientes a los espectros que difirieron significativamente del resto. Primero se
eliminaron los valores fuera de rango (outlier) y se recalcul6 el ACP. De esa poblacion

41

Universidad Nacional de La Plata — Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales




Tesis Doctoral - Garcia Stepien L. E.

de muestras, se seleccionaron 158 debido a la heterogeneidad en la composicion de las
mismas, y se analizaron mediante los métodos de laboratorio humedo previamente
descriptos para determinar los datos nominales. Luego, se seleccionaron los espectros
representativos de grupos similares y se evaluo la estructura poblacional. Con ello se
conformo la curva de calibracion del equipo analizador NIRS, que es un algoritmo que
relaciona la informacion espectral (Optica) con la informacion de la composicion quimica
(método de referencia) a través de la aplicacion de modelos estadisticos (Shenk, J. S. y
Westerhaus, 1995; Shenk, J.S. and Westerhaus, 1996). Para la validacion de la curva se
seleccionaron 20 muestras y se analizo la relacion entre el desvid estdndar del andlisis
quimico (SD) y el error estandar de la validacion cruzada (SECV). El método para la
seleccion de ecuaciones de calibracion fue desarrollado en Handbook of Agricultura

(Agricultural Research Service, USA, Washington, DC).
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CAPITULO 11

Evaluacion de los efectos genéticos y
ambientales sobre las variables de
rendimiento y calidad en dos estados de
madurez de cosecha (silaje y grano) en

genotipos de maiz.
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Objetivo
a. Estimar componentes fenotipicos, genéticos y ambientales en relacion a la calidad
nutricional y rendimiento de la fraccidon vegetativa en los dos estados de madurez de

cosecha (silaje y grano).

Metodologia de Analisis de los datos

Analisis de las Varianzas mediante el modelo de medias ajustadas en bloques
incompletos.

Los analisis de varianza (ANVA) de todas las variables se realizaron utilizando
los Valores Ajustados (VAj). Los VAj se calcularon por la diferencia entre el Valor
Observado y el Factor de Correccion (FC) de cada bloque incompleto. El FC se estimo
para cada bloque con los datos de los testigos aplicando la siguiente ecuacion:

-3 -3
Lj Lj

Donde g es el numero de testigos y “r”” el nimero de bloques. Yij°’=Y1j - FC donde;
Yij’ es el valor ajustado de la variable evaluada para el j-ésimo bloque del i-ésimo
genotipo, Yij es el valor observado de la variable evaluada y FC es el factor de correccion
calculado para cada bloque, con el cual se corrigen todos los genotipos de su respectivo
bloque (Federer, 1961; Cotes y Nustez, 2001). Los grados de libertad del error para el
ANVA de los testigos debe ser mayor de 10, por lo cual, debe cumplirse la siguiente
relacion: r > [10/(c-1) +1], siendo “c” el niimero de testigos (Cotes y Nistez, 2001). Para

el analisis de varianza se utiliz6 el programa SAS® macro, augment.sas (IASRI, 2013).
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La Diferencia Minima Significativa (DMS) ajustada se obtuvo mediante la

siguiente ecuacion:

a CMe
DMSzt(Egle)\K(r—l)* (g —1) * (r*g)>

Donde “#” es el valor de Student, “gle” son los grados de libertad del error de los

(P-4 [{P%2) [Pt

testigos, “a” es el nivel de significancia, “r” numero de repeticiones de los testigos, “g
numero de genotipos y CMe es el cuadrado medio del error para el ANVA.

Se aplico el Test de No Aditividad de Tukey con el propdsito de evaluar la
existencia de interaccion Genotipo X Ambiente (G x E). Este método fue calculado luego
de aplicar un disefio en bloques completos aleatorizados, considerando los afos
(ambientes) como bloques. En este caso la suma de cuadrados total se particiond en suma
de cuadrados para no aditividad (con 1 grado de libertad) y en suma de cuadrados residual
(Steel y Torrie, 1960). Si la F de la no aditividad es significativa, indica presencia de
efectos multiplicativos.

Para analizar la asociacion entre temperatura media del aire en el periodo
Siembra-R1 (°C) y las variables de calidad de la fraccion vegetativa, se realizd un analisis
de Correlacion de Pearson entre las mismas en ambos estados de madurez de cosecha
(M1 y M2). Se utiliz6 el programa estadistico InfoStat version 2011 (D1 Rienzo et al.,

2011).

Analisis de parametros genéticos de las variables de rendimiento y calidad en ambos
estados de madurez de cosecha.

Se obtuvieron las varianzas: fenotipica (VF), genética (VG) y ambiental (VE)
como: Varianza Fenotipica (VF = CMg + CMe) , Genotipica (VG = CMg) y Ambiental

(VE = CMe); siendo CM: Cuadrado Medio, g: Genotipos y e: Error Experimental. A
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partir de éstas se calcularon: la heredabilidad en sentido amplio (H? (%) = %), el

100VVG
M

coeficiente de variacion genética en porcentaje (CVg% = ), y el coeficiente de

100VVE

variacion ambiental en porcentaje se calculd como (CVe% = T) y la Razén

CVg/CVe; siendo M la media de los genotipos (sin los testigos). Remarcamos que en el
modelo aumentado la varianza experimental (Cuadrado Medio del Error) obtenida del
ANVA fue estimada unicamente utilizando los testigos (Cruz, 2006). Para el analisis
genético se utilizo el programa GENES version Windows (2004.2.1), desarrollado por

Cruz (2006).
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Resultados y Discusion

Estado de madurez de cosecha para silaje (M1).

Analisis de las variables de rendimiento y calidad forrajera en el estado de madurez

de cosecha para silaje.

Tabla 9. Analisis de varianza de las variables de rendimiento y Ciclo en el estado de

madurez de cosecha para silaje.

FV GL Ciclo RMSe RMSch RMSDpc

2012
Bloque 15 1877  ** 1,17 NS 2,06 NS 1,56 NS
Tratamientos 146 9795  ** 12,51 ** 7,88  ** 13,21 **
Genotipos 143 9078  ** 9,33  ** 5,83 ¥ 10,08 **
Testigos 2 64697 ** 4986 ** 150,88 ** 50,22 **
Genotipos vs Testigos 1 4579  ** 450,96 ** 19,23 ** 44981 **
Error 30 278  ** 1,79 2,03 2,87
Total 191

2013
Bloque 9 2414  ** 2,39 NS 3,63 NS 2,43 NS
Tratamientos 146 13542 ** 13,06 ** 7,14 ** 14,11 **
Genotipos 143 12083  ** 9,70  ** 6,38 ¥ 10,81 **
Testigos 2 115066 ** 86,28 ** 60,93 ** 104,78 **
Genotipos vs Testigos 1 20529 ** 34569 ** 10,09 * 306,52 **
Error 18 765  ** 3,08 1,75 3,06
Total 173

2014
Bloque 9 2305 NS 2,74 NS 1,42 NS 1,71 NS
Tratamientos 146 19724 ** 10,10 ** 9,32 ** 11,40 **
Genotipos 143 19296  ** 8,58  ** 7,30 k¥ 9,44 **
Testigos 2 58994 ** 2540 ** 142,07 ** 54,00 **
Genotipos vs Testigos 1 2631 NS 199,81 ** 31,70 ** 207,66 **
Error 18 2118 1,71 1,31 1,42
Total 173
No Aditividad 1 82040 ** 10,50 NS 11,19 NS 35,56 *
Residual 285  9093,1 5,86 4,54 6,82

Referencias: Cuadrados medios estimados para las variables: Ciclo siembra a Ry (Ciclo, °C dia™),
Rendimiento en Materia Seca de spigas (RMSe, t ha'!), Rendimiento en Materia Seca de Cafia+Hojas
(RMSch, t ha') y Rendimiento en Materia Seca Digestible de Planta Completa (RMSDpc, t ha™!). **
significativo al 1 %, * significativo al 5 %, NS no significativo.
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Los ANVA realizados para cada ambiente por separado mostraron diferencias
significativas (p <0,01) entre tratamientos, genotipos y testigos para todas las variables
de rendimiento en M1 (Tabla 9). Las comparaciones entre genotipos y testigos mostraron
diferentes resultados segtin el ambiente. Las diferencias entre los testigos y los genotipos
fueron significativas (p <0,01) para RMSDpc, RMSe, RMSch y Ciclo, en todos los casos,
las medias de los testigos fueron mayores que las de los genotipos (Tabla 9). Si bien
nuestros resultados coinciden con Bertoia et al. (2006), estos solamente evaluaron
hibridos simples.

Es importante remarcar que, en nuestro trabajo se evaluaron 147 genotipos de
maiz (144 grupos de genotipos o poblaciones con caracteristicas comunes + 3 testigos)
de rasgos muy variables en cuanto a su estructura genética, procedencia, tipo de grano,
ciclo, etc. En cuanto al Ciclo, los materiales evaluados presentaron un rango de 666 a
1476 °C dia™! para el periodo siembra-R;, considerando los 3 afios. El afio 2014 no
presento diferencias significativas para Ciclo, pero si una tendencia a una mayor duracion
del periodo Siembra-R; a favor de los testigos. Esto pudo deberse a un leve periodo de
altas temperaturas y un leve déficit hidrico ocurrido durante el mes de noviembre del
2014 (Figura 4). Segin Abrecht y Carberry (1993), un estrés hidrico en estadios
vegetativos puede producir un retraso de la floracion, lo que afect6 en distinta forma a los
genotipos evaluados.

Los niveles mas altos de RMSch se encontraron en 2012, lo cual se asoci6 con las
mas altas temperaturas durante el periodo Siembra-R; (23,5 °C) (Tabla 1) y a una buena
distribucion de las precipitaciones durante el periodo critico alrededor de floracion
femenina (R1) (Figura 4). Sin embargo, la correlacion encontrada entre la temperatura y
RMSch fue baja (0,13), aunque significativa (Tabla 23, Anexo). Estos resultados

concuerdan con los publicados por Cirilo y Andrade (1994), quienes describieron que las
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fechas de siembra tardias causan un mayor desarrollo de la fraccion vegetativa del maiz,

en detrimento de la fraccion granifera.

El Ciclo (p<0,01) y el RMSDpc (p<0,05) tuvieron efectos significativos en la
prueba de No Aditividad de Tukey para evaluar la de interaccion G x A (Tabla 9). No
encontramos interaccion entre las variables de rendimiento de espiga y cafiathojas,
difiriendo con los resultados encontrados por Bertoia y Aulicino (2014), que demostraron

interaccion significativa para el RMSe.

Variables de calidad forrajera en el estado de madurez de cosecha para silaje.

Los resultados de los ANVA por ambiente para las variables de calidad se
expresan en la Tabla 10. Las variables de calidad de tallo fueron significativas para los
genotipos, pero su respuesta estuvo condicionada por las condiciones ambientales de cada
afio en particular. El ensayo realizado en el afio 2013 presento los valores mas altos de
DIVch (54,58%) y BRIX (12,02 °B) y més bajos de: FDNch (61,61 %), FDAch (31,81
%) y LDAch (4,96 %) (Tabla 9). Para la variable DFDNch, los valores mas altos se
midieron en 2014 (38,43%).

Los ambientes con fechas de siembra mas temprana (2013 y 2014), presentaron
los mejores valores de calidad de la fraccion vegetativa de los genotipos de maiz. Se
encontrd una marcada correlacion entre las variables de calidad de canathojas y la
temperatura media del aire en el periodo Siembra-R;. Las variables FDAch, FDNch y
LDAch, se asociaron positivamente con la temperatura (0,25, 0,21 y 0,45,
respectivamente), mientras que DIVch, DFDNch y BRIX lo hicieron negativamente (-
0,42, -0,54 y -0,17, respectivamente) (Tabla 23, Anexo). Otros autores (Fairey, 1983;

Darby y Lauer, 2002) también obtuvieron una mayor calidad utilizando fechas de siembra
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tempranas, lo que puede atribuirse principalmente al efecto de la temperatura en la
sintesis de los componentes de la pared celular y a una reduccion de la translocacion de

fotosintatos durante el llenado del grano.

Tabla 10. Analisis de varianza de las variables de calidad forrajera en el estado de

madurez de cosecha para silaje.

FV GL FDAch FDNch LDAch DIVch DFDNch BRIX
2012
Bloque 15 7,57 ** 11,13 ** 0,50 NS 4,98 NS 3,35 NS 3,86 NS

Tratamientos 146 4,80 ** 14,64 ** 0,36 NS 1391 ** 2032 ** 1048 **
Genotipos 143 4,12 ** 1341 ** 0,32 NS 9,73 ** 9,52 * 10,00 **

Testigos 2 2337 ** 2806 ** 271 ** 28317 ** 797,03 ** 17,80 **
Tg;?goé‘sposvs 1 73,65 ** 172,69 ** 202 ** 9396 ** 235 * 5646 **
Error 30 1,47 3,15 0,30 2,51 5,22 2,36
Total 191

2013
Bloque 9 414 NS 348 * 0,13 NS 10,14 NS 865 * 569 NS

Tratamientos 146 4,46 NS 1507 NS 047 ** 11,30 NS 17,13 ** 8,88 ¥
Genotipos 143 4,21 NS 15,16 NS 0,39 ** 9,74 NS 11,58 =** 8,18 *

Testigos 2 11,96 * 535 NS 3,19 ** 10586 * 39600 ** 0,14 NS
Tg;?goé‘spo”s 1 2506 ** 1942 NS 6,41 ** 4443 *+ 5533 #% 2380 **
Error 18 2,83 13,32 0,109 6,87 3,47 3,95
Total 173

2014
Bloque 9 13,16 ** 3040 * 053 NS 11,50 ** 321 NS 9,70 **

Tratamientos 146 5,76 ** 1745 NS 0,62 NS 14,10 ** 22,82 ** 9,81 **
Genotipos 143 5,03 ** 17,31 NS 0,53 NS 9,99 ** 12,41 ** 9,05 **

Testigos 2 31,03 ** 1937 NS 432 *t 20513 ** 76668 ** 1827 **
TS;?;‘SPOSVS 1 62,15 ** 3526 NS 5091 ** 4055 *% 2412 * 101,44 **
Error 18 1,77 11,08 0,34 2,09 4,79 2,53
Total 173

No Aditividad 1 9,73 NS 91,47 * 4,61 * 1,34 NS 802 NS 39,88 NS
Residual 285 4,16 15,87 0,40 8,06 8,10 9,65

Referencias: Cuadrados medios estimados para las variables: Fibra Detergente Acido (FDAch, %), Fibra
Detergente Neutro (FDNch, %), Lignina Detergente Acido (LDAch, %), Digestibilidad in vitro (DIVch,
%), Digestibilidad de la Fibra (DFDNch %) y Contenido de azticares solubles (BRIX, °B). ** significativo
al 1 %, * significativo al 5 %, NS no significativo.
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Los testigos difirieron significativamente (p <0,01) para la mayoria de las
variables de calidad en casi todos los ambientes, excepto para FDAch y DIVch que fueron
significativos en 2013 (p <0,05), mientras que en 2013 y 2014 fueron no significativos
para la variable FDNch. Los genotipos difirieron significativamente de los testigos (p
<0,01) en los 3 ambientes para FDAch, LDAch y DIVch. La variable DFDNch mostro
diferencias significativas al p <0,01 en p <0,05 en 2012 y 2014. Los genotipos presentaron
diferencias significativas (p <0,01) para la variable DFDNch en todos los ambientes, los
valores mas altos se midieron en 2014 (38,43%) (Tabla 10).

La prueba de No Aditividad de Tukey se aplicd por separado para todas las
variables (Tabla 10). Fue significativa (p <0,05) para FNDch y LDAch, revelando la
existencia de efectos de interaccion G x A.

Los genotipos arrojaron diferencias significativas sobre los testigos para las
variables de calidad de tallo. Resultados similares fueron encontrados por Bertoia et al.
(2006) al evaluar poblaciones locales como fuentes de alelos favorables para generar
hibridos de maiz para silaje. Nuestros resultados también concuerdan con Barriere et al.
(2005), quienes evaluaron genotipos mejorados de maiz de diferentes décadas a través de
variables de rendimiento y calidad de forraje. A pesar de que en nuestro trabajo los
genotipos evaluados presentan distintas estructuras genéticas, origen del germoplasma,
ciclos, estructura de planta, eventos transgénicos, etc.; podemos apreciar un gradiente de
pérdida de calidad del componente vegetativo a medida que los esfuerzos de seleccion

tendieron a incrementar el componente granifero.

Caracterizacion de los parametros genéticos relacionados a variables de

rendimiento y calidad forrajera en el estado de madurez de cosecha para silaje.
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Tabla 11. Parametros genéticos de las variables de rendimiento y calidad forrajera
en el estado de madurez de cosecha para silaje.
Media  Media Media

i o, 2
Variable general Testigos Tratamientos CV% VF VE VG H Cvg/CVe

2012
Ciclo 995,35  1009,49 990,64 1,68 10397,31 278,32 10118,99 97,32 6,03
RMSe 10,70 13,67 9,71 12,50 13,05 1,79 11,26 86,29 2,51
RMSch 10,21 10,60 10,09 13,95 7,46 2,03 543 72,79 1,64
FDAch 34,98 36,57 34,45 3,46 4,80 1,47 3,33 69,45 1,51
FDNch 66,61 68,98 65,81 2,65 15,13 3,12 12,01 79,39 1,96
LDAch 5,93 6,16 5,85 9,25 0,36 0,30 0,06 17,12 0,45
DIVch 50,10 48,47 50,65 3,16 11,19 2,50 8,69 77,64 1,86
DFDNch 32,95 32,17 33,21 6,93 11,34 522 6,12 53,99 1,08
BRIX 7,94 6,63 8,38 19,35 11,50 2,36 9,14 79,48 1,97
RMSDpc 14,30 17,11 13,37 13,34 15,04 3,64 11,40 75,81 1,77

2013
Ciclo 1133,80 1158,04 1128,75 2,44 1827736 764,56 17512,80 95,82 4,79
RMSe 10,18 13,26 9,53 17,21 13,88 3,07 10,81 77,90 1,88
RMSch 8,73 9,25 8,62 15,12 11,19 1,74 9,44 84,42 2,33
FDAch 31,98 32,83 31,81 5,28 5,00 2,85 2,15 42,96 0,87
FDNch 61,77 62,54 61,61 591 19,88 13,33 6,54 32,93 0,70
LDAch 5,05 5,47 4,96 6,59 0,47 0,11 0,36 76,38 1,80
DIVch 54,35 53,23 54,58 4,83 11,40 6,89 4,51 39,57 0,81
DFDNch 35,77 34,57 36,02 5,20 17,80 3,46 14,34 80,56 2,04
BRIX 11,63 9,77 12,02 17,07 13,26 3,94 9,32 70,25 1,54
RMSDpc 13,04 15,94 12,43 13,39 17,56 3,05 14,51 82,64 2,18

2014
Ciclo 1058,02  1065,95 1056,37 4,35 26511,86 2118,09 24393,77 92,01 3,39
RMSe 10,75 13,10 10,26 12,15 13,03 1,71 11,32 86,90 2,58
RMSch 9,88 10,83 9,69 11,62 11,62 1,32 10,30 88,65 2,80
FDAch 33,47 34,76 33,20 3,98 7,12 1,77 535 75,11 1,74
FDNch 63,93 64,89 63,73 5,20 25,26 11,07 14,19 56,18 1,13
LDAch 5,10 5,50 501 11,52 0,65 0,35 0,30 46,61 0,93
DIVch 54,07 53,03 54,29 2,66 12,00 2,07 9,93 82,73 2,19
DFDNch 38,26 37,43 38,43 5,71 15,66 4,77 10,88 69,51 1,51
BRIX 9,71 8,04 10,06 16,39 11,84 2,54 9,30 78,58 1,92
RMSDpc 14,20 16,60 13,70 8,41 14,19 1,43 12,77 89,95 2,99

Referencias: Media general, Media Testigos, Media Tratamientos, Coeficiente de Variacion (CV% , %),
Varianza Fenotipica (VF), Varianza Ambiental (VA), Varianza Genética (VG), Heredabilidad en sentido
amplio (H?), Razéon CVg/CVe, para las siguientes variables: Ciclo desde siembra a R; (Ciclo, °C dia!) de
la fraccion Espiga: Rendimiento en Materia seca de Espiga (RMSe, t ha™!) y variables de la fraccion
Cafia+Hojas: Rendimiento en Materia seca (RMSch, t ha™'), Fibra Detergente Acido (FDAch, %), Fibra
Detergente Neutro (FDNch, %), Lignina Detergente Acido (LDAch, %), Digestibilidad in vitro (DIVch,
%), Digestibilidad de la Fibra (DFDNch, %), Contenido de azucares solubles (BRIX, °B), Rendimiento en
Materia Seca Digestible de Planta Completa (RMSDpc, t ha™).
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En la Tabla 11 se puede ver que Ciclo fue la variable que presentd mayor VF y
VG. A su vez, mostr6 un bajo CV% y una elevada H2. Esto era esperable, ya que es una
variable con un alto control genético y de baja modificacion ambiental. La VG supero
con creces su VA, lo que determino valores maximos para la relacion CVg/CVe.

Las variables de rendimiento (RMSe, RMSch y RMSDpc) también produjeron
VF elevadas y altas H? (Tabla 11). La Variable compuesta RMSDpc, se comportd de
manera similar a las otras variables de rendimiento debido a la baja traccion ejercida por
su componente de calidad forrajera. Esta variable presenté una elevada relacion
CVg/CVe (1,77-2,99), lo que implicaria un efecto genético mayor al ambiental.

Las variables asociadas con la calidad presentaron una variacion fenotipica mas
baja que las variables de rendimiento, aunque DIVch tuvo los valores mas altos en dos
de los tres ambientes (1,86 y 2,19 en 2012 y 2014, respectivamente) y DFDNch obtuvo
el mayor valor en el 2013 (2,04) (Tabla 11). Las otras variables de calidad presentaron
valores intermedios, siendo LDAch la que mas fluctué entre ambientes. La variable
BRIX, present6 una elevada relacion CVg/CVe en los tres ambientes evaluados (rango
1,54 — 1,97), lo cual revela un fuerte componente genético, siendo posible su uso como
variable predictora de la cantidad de azicares presentes en la cana en M1. Pfalsdorf
(2017), encontrd que esta variable presenta un rango medio de heredabilidad en sentido
estricto (h?, 58%), pudiendo ser equiparable con nuestros resultados, donde se evalué la

heredabilidad en sentido amplio, con un rango de H?de 70,25 a 79,48%.

Estado de madurez de cosecha de grano (rastrojo) (M2).
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Analisis de las variables de rendimiento y calidad de la biomasa lignoceluldsica y de

rendimiento en grano en el estado de madurez de cosecha de grano.

Tabla 12. Analisis de varianza de las variables de rendimiento de la biomasa

lignoceluldsica y de rendimiento en grano en el estado de madurez de cosecha de

grano.
FvV GL ALTp RG RMSr RETP

2012
Bloque 15 0,03 ** 1,60 NS 1,60 NS 0,20 NS
Tratamientos 146 0,07 ** 12,30 ** 9,20 ** 1,30 **
Genotipos 143 0,07 ** 7,50 ** 8,50 ** 1,20 **
Testigos 2 0,50 ** 6540 ** 62,20 ** 990 **
Genotipos vs Testigos 1 0,15 ** 651,20 ** 0,80 NS 0,50 NS
Error 30 0,01 2,00 2,00 0,20
Total 191

2013
Bloque 9 0,02 NS 0,70 NS 0,70 NS 0,10 NS
Tratamientos 146 0,06 * 10,40 ** 7,30 ** (0,80 **
Genotipos 143 0,06 * 6,50 ** 7,00 ** 0,70 **
Testigos 2 0,21 ** 108,40 ** 26,40 ** 570 **
Genotipos vs Testigos 1 0,26 ** 36290 ** 11,40 ** 0,60 *
Error 18 0,03 1,90 1,00 0,10
Total 173

2014
Bloque 9 0,04 NS 1,50 NS 090 NS 0,10 NS
Tratamientos 146 0,05 NS 10,50 ** 6,90 ** 0,80 **
Genotipos 143 0,05 NS 7,00 ** 5,30 ** 0,60 **
Testigos 2 0,32 ** 30,60 ** 34,00 ** 6,10 **
Genotipos vs Testigos 1 0,00 NS 468,80 ** 179,40 ** 21,90 **
Error 18 0,03 0,80 0,70 0,10
Total 173
No Aditividad 1 0,01 NS 000 NS 5450 ** 11,00 **
Residual 285 0,04 3,00 5,20 0,60

Referencias: Cuadrados medios estimados para las variables: Altura de Planta (ALTp, m), Rendimiento
en grano (RG, t ha!) y Rendimiento en Materia Seca del Rastrojo (RMSr, t ha!) y Rendimiento en Etanol
Tedrico Potencial (RETP, mil 1 ha™!). ** significativo al 1 %, * significativo al 5 %, NS no significativo.

Los ANVA realizados para cada ambiente por separado mostraron diferencias

altamente significativas (p <0,01) entre los tratamientos (genotipos evaluados y genotipos
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utilizados como testigos) para todas las variables de rendimiento (Tabla 12). Las
comparaciones entre genotipos y testigos mostraron diferentes resultados segun el
ambiente, al igual que el estado de madurez de cosecha de silaje (M1). Las diferencias
entre los testigos y los genotipos fueron significativas para RG (p <0,01), siendo las
medias de los testigos mas altos que las de los genotipos, Lo mismo sucedi6 con RMSr
en 2013 y 2014 (Tabla 12). La variable RETP mostro los resultados mas disimiles, con

diferencias significativas en 2014 (p <0,01), en 2013 (p <0,05), y no significativa en 2012.

La variable ALTp también produjo diferentes resultados segin el ambiente
evaluado, difiri6 significativamente (p <0,01) en 2012, en 2013 (p <0,05) y fue no
significativo en 2014. Al igual que en M1 para RMSe, los niveles mas altos de RG se
encontraron en 2012. Segtn algunos autores (Maddonni, 2012; Mercau et al., 2014) en la
zona nucleo agricola de Argentina se utiliza a las fechas de siembra tardias como una
estrategia para disminuir el riesgo de déficit hidrico durante el periodo de floracion. Esta
estrategia proporciona mayor estabilidad de las cosechas, pero no garantiza elevados
rendimientos. Los niveles mas altos de Altp (2,08 m), RMSr (10,61 t ha'!) y RETP (3,70
mil 1 ha'!) también se encontraron en 2012, lo que también estaria relacionado con la
fecha de siembra del experimento. En este sentido, se encontrd una correlacion positiva
de estas variables con la temperatura (Altp 0,25, RMSr 0,47 y RETP 0,49) (Tabla 24,
Anexo). Estos resultados concuerdan con Cirilo y Andrade (1994), quienes encontraron
que las siembras tempranas favorecian el crecimiento reproductivo, con el mayor
rendimiento de grano, mientras que las siembras tardias favorecian el crecimiento
vegetativo. No obstante, los niveles mas altos de RG también se encontraron en 2012,
estos podrian deberse a una buena distribucion de la lluvia efectiva (> 10 mm dia-1) y la

temperatura del aire menor de 36 °C durante el periodo de floracion (Figura 4), a pesar
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de una fecha de siembra tardia. Nuestros resultados indicarian que las fechas de siembra
tardias serian mas beneficiosas para la produccion de biomasa lignoceluldsica con fines

bioenergéticos por su mayor RMSr y RETP debido a las mayores temperaturas.

La prueba de No Aditividad fue significativa para RMSr y RETP (p <0,01) que
indicaron efectos significativos de interaccion G X A (Tabla 12). Estos resultados
mostraron, como era esperable, respuestas y estrategias ecofisiologicas diferentes en los
genotipos de origen y ciclos diversos segin el ambiente. Sah et al, (2016) encontraron
resultados similares al evaluar genotipos doble proposito, destinados a la produccion de

grano y biomasa lignoceluldsica.
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Tabla 13. Analisis de varianza de las variables de calidad de la biomasa

lignoceluldsica en el estado de madurez de cosecha de grano.

FV GL FDAr FDNr LDAr DIVr DFDNr

2012
Bloque 15 13,4 ** 449 ** (0,7 NS 94 ** 182 *
Tratamientos 146 8,4 * 23 NS 0,7 * 17,6 ** 30,9 **
Genotipos 143 76 * 224 NS 0,7 * 10,7 ** 19 **
Testigos 2 69,1 ** 774 * 4,6 ** 4974 **  B497D *k*
Genotipos vs Testigos 1 10,3 NS 158 NS 5,8 ** 66,2 ** 2082 **
Error 30 44 14,6 0,4 2,8 8,4
Total 191

2013
Bloque 9 51 NS 21,5 NS 1,6 ** 3,9 NS 7,6 NS
Tratamientos 146 8,5 NS 252 * 09 * 18,5 ** 252 *
Genotipos 143 6,6 NS 20,6 * 0,7 NS 10,9 ** 16,1 NS
Testigos 2 1444 ** 3397 ** 114 ** 5726 ** 6135 **
Genotipos vs Testigos 1 5,1 NS 48,8 * 7,9 ** 0,8 NS 155 **
Error 18 5 9,9 0,4 3,9 11,2
Total 173

2014
Bloque 9 51 NS 11 NS 1,6 * 85 * 4,3 NS
Tratamientos 146 9,9 ** 19 ** 1,1 NS 22,2 ** 39,3 **
Genotipos 143 8 ** 17,1 ** 0,9 NS 14 ** 22,7 **
Testigos 2 135,9 ** 1662 ** 10 ** 6151 ** 12254 **
Genotipos vs Testigos 1 25,1 ** 0,1 NS 89 ** 5,8 NS 45,4 **
Error 18 2,5 4.5 0,6 2,6 3,7
Total 173
No Aditividad 1 2,7 NS 0,1 NS 26 * 4,1 NS 294 NS
Residual 285 73 21,3 0,6 10,5 12,6

Referencias: Cuadrados medios estimados para las variables: Fibra Detergente Acido (FDAr, %), Fibra
Detergente Neutro (FDNr, %), Lignina Detergente Acido (LDAr, %), Digestibilidad in vitro (DIVr, %) y
Digestibilidad de la Fibra (DFDNTr, %). ** significativo al 1 %, * significativo al 5 %, NS no significativo.

Los resultados de los ANVA por ambiente para las variables de calidad se
muestran en la (Tabla 13). La DIVr presentd diferencias altamente significativas (p
<0,01) en todos los ambientes, los valores mas altos se obtuvieron en 2014 (49,05%)
(Tabla 14). Sin embargo, el resto de las variables de calidad tuvieron respuestas

diferenciales (p <0,01) segin el ambiente considerado: para DFDNr en 2012 y 2014
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(29,69 y 39,03%, respectivamente), para FDAr (39,04%) en 2014. También encontramos
diferencias al 5% para FDNr (68,99%) en 2013; y para FDAr (38,96%) y LDAr (5,95%)
en 2012 (Tabla 13). Muttoni et al. (2013) también encontraron diferencias significativas
en la calidad del rastrojo al evaluar poblaciones locales de maiz de México y lineas
endocriadas de CIMMYTT, siendo las variables de mayores diferencias entre los genotipos
DIV y LDA.

Al igual que en M1, se encontrd una correlacion significativa entre las variables
de calidad de rastrojo y la temperatura media del aire en el periodo Siembra-R;. Las
variables FDAr, FDNr y LDAr, se asociaron positivamente con la temperatura (0,35, 0,08
y 0,17, respectivamente) mientras que DIVr y DFDNr lo hicieron negativamente (-0,50
y -0,51) (Tabla 24, Anexo). El afio 2014 present6 los valores mas altos de DIVr (49,05%),
DFDNr (39,04%) y FDNr (73,58%); FDAr moderado (36,73%) y bajo LDAr (5,72%)
(Tabla 14). Si bien estos resultados coinciden con los de otros autores (Buxton, 1996;
Darby y Lauer, 2002; Lewis et al., 2004), la correlacion entre la temperatura y las
variables de calidad, fue menor que en MI. En este sentido, Hansey et al. (2010)
encontraron que la senescencia incrementa la diferencia en las variables de calidad de
tallo entre los genotipos, lo cual podria explicar la menor correlacion.

Los testigos difirieron significativamente (p <0,01) para la mayoria de los rasgos
en casi todos los ambientes. FDNr fue significativo al p <0,05 solo en 2014. Esto probaria
la existencia de una respuesta amplia para los tres hibridos comerciales utilizados para
ajustar las medias (VAj) de los genotipos.

Los genotipos difirieron significativamente de los testigos (p <0,01) en los tres
ambientes para LDAr y FDNr. Sin embargo, el contraste solo fue significativo (p <0,01)
para DIVr en el 2012 y para FDAr en 2014. La variable FDNr s6lo mostré diferencias

significativas en el afio 2013 (Tabla 13).
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Los genotipos mostraron diferencias significativas sobre los testigos para las
variables de calidad. En el afio 2014, con la fecha de siembra mas temprana, se observaron
las medias mas altas para DIVr y DFDNr. Recordemos que estas variables son
importantes para la conversion en etanol (Lorenz et al., 2009a,). Ertiro et al, (2013)
encontraron una variacion ambiental importante para las variables relacionadas con la
calidad de la fibra, como la DIV y el contenido de proteina del tallo de maiz al analizar
hibridos de maiz en Africa.

La prueba de No Aditividad de Tukey fue significativa (p <0,05) sélo para LDAr,
revelando la existencia de efectos de interaccion G x A (Tabla 13). Estos resultados nos
permitirian inferir una mayor inestabilidad ambiental para esta variable. Muttoni et al.
(2013) encontraron resultados similares al evaluar poblaciones locales de maiz en
Meéxico, pero con valores significativos para LDA y DIV, atribuyendo una leve diferencia
a favor de DIV en su estabilidad ambiental. Esto se ve reflejado en nuestro trabajo al
analizar la variabilidad de LDAr, la cual fue alta en comparacion con su valor medio. La
relacion CVg/CVe alcanz6 valores cercanos a 1, lo que indica una contribucion similar
de la varianza genética frente a la varianza ambiental. Riboulet et al. (2008) al realizar
comparaciones histologicas y bioquimicas en lineas endocriadas francesas para silaje,
también encontraron una gran variabilidad genética en el contenido y distribucion de
lignina. Segin Campbell y Sederoff, (1996), existe una gran variabilidad genética en la
expresion de genes que codifican enzimas biosintéticas de lignina en respuesta a
diferentes sefiales ambientales y de desarrollo del cultivo.

Los ANVA de V (Vuelco) y Q (Quebrado) no se realizaron debido a que son

rasgos categoricos.
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Caracterizacion de los parametros genéticos relacionados a variables de
rendimiento y calidad de la biomasa lignocelulésica en el estado de madurez de
cosecha de grano.

Tabla 14. Parametros genéticos de las variables de rendimiento en grano y de

rendimiento y calidad de rastrojo en el estado de madurez de cosecha de grano.

Variable Miedia - Media = Media CV%  VF VE VG H CVg/CVe
general  Testigos Tratamientos

2012
Altp 2,10 2,17 2,08 3,87 0,10 0,01 0,09 93,13 3,68
RG 9,38 12,93 8,20 14,96 12,42 1,97 10,45 84,14 2,3
RMSr 10,61 10,53 10,64 13,35 10,59 2,01 8,58 81,02 2,07
FDAr 38,61 39,54 38,29 5,42 9,6 4,38 5,22 54,34 1,09
FDNr 73,39 73,54 73,34 5,20 28,86 14,57 14,3 49,53 0,99
LDAr 5,95 6,39 5,81 10,20 0,79 0,37 0,42 53,26 1,07
DIVr 44,38 42,97 44,85 3,74 13,72 2,76 10,96 79,89 1,99
DFDNr 29,60 27,07 30,45 9,79 26,31 8,40 17,92 68,08 1,46
RETP 3,70 3,66 3,72 12,53 1,45 0,22 1,23 85,13 2,39

2013
Altp 1,78 1,87 1,76 9,40 0,10 0,03 0,07 70,50 1,55
RG 7,90 11,07 7,24 17,32 11,83 1,87 9,96 84,17 2,31
RMSr 8,55 9,10 8,43 11,87 10,03 1,03 9,00 89,73 2,96
FDAr 35,38 35,76 35,31 6,32 7,56 5,00 2,56 33,82 0,71
FDNr 68,78 67,62 69,02 4,57 24,6 9,89 14,72 59,81 1,22
LDAr 6,20 6,67 6,10 10,55 0,93 0,43 0,50 54,08 1,09
DIVr 48,03 47,88 48,06 4,14 11,61 3,95 7,66 65,97 1,39
DFDNr 27,69 25,24 27,75 12,22 18,66 11,14 7,51 40,28 0,82
RETP 2,76 2,89 2,74 10,44 0,98 0,08 0,89 91,47 3,27

2014
Altp 1,98 1,98 1,97 9,24 0,07 0,03 0,03 49,78 1,00
RG 8,62 12,23 7,87 10,65 10,94 0,84 10,1 92,3 3,46
RMSr 7,84 10,06 7,37 10,43 5,88 0,67 5,21 88,63 2,79
FDAr 36,73 37,55 36,56 433 8,94 2,53 6,41 71,7 1,59
FDNr 73,58 73,52 73,59 2,89 19,31 4,53 14,79 76,55 1,81
LDAr 5,72 6,21 5,62 13,08 1,10 0,56 0,54 49,16 0,98
DIVr 49,05 48,66 49,14 3,31 15,5 2,63 12,87 83,00 2,21
DFDNr 39,04 37,71 39,09 4,93 27,31 3,67 23,64 86,57 2,54
RETP 2,74 3,52 2,58 12,2 0,69 0,11 0,58 83,83 2,28

Referencias: Media general, Media Testigos, Media Tratamientos, Coeficiente de Variacion (CV% , %),
Varianza Fenotipica (VF), Varianza Ambiental (VA), Varianza Genética (VG), Heredabilidad en sentido
amplio (H?), , Razon CVg/CVe, para las siguientes variables: Altura de Planta (ALTp, m), Rendimiento
de Grano (RG, t/ha), Rendimiento en Materia seca de Rastrojo (RMSr, t/ha), Fibra Detergente Acido
(FDAr, %), Fibra Detergente Neutro (FDNr, %), Lignina Detergente Acido (LDAr, %), Digestibilidad in
vitro (DIVr, %), Digestibilidad de la Fibra (DFDNr, %), Rendimiento en Etanol Teérico Potencial (RETP,
mil 1/ha).
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Las variables de rendimiento (RG, RMSr, RETP) produjeron la VF mas alta
(Tabla 14). Estas también presentaron una elevada H?. La VG super6 con creces su VA,
que determiné los valores maximos para la relacion CVg/CVe. Las variables asociadas
con la calidad presentaron una variacion fenotipica mas baja que las variables de
rendimiento, aunque LDAr, DIVry DFDNr alcanzaron valores intermedios, mientras que
FDNr tuvo los valores mas altos en dos de los tres ambientes, debido al alto VG y VA en
los tres ambientes. La DFDNr, en 2012 y 2014, present6 una VG que excedio al VA en
1,5 a 2,5 veces, respectivamente. Las variables de calidad presentaron una relacion
CVg/CVe cercana a 1 (rango 0,71-1,63), excepto el DFDNr y el FDNr que mostraron
variaciones ambientales fluctuantes de acuerdo con el afio. La variable FDNr mostrd
valores de VA altos, lo que determino valores bajos para la relacion CVg/CVe.

Las variables de rendimiento mostraron mayor valor de H?, en comparacion con
las variables de calidad (Tabla 14). You et al. (2013) explicaron que H” esta
sobreestimada en disefios aumentados. No obstante, resulta ser un buen estimador en
términos relativos para la comparacion de genotipos en funcion de su varianza genética.
Las variables DIVr y DFDNr mostraron valores mas altos de H? y una mayor relacion
CVg/CVe, por lo tanto, estas variables podrian usarse en la seleccion directa (Lorenz
et al., 2009b). Sin embargo, la incorporacion de genes favorables no resulta una labor
sencilla, ya que una vez seleccionados, hay que lograr incorporarlos a los programas de
obtencion de nuevos genotipos comerciales. Alli actian otros mecanismos como la
obtencion de lineas endocriadas que porten dichos genes, pruebas intermedias y la
generacion de hibridos experimentales para finalmente obtener los nuevos hibridos de
maiz mejorados. Lewis et al, (2010) estimaron una H? mayor para la glucosa, la liberacion
de glucosa y la lignina que para el rendimiento de grano y el vuelco de tallos y raices.

Estos autores sugieren que los programas de mejoramiento de maiz actuales deberian ser
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capaces de incorporar la calidad de cafiathojas como objetivo de mejoramiento para
generar hibridos con buena aptitud para la produccién bioetanol a partir del rastrojo, sin
recurrir a germoplasma no adaptado o exoético y sin afectar negativamente las ganancias
genéticas para el rendimiento de grano y los rasgos agronomicos. Por lo tanto, podriamos
confirmar a las variables: DIV y DFDN como las de mayor peso discriminatorio y con
mayor aptitud para seleccion genotipos con mayor capacidad de convertibilidad en etanol.
Sin embargo, DIVr resultd ser la mas estable ya que mantuvo una alta H? en los tres
ambientes. Esto podria acelerar el avance genético, debido a que al seleccionar por
variables con mayor H? implicaria que la expresion de esos caracteres estaria mas
condicionada por el genotipo que por el ambiente. Por otro lado, la FDNr mostré una alta
variacion fenotipica, valores intermedios de H? y una relaciéon CVg/CVe que no se
mantuvo constante en los diferentes ambientes. Esto indicaria una menor repetibilidad y

su uso para seleccionar genotipos seria limitado.

Conclusiones

En el estado de madurez de cosecha para silaje las variables de rendimiento
(RMSch, RMSe y RMSDpc) presentaron un mayor condicionante genético que las de
calidad, sefialado por mayores valores de H? y razon CVg/CVe. Las variables con mayor
CVg/CVe fueron DIVch y DFDNCch, pudiendo ser consideradas como las variables mas
importantes a aplicar en programas de seleccion de genotipos para aptitud forrajera. Por
otro lado, la variable LDAch fue la mas condicionada por el ambiente, por alcanzar las

menores razones CVg/CVe.
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Las fechas de siembra tardia serian propicias para lograr mayores rendimientos de
silaje, pero de menor calidad nutricional, debido a la relacion encontrada entre la
temperatura y las variables de rendimiento y las de calidad.

En el estado de madurez de cosecha de grano se encontré que las variables de
rendimiento (RG, RMSr y RETP) también alcanzaron los mayores valores de H? y razon
CVg/CVe. Las variables de calidad de rastrojo, presentaron menores valores de H2,
aunque en general, con una razon CVg/CVe cercana a 1, con excepcion de DFDNr y el
FDNr que mostraron variaciones ambientales fluctuantes de acuerdo al afo. Las variables
DIVr y DFDNr tuvieron valores maés altos de H? y una mayor relacion CVg/CVe,
pudiendo ser consideradas como herramientas ttiles en seleccion directa de genotipos
con propositos bioenergéticos.

LDAr fue la variable de calidad mas fluctuante y condicionada por el ambiente.

El efecto de las mayores temperaturas condicionadas por fechas de siembra
tardias, serian mas beneficiosas para la produccion de biomasa lignoceluldsica con fines
bioenergéticos por provocar mayor RMSr y RETP, a expensas de una menor calidad del

rastrojo.
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CAPITULO III

Caracterizacion de los recursos genéticos
de maiz en funcion de su aptitud forrajera
y su aptitud para la produccion de grano
y bioetanol lignocelulosico en dos estados

madurez de cosecha.
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Objetivo
b. Correlacionar las variables de rendimiento y calidad en dos estados de madurez
diferentes de la fenologia del cultivo para estimar la produccidn potencial de silaje y de

bioetanol lignoceluldsico.

Metodologia de analisis de los datos

Mediante la aplicacion de coeficientes de correlacion fenotipica se estudiaron las
asociaciones entre variables de calidad y cantidad de la fraccion vegetativa y variables
morfologicas de la planta para los dos estados de madurez de cosecha programados y en
los diferentes grupos genotipicos encontrados (Rohlf'y Sokal, 1981). Luego se aplicaron
técnicas multivariadas con la intencion de clasificar el germoplasma e identificar grupos
de materiales con patrones diferenciales asociados a las variables de rendimiento y
calidad analizadas en el estado de madurez de postcosecha de grano (Sneath y Sokal,
1973). Se consider6 como variable respuesta al RMSDpc para el M1 y RETP para el M2.

Las variables morfologicas, de calidad y de cantidad de la fraccidon vegetativa y
reproductiva para los dos estados de madurez de cosecha fueron consideradas como las
variables dependientes y los distintos grupos de genotipicos como las variables
clasificatorias. Los genotipos de maiz se agruparon a priori en funcion del nivel de mejora
que poseen, utilizando 5 clases: G1, Poblaciones locales, G2, Hibridos comerciales, G3,
Hibridos sileros experimentales, G4, Hibridos precoces franceses y G5, Compuestos
sintéticos.

A posteriori se emplearon técnicas de taxonomia numérica como andlisis de
componentes principales mediante el empleo del software InfoStat version 2011 (Di
Rienzo et al., 2011) para clasificar a los genotipos a través de las variables morfologicas,
agrondémicas y de calidad, cantidad del rastrojo y de grano. Se analiz6 la estructura de los
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grupos formados y se identificaron las variables con mayor peso en la clasificacion. Los
porcentajes de traza resultantes del autoanalisis presentaron una caracterizacion de la

variabilidad disponible en la poblacién de genotipos estudiados.

Resultados y Discusion
Analisis de correlacion entre las variables de aptitud forrajera en genotipos de maiz

en el estado de madurez de cosecha de silaje.

Tabla 15. Matriz de correlaciones fenotipicas de Pearson
(Coeficientes\probabilidades) entre las variables de aptitud forrajera en genotipos
de maiz en el estado de madurez de cosecha para silaje.

ALTp BRIX Ciclo DFDNch DIVch FDAch FDNch LDAch RMSe RMSch RMSDpc

ALTp 0,160 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
BRIX -0,07 0,000 0,710 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,230
Ciclo 0,21 0,25 0,002 0,210 0,002 0,001 0,010 0,890 0,000 0,020
DFDNch -0,41 0,02 -0,15 0,000 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
DIVch -0,33 0,34 0,06 0,58 0,000 0,000 0,000 0,000 0,010 0,000
FDAch 0,29 -0,44 -0,15 -0,34 -0,87 0,000 0,000 0,000 0,720 0,000
FDNch 0,19 -0,42 -0,16 -0,13 -0,83 0,89 0,000 0,000 0,050 0,230
LDAch 0,26 -0,27 -0,13 -0,51 -0,56 0,45 0,28 0,000 0,010 0,000
RMSe 0,30 -0,18 -0,01 -0,30 -0,30 0,29 0,18 0,22 0,000 0,000
RMSch 0,58 0,18 0,30 -0,44 -0,13 -0,02 -0,10 0,13 0,34 0,000
RMSDpc 048 -0,06 0,11 -0,40 -0,24 0,18 0,06 0,20 0,91 0,68

Referencias: Variables analizadas: Altura de planta (ALTp, m), Contenido de azucares solubles (BRIX,
°B), Ciclo desde siembra a R; (Ciclo, °C dia™"), Digestibilidad de la Fibra (DFDNch, %), Digestibilidad in
vitro (DIVch, %), Fibra Detergente Acido (FDAch, %), Fibra Detergente Neutro (FDNch, %), Lignina
Detergente Acido (LDAch, %), Rendimiento en Materia seca de Espiga (RMSe, t ha!), Rendimiento en
Materia seca de Cafia+Hojas (RMSch, t ha'!) y Rendimiento en Materia Seca Digestible de la planta
completa (RMSDpc, t ha'!).

En la Tabla 15 se puede ver como la ALTp se correlaciond negativamente con las
variables de aprovechamiento de la fraccion vegetativa (DIVch -0,33 y DFDNch -0,41).
Resultados similares fueron encontrados por Méchin et al., (2001) lo cual se asocié a un

mayor contenido de FDNch, FDAch y LDAch, todos componentes estructurales de la
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planta. Existi6 una relacion positiva y significativa (p <0,01) de ALTp con RMSch (0,58)
y en menor medida con RMSe (0,30), esto se relaciona parcialmente con la tendencia del
mejoramiento moderno de maiz descripta por Duvick (2005) donde describe la busqueda
de plantas mas bajas y con mayor indice de cosecha. Por su lado, ALTp y LDAch
presentaron un bajo nivel de asociacion, aunque significativo (p <0,01) y positivo (0,26).
Estos resultados concuerdan con Barriere et al, (2005) quienes proponen que los
genotipos sileros de maiz deben poseer elevada produccion de biomasa y baja
lignificaciéon, ya que su cosecha se ve anticipada a los materiales graniferos,
disminuyendo asi el riesgo de V y Q. Contrariamente a lo esperado, la variable Ciclo
tampoco se correlacioné marcadamente con ALTp (0,21) y RMSch (0,31). El RMSDpc
estuvo mas relacionado con el RMSe (0,91) que con RMSch (0,68), esto se asocia con la
evolucion de los maices sileros modernos descripta por Lauer et al, (2001) al analizar
hibridos de diferentes eras.

Las variables de rendimiento (RMSe, RMSch y RMSDpc) se asociaron
negativamente con las de aprovechamiento de la fibra, DIVch (-0,30; -0,13 y -0,24) y
DFDNch (-0,30; -0,44 y -0,40), respectivamente (Tabla 15). Segtin Barriére et al. (2005),
estas asociaciones son la consecuencia del mejoramiento para grano, transferido a los
genotipos sileros. La DFDNch resultd ser una variable mas discriminante que DIVch.
Muttoni et al. (2013), resaltan la importancia de estas variables para el desarrollo de
genotipos de maiz con caracteristicas superiores en calidad forrajera para la alimentacion
de rumiantes, la produccion de fibra y biocombustibles.

La LDACch se relaciond negativamente con las variables de aprovechamiento de
la fibra (DIVch -0,56 y DFDNch -0,51). Si bien present6 una asociacion positiva con las
variables de rendimiento, esta fue de escasa magnitud (RMSe: 0,22, RMSch: 0,13 y

RMSDpc: 0,20) (Tabla 15).
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Analisis de componentes principales de la aptitud forrajera en genotipos de maiz.

Tabla 16. Correlaciones con las variables originales de las variables de aptitud
forrajera en el estado de madurez de cosecha de silaje.

Variables CP1 CP2
ALTp 0,69 -0,55
BRIX -0,08 -0,71
Ciclo 0,43 -0,61
DIVch -0,81 -0,43
DFDNch -0,81 0,27
FDAch 0,66 0,64
FDNch 0,48 0,74
LDAch 0,57 0,23
RMSe 0,79 0,15
RMSch 0,60 -0,69
RMSDpc 0,84 -0,20

Correlacion cofenética: 0,934
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Figura 5. Grafico bi-dimensional (CP1 vs. CP2): genotipos de maiz agrupados sobre la base de su aptitud forrajera.
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Referencias: Poblaciones locales (circulo azul, ®), Hibridos comerciales (circulo rojo m), Hibridos sileros experimentales (circulo verde V'), Hibridos precoces franceses (circulo

rosa ¢) y Compuestos Sintéticos (circulo amarillo ).
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Los CP 1y 2 explicaron el 42,4 y el 27,1 % de la variacion total, respectivamente
(Figura 5). La correlacion cofenética fue elevada (0,934) lo cual nos da un elevado ajuste
del modelo. Las variables de mayor peso sobre el CP 1 fueron: RMSDpc (0,84), RMSe
(0,79), ALTp (0,69), FDAch (0,66), RMSch (0,60) y LDAch (0,57) con signo positivo.
Mientras que con signo negativo fueron: DFDNch (-0,81) y DIVch (-0,81) (Tabla 16).
Hacia el cuadrante izquierdo de la Figura 5 quedaron agrupados los genotipos con mayor
calidad de la fraccion vegetativa, pero con menor produccion de biomasa y longitud de
ciclo (Poblaciones locales precoces e hibridos precoces franceses). El comportamiento de
estos genotipos se corresponde con el descripto por Barriere et al. (2018), quienes
remarcan que algunas lineas precoces francesas pueden superar a genotipos BMR en su
calidad forrajera. Por otro lado, hacia el cuadrante derecho se ubicaron los genotipos con
mayor longitud de ciclo y mayor produccion biomasa (Espiga y cafiat+hojas). Cabe
destacar que el componente granifero (RMSe) posee un mayor peso discriminatorio que
la fraccion vegetativa a la hora de clasificar los genotipos y es més cercana a la variable
respuesta RMSDpc. Esto remarcaria la importancia de un elevado indice de espiga al
seleccionar genotipos para silaje, sin descuidar el aporte de la biomasa vegetativa.

El grupo que mayor variabilidad present6 fue el de las poblaciones locales,
demostrado por distribucion casi continua desde el cuadrante izquierdo hacia el derecho
(Figura 5). Estos resultados coinciden con varios autores (Hallauer y Sears, 1972;
Lundvall et al., 1994; Bertoia et al., 2006; Incognito et al., 2013, 2016) quienes remarcan
la importancia del germoplasma nativo como fuente de alelos favorables para multiples
destinos del cultivo de maiz. Recordemos que es funcion de los Bancos de Germoplasma
conservar la diversidad genética, mientras que los programas de mejoramiento buscan
tener disponible una variabilidad genética representativa para sus fines de seleccion en

sus colecciones de trabajo. La finalidad de estos ultimos es obtener el mejor hibrido que
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concentre los mejores genes y sus efectos genéticos favorables en una estructura genética
con la menor variabilidad posible para un fin comercial dado.

El CP2 fue explicado en mayor medida por FDNch (0,74) y FDAch (0,64) (Tabla
16) discriminando en el cuadrante superior derecho a los genotipos con mayor contenido
de fibra en la biomasa vegetativa y mayor RMSe, representados en su mayoria por los
hibridos comerciales (cuadrados rojos). Estos genotipos presentaron mayor produccion
de espiga, pero a costa de una menor calidad forrajera de la fraccion vegetativa (ideotipo
granifero). Varios autores (Lauer et al., 2001; Barriere et al., 2005, 2017, 2018) coinciden
en que ante una caida en la calidad de la fraccion vegetativa seria esperable una menor
respuesta en la produccion animal. Mientras que en el cuadrante superior izquierdo se
agruparon los genotipos mas precoces y con mayor calidad forrajera de la fraccion
vegetativa (Poblaciones locales en azul e hibridos precoces en rosa). Las variables con
mayor peso clasificatorio y con signo negativo en el CP2 fueron: BRIX (-0,71), RMSch
(-0,69), Ciclo (-0,61) y ALTp (-0,55) (Tabla 16), quedando agrupadas en el cuadrante
inferior derecho de la Figura 5 algunas poblaciones locales (circulos azules) y compuestos
sintéticos (triangulos amarillos) con elevada produccion de biomasa vegetativa y elevado
RMSDpec, siendo genotipos propicios para ser utilizados como fuente de nuevas lineas

endocriadas para desarrollar hibridos con mejor aptitud para silaje de planta entera.

Analisis de correlacion entre las variables de aptitud granifera y bioenergética
lignoceluldsica en genotipos de maiz en el estado de madurez de cosecha de grano

(rastrojo).

Las variables de rendimiento de grano y rastrojo se asociaron de manera positiva

y significativa (0,32, p <0,01) (Tabla 17). Tales resultados coinciden con los de Ertiro et
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al. (2013) durante su evaluacion de germoplasma de base genética amplia. Esta
asociacion indica la posibilidad de aumentar ambos rendimientos simultaneamente,
resultando de interés al intentar obtener genotipos doble proposito: con buena produccion
granifera y elevada produccion de rastrojo. En este sentido, Dhugga (2007) propone
utilizar genotipos de maiz adaptados a regiones tropicales en zonas templadas, para
aumentar la biomasa por unidad de superficie, aunque se veria restringido el rendimiento

en comparacion a genotipos graniferos adaptados.

Tabla 17. Matriz de correlaciones fenotipicas de Pearson
(Coeficientes\probabilidades) entre las variables de produccion y calidad de
biomasa lignoceluldsica y produccion de grano en genotipos de maiz en el estado de
madurez de cosecha de grano.

ALTp Ciclo DFDNr DIVr FDAr FDNr LDAr Q RETP RG  RMSr A\

ALTp 0,000 0,003 0,000 0,0000 0,000 0,010 0250 0,000 0,000 0,000 0,060
Ciclo 0,21 0,000 0,040 0,8800 0,080 0,010 0,004 0,000 0910 0,000 0,090
DFDNr -0,14 -0,22 0,000 0,0023 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,010
DIVr -0,38 -0,10 0,55 0,0000 0,000 0,000 0,590 0,000 0,002 0,000 0,240
FDAr 0,34 0,01 -0,15 -0,80 0,000 0,010 0,280 0,000 0,010 0,002 0,490
FDNr 0,17 -0,09 0,22 -0,60 0,80 0,030 0,000 0,000 0,070 0210 0,870
LDAr 0,13 0,12 -0,51 -0,30 0,13 -0,10 0,001 0,010 0,000 0,000 0,670
Q -0,06 -0,14 0,24 0,03 0,05 0,18 -0,15 0,050 0,000 0,004 0,370
RETP 0,57 0,18 -0,30 -0,44 033 0,17 0,13 -0,09 0,000 0,000 0,210
RG 0,41 0,01 -0,26 -0,15 0,12 -0,09 0,26  -0,36 0,29 0,000 0,000
RMSr 0,54 0,20 -0,36 -0,31 0,15 -0,06 0,19  -0,14 0,97 0,32 0,280
\4 -0,09 0,08 -0,12 -0,06  -0,03 -0,01 -0,02  -0,04 0,06 -0,26 0,05

Referencias: Variables analizadas: Altura de Planta (ALTp, m), Ciclo desde siembra a R; (Ciclo, °C dia -
1, Digestibilidad de la Fibra (DFDNT, %), Digestibilidad in vitro (DIVr, %), Fibra Detergente Acido
(FDAr, %), Fibra Detergente Neutro (FDNT, %), Lignina Detergente Acido (LDAr, %), Quebrado (Q, %),
Rendimiento en Etanol Teoérico Potencial (RETP, mil 1 ha'), Rendimiento de Grano (RG, t ha'),
Rendimiento en Materia seca de Rastrojo (RMSr, t ha!), Vuelco (V, %).

En cuanto a V y Q existio una relacion negativa de ambas con RG (-0,26 y -0,36,
respectivamente) (Tabla 17). La asociacion evidencia un grado de mejora del
germoplasma evaluado para un ideotipo granifero de maiz, con mayor rendimiento de
grano y tolerancia a factores bidticos y abiodticos. Varios son los autores (Barricre et al.,
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2005; Dhugga, 2007; Ertiro et al., 2013) que coinciden con nuestros resultados y plantean
que la seleccion para rendimiento en grano, y resistencia al vuelco y al quebrado del tallo,
podrian disminuir la calidad del forraje y como consecuencia, su aptitud potencial para

producir bioetanol a partir del rastrojo.

Las variables RMSr, RG y RETP alcanzaron valores de correlacion significativos
(p <0,01) de -0,36; -0,26 y -0,30 para DFDNr y de -0,31; -0,15 y -0,44 para DIVr,
respectivamente (Tabla 17). Las asociaciones entre RETP y las variables de calidad del
rastrojo pueden observarse en el Anexo (Relaciones entre el Rendimiento en Etanol
Tedrico Potencial (RETP) y las principales variables de calidad del rastrojo de maiz). La
variable de calidad que logrd una asociacién mas elevada con la variable respuesta RETP
fue DIVr (-0,44, p<0,001). Esto puedo deberse principalmente a que la variable RETP se
encuentra muy asociada a RMSr (0,97, p<0,001) y, coincidiendo con Lorenz et al.,
(2009b), y existe una relacion inversa entre el rendimiento y la calidad de la biomasa
vegetativa (Dhugga, 2007; Lorenz et al., 2009b; Lewis et al., 2010). Por otro lado, se
encontrd una correlacion positiva (0,24, p <0,01) entre DFDNr y Q, aunque no ocurrio lo
mismo con el V (-0,12, p <0,01). La LDAr se correlacion6 positivamente (p <0,01) con
RG y RMSrt, (0,26 y 0,19, respectivamente) aunque en menor medida también lo hizo
con RETP (0,13, p <0,01), coincidiendo con los resultados de Lorenz et al. (2009b).
También se generaron correlaciones negativas entre DIVr y DFDNr con las variables
LDAr y FDAr (Tabla 17). Estos resultados coinciden con varios autores (Jung y Casler,
2006; Lorenz et al., 2009b; Barriere et al., 2017), quienes encontraron que la
concentracion y el tipo de composicion de la lignina es el principal factor limitante del
aprovechamiento de la celulosa y hemicelulosa en rumiantes. Por otro lado, Ertiro et al.

(2013) no encontraron asociaciones significativas entre la calidad del rastrojo y las
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variables de rendimiento, indicando la posibilidad de mejorar en ambos sentidos. Weimer
et al., (2005) sefialan que DIV mide indirectamente el rendimiento de etanol real que
podria alcanzarse cuando se utiliza un proceso de SSCF. En este sentido, Dhugga (2007)
sugiere mejorar dicha variable como posible estrategia para incrementar el Rendimiento
de etanol. Las variables LDA y FDA se asociaron positiva y significativamente con todas
las variables de rendimiento (RMSr, RG y RETP) (Tabla 17). Esta relacion inversa entre
rendimiento y calidad fue descripta por Barriére et al. (2017), quienes plantean la
necesidad de disminuir el contenido de lignina para mejorar el aprovechamiento de la
fraccion vegetativa. Lewis et al, (2010) proponen una seleccion no solo por RG y RMSr,

sino también por calidad de este tltimo.

Analisis de componentes principales de la aptitud granifera y bioenergética

lignoceluldsica en genotipos de maiz.

Tabla 18. Correlaciones con las variables originales de las variables de aptitud para
la produccion de grano y biomasa lignoceluldsica en el estado de madurez de cosecha
de grano (rastrojo).

Variables CP1 CP2

ALTp 0,85 0,02
Ciclo 0,67 0,18
DFDNr -0,78 0,25
DIVr -0,67 -0,56
FDAr 0,43 0,75
FDNr -0,02 0,91
LDAr 0,54 -0,18
Q -0,40 0,56
RETP 0,80 0,09
RG 0,59 -0,44
RMSr 0,81 -0,09
\ -0,08 0,38

Correlacion cofenética (CC): 0,880
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Figura 6. Grafico bi-dimensional (CP1 vs. CP2): genotipos de maiz agrupados por su aptitud para la produccion de biomasa lignoceluldsica

y grano.
Aptitud granifera y Bioenergética lignocelulosica de genotipos de maiz con origen diverso
7.00+
3.50
o 3
= " s a6l
S 0.00 o 11097___T79
0.004 ° 2
X Pt
9 81126 140®
& o 126 140° o1
-3.50-
_7.00- T T T T 1
-7.00 -3.50 0.00 3.50 7.00

CP 1 (37.8%)

Referencias: Poblaciones locales (circulo azul, @), Hibridos comerciales (circulo rojo ®), Hibridos sileros experimentales (circulo verde ), Hibridos precoces franceses (circulo

rosa ©) y Compuestos Sintéticos (circulo amarillo ).
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Los CP 1y 2 explicaron el 37,8 y el 20,7 % de la variacion total, respectivamente
(Figura 6). La correlacion cofenética fue de 0,88, lo cual es un elevado valor de ajuste del
modelo. Las variables de mayor peso sobre el CP 1 fueron: ALTp (0,85), RMSr (0,81),
RETP (0,80), Ciclo (0,67), RG (0,59) y LDAr (0,54) con signo positivo; mientras que
con signo negativo fueron DFDNr (-0,78) y DIVr (-0,67) (Tabla 18). Los genotipos con
mayor Ciclo, mayor RG, mayor RMSr y con mayor LDAr, se agruparon hacia el
cuadrante derecho, representando a los genotipos con mayor aptitud granifera y para la
produccion de biomasa lignoceluldsica. A la izquierda se agruparon los genotipos mas
precoces y con mayor calidad y capacidad de conversion de la biomasa en bioetanol.
Estos resultados son similares a los encontrados por Torres et al. (2015) quienes describen
una relacion opuesta entre las variables de calidad y rendimiento de la biomasa
lignocelulosica. Nuevamente, al igual que en M1 (Figura 5), cabe destacar el
comportamiento de las poblaciones locales que se distribuyen de izquierda a derecha a lo
largo del eje CP1 de la Figura 6, demostrando su gran variabilidad genética. Estos
resultados son coincidentes con los trabajos de varios autores (Hallauer y Sears, 1972;
Bertoia et al., 2006; Incognito et al., 2013, 2016), quienes remarcan el potencial uso de
las poblaciones locales como fuente de alelos favorables para la produccion de bioetanol.

El CP2 fue explicado en mayor medida por FDNr (0,91), FDAr (0,75) y Q (0,56)
(Tabla 18) agrupandose en el cuadrante superior los genotipos con mayor contenido de
fibra en la biomasa vegetativa y menor nivel de mejora (circulos azules) (Figura 6). En el
cuadrante inferior se ubicaron materiales con menor contenido de fibra, pero con mayor
capacidad de conversion en bioetanol (DIVr, -0,56) y mayor RG, (-0,44) (Figura 6). En
esté cuadrante ocurri6 una clara separacion, hacia la izquierda, de hibridos comerciales
(cuadrados rojos), que compartieron una elevado RG, RMSr y Ciclo, mientras que a la

derecha del mismo predominaron los genotipos sin mejora (circulo azul), salvo 5
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genotipos con mejora de origen francés y elevada precocidad (rombos rosas) (Figura 6).
Lamentablemente la elevada calidad que posee este grupo no puede compensar la escasa
producciéon de biomasa por unidad de superficie. En este sentido, Dhugga (2007)
establece que para ser comercialmente viable cualquier mejora en la calidad del rastrojo,
debe reflejarse en un aumento de la eficiencia de la produccion de etanol por unidad de
superficie y no simplemente por unidad de masa seca. Las poblaciones locales se ubicaron
a lo largo del eje del CP 1, casi en su totalidad, en el cuadrante superior lo que marca una
amplia variabilidad para los caracteres evaluados. Los genotipos con elevado nivel de
mejora se ubicaron predominantemente en el cuadrante inferior derecho, predominando
los ciclos largos, con elevada produccion de grano, elevada produccion de biomasa, pero
baja calidad de la fibra. Estos resultados concuerdan con otros trabajos (Lauer et al., 2001;
Barriere et al., 2005; Incognito et al., 2013), donde se remarca la disminucion de la
calidad de la fraccion vegetativa a través de las eras de seleccion. Los dos primeros CP
explicaron una variacion fenotipica media (58,5 %), y determinaron un mayor peso para
la clasificacion de los genotipos, a las variables asociadas al rendimiento, siguiendo en
importancia las variables de calidad de la fraccion vegetativa. La variable ALTp fue la
que explicd el mayor porcentaje de variabilidad del CP 1, superando a las variables de
rendimiento e incluso al Ciclo. Dado que esta variable es de facil y rapida determinacion
podria utilizarse en programas de seleccion indirecta. Este rasgo favorable para hibridos
con destino de produccion grano + biomasa lignoceluldsica, es contrario al buscado en
los hibridos graniferos de maiz modernos, donde se priorizan las plantas de menor altura,
con mayor indice de cosecha y sembradas a mayores densidades (Duvick, 2005). Dhugga
(2007) asume que la seleccion directa continuard contribuyendo a un aumento del
rendimiento de grano y produccidn de biomasa y quizas logre aumentar el contenido de

celulosa de la biomasa del rastrojo.
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La variable BRIX tuvo bajo peso clasificatorio en ambos componentes, por lo cual
se decidi6 quitarla del analisis. De esta manera resultdé ser poco recomendable su uso

como variable predictora de la calidad del rastrojo.

Conclusiones

En el estado de madurez de cosecha para silaje, las variables rendimiento de
mayor peso clasificatorio fueron RMSe, Altp y RMSch, junto a las variables de calidad
DFDNch y DIVch. Estas podrian ser empleadas en programas de mejoramiento para
seleccionar genotipos de maiz con buena aptitud forrajera. Las poblaciones locales
presentaron gran variabilidad fenotipica, resultando algunas de interés como fuentes de
alelos favorables para la produccion de silaje, y que podrian ser incorporados a otros
grupos de germoplasma con distinto grado de mejora.

En el estado de madurez de cosecha de grano, las variables de rendimiento de
mayor peso clasificatorio fueron Altp, RMSr, Ciclo y RG, junto a las variables de calidad
DFDNch y DIVch. Estas podrian ser empleadas en programas de mejoramiento para
seleccionar genotipos de maiz con buena aptitud doble proposito para la produccion de
grano y bioetanol lignoceluldsico. Dentro de los genotipos con mejor comportamiento
para la produccion doble propdsito de grano y rastrojo se destacaron hibridos comerciales,
hibridos experimentales sileros, compuestos sintéticos y algunas poblaciones locales.
Estas poblaciones locales serian una importante fuente de alelos favorables para la
produccion de biomasa lignoceluldsica con calidad bioenergética para ser incorporados a
otros grupos con diferente grado de mejora o bien incluirlas en un proceso de seleccion

para la obtencion de nuevas lineas endocriadas.
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CAPITULO IV

Seleccion de genotipos con aptitud para la
produccion de grano Yy bioetanol
lignocelulosico mediante indices de

seleccion.
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Objetivo
c. Clasificar el germoplasma a través de variables de rendimiento y calidad nutricional de
la fraccion vegetativa para identificar grupos con diferenciales aptitudes para la

produccion potencial de etanol celuldsico.

Metodologia de analisis

Se generaron indices de seleccion (IS) mediante la metodologia suma de rangos
propuesto por (Kang, 1993) para seleccionar genotipos con aptitud para produccion de
grano y bioetanol lignoceluldsico. Para cada genotipo se generd un indice (IS) para cada
afio, utilizando las variables asociadas al rendimiento (RG y RMSr) y a la calidad del
rastrojo (FDNr, FDAr, LDAr, DIVr y DFDNr) en el estado de madurez de cosecha de
grano (M2). Se utilizaron como pesos econdmicos las razones CVg/CVe. Esta razon es
una medida relativa de la variacion genética con respecto a la variacion ambiental
(Falconer y Mackay, 1996). A las variables V' y Q que se les adjudicé un valor arbitrario
de -1. El signo negativo indica una disminucion sobre el comportamiento agrondmico
deseado. LDAr se la consider6 con signo negativo por ser una variable desfavorable para
la produccion de bioetanol (Lorenz et al., 2009a).

La seleccion de los genotipos se realizo a través de la suma total de indices por
genotipos (IST), que fue calculada sumando los IS a través de las variables
correspondientes a cada afio. Los IST de cada genotipo se sumaron a través de los afios,
constituyendo el Indice de Seleccion General (ISG). Los genotipos se rankearon en orden
decreciente por sus ISG. Luego se seleccionaron como superiores a aquellos genotipos
con valores medios ajustados (VAj) mayores al promedio de los testigos + 1 DMS
(diferencia minima significativa) (Kang, 1993; Cotes y Nustez, 2001). Se decidié

seleccionar el 20% superior de los genotipos con mayor indice debido a la incapacidad
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de manejar mayor cantidad de germoplasma en programas de seleccion. A continuacion,
se graficaron los desvios estandar de los IS de los 30 genotipos, para analizar
graficamente la estabilidad de los mismos. La ecuacion para calcular el desvio estandar

fue la siguiente:

VX i =)

B N-—1

Donde xi son los valores observados de los elementos de la muestra,
X es el valor medio de estas observaciones,

N es el nimero de observaciones de la muestra.

Luego se aplicé el método de la Ecovalencia de Wricke (1962) para evaluar la
estabilidad agrondmica de los indices a través de los ambientes (afios). La ecovalencia
mide la contribucidon de un genotipo i al total de la suma de cuadrados de la interaccion

G x E, el genotipo con Wi=0 sera el mas estable a través de los afios.

, OXi X X
Wi= ) Xij————+—)*
j a9 P Pq

Donde: Wi: valor de i-ésimo genotipo.
Xij: media del i-ésimo genotipo en el j-ésimo ambiente.
Xi: suma del valor del genotipo i-ésimo en todos los ambientes.
Xj: suma del valor de todos los genotipos en el j-ésimo ambiente.
q: nimero de ambientes.
p: numero de genotipos.

X.../pq: media general
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Resultados y Discusion

indices de seleccion de suma de rangos para la seleccién de genotipos doble
proposito (grano y etanol lignocelulosico).

Al analizar la relacion entre IS y RETP, encontramos una correlacion positiva y
significativa entre ambas (r: 0,43, p <0,01), lo que indica que los indices IS podrian servir
como una herramienta 1til para seleccionar material con buena capacidad energética.
Lewis et al. (2010) también utiliza indices de seleccion de rangos multiples para el
rendimiento de grano, rasgos agronomicos y de calidad del tallo para la seleccion de
lineas en programas de mejoramiento. Cabe destacar que el RETP es una variable
compuesta que proviene de la combinacién de RMSr, LDAr, FDAr y FDNr, pero no tiene
en cuenta las variables de rendimiento de grano, ni de calidad (DIVr y DFDNTr) o de otras
variables de interés agronomico (V' y Q), que si fueron utilizadas para el calculo del indice
de suma rangos (IS). Esta podria ser la razdn del valor medio de la correlacion encontrado,
aunque fue significativo. Podemos confirmar, por lo tanto, que IS seria el mejor indice
para identificar genotipos con un doble propdsito: una buena capacidad potencial para el
rendimiento de grano y etanol. Coincidiendo con nuestros resultados, Lewis et al. (2010)
sugirieron que la calidad del rastrojo debe ser un objetivo de seleccion para materiales
doble propdsito (grano y biomasa lignoceluldsica) y también propusieron el uso de un

indice de seleccion para tal fin.
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Tabla 19. Ranking de 30 Genotipos selectos mediante el indice de suma de rangos

(IS1 (2012), IS2 (2013) y IS3 (2014)) y suma de rangos total (IST).

Rank (#)  Genotipo Caracteristicas/Obtentor IS1 IS2 IS3
1 HESS Hibrido Exp. Silaje/DAS 1434 923 1128 3485
2 HES 4 Hibrido Exp. Silaje/DAS 843 1001 1393 3236
3 CS Tropical 3 Compuesto Sintético Tropical/DAS 1130 1089 979 3198
4 ARZMO03003 CAMELIA / INTA 1064 893 1148 3104
5 ARZM14063 CRISTALINO COLORADO Y DENTADO/INTA 1073 1073 958 3104
6 CS BMR Compuesto Sintético BMR/DAS 921 735 1416 3071
7 HES6 Hibrido Exp. Silaje/DAS 948 958 1152 3058
8 CS Silaje 2 Compuesto Sintético Silaje/DAS 999 870 1176 3045
9 HES 14 Hibrido Exp. Silaje/DAS 982 937 1095 3014
10 CS Silaje 3 Compuesto Sintético Silaje/DAS 895 833 1242 2971
11 CS Silaje 4 Compuesto Sintético Silaje/DAS 1000 775 1192 2966
12 CS Tropical 2 Compuesto Sintético Tropical/DAS 922 1068 950 2940
13 SY 900 VIPTERA  Hibrido Comerciall SYNGENTA 1032 797 1072 2901
14 CS Tropical 4 Compuesto Sintético Tropical/DAS 1088 941 872 2901
15 ARZM17008 CRISTALINO COLORADO/INTA 1063 759 1075 2898
16 CS Tropical 1 Compuesto Sintético Tropical/DAS 904 856 1130 2889
17 ARZMO04011 NO CLASIFICABLE / INTA 896 735 1213 2843
18 DK 747 VT3P Hibrido Comercial/ MONSANTO 806 951 1059 2817
19 HES7 Hibrido Exp. Silaje/DAS 937 831 1033 2802
20 ARZM17035 CRISTALINO COLORADO/INTA 1162 703 915 2780
21 ARZMO06051 CRISTALINO COLORADO/INTA 926 929 917 2772
22 CS Grano Compuesto Sintético Grano/DAS 798 891 1047 2736
23 ARZM18022 NO CLASIFICABLE/INTA 936 735 1062 2733
24 ARZMO03026 CALCHAQUVINTA 1083 469 1175 2727
25 CS Silaje 1 Compuesto Sintético Silaje/DAS 875 805 1043 2724
26 ARZM17029 CRISTALINO COLORADO / INTA 1101 824 796 2721
27 PAN 5E-203 Hibrido Comercial/ PANNAR 900 733 1078 2711
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28 HES1 Hibrido Exp. Silaje/DAS 817 1054 824 2694
29 KM 4020 G Hibrido Comercial/KWS 855 972 867 2694
30 SRMS553 MG Hibrido Comercial/SURSEM 1005 662 1003 2670

Un ranking de genotipos fue conformado utilizando en forma creciente los indices
de rango calculados para cada afio y el indice de rango total. Posteriormente al calculo de
los indices, se seleccion6 el 20 % de un total de 144 accesiones. Los rankings de este
porcentaje de genotipos fueron presentados en la Tabla 19. Luego de aplicar los indices
de seleccion, se selecciond el 20 % de un total de 144 accesiones. Los genotipos
seleccionados incluyeron: 9 variedades locales, 10 compuestos de maiz, 6 hibridos
experimentales de ensilaje y 5 hibridos comerciales de doble propdsito (grano y forraje).
Algunos genotipos que ocupaban las primeras posiciones en el Rank (#), como en el caso
de HES 5 (#1), HES 4 (#2) y CS BMR (#6), también presentaron elevados desvios
estandar al igual que ARZMO03026 (#24). Es por esa razon que se procedio a aplicar el
método de Wricke para determinar cudles son los genotipos con mayor estabilidad

agronomica (Wricke, 1962) (Figura 8).
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Estimacion de la estabilidad de los genotipos de maiz seleccionados con aptitud

doble propésito.

Figura 8. Estabilidad Agronomica para la seleccion de genotipos con aptitud doble

proposito (grano y biomasa lignocelulésica).
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Luego de realizar el andlisis de estabilidad agronomica (Figura 8), se
seleccionaron los diez genotipos con menor ecovalencia (W = 0,01 a 0,77) (Tabla 20): 3
hibridos experimentales de ensilaje (HES 7, HES 14, HES 6), 2 hibridos comerciales (SY
900 VIPTERA, PAN 5E-203), 3 Compuestos Sintéticos (CS Silaje 1, CS Silaje 2, CS

Tropical 1) y 2 Poblaciones Locales (ARZM03003, ARZM18022).
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Tabla 20. Valores medios de los genotipos seleccionados para las variables de Rendimiento y calidad en el estado de madurez de
cosecha de grano (rastrojo).

Variable ARZMO03003 ARZM18022 PAN 5SE-203 SY 900 VIPTERA CS Silaje 1 CS Silaje2 CS Tropicall HES6 HES7 HES 14

Altp 2,29 1,81 2,02 1,91 1,99 2,11 2,15 2,02 1,96 2,03
Ciclo 1049,4 907,94 1007,4 1043,1 1209,9 11458 1219,0 1141,0 996,68 10423
DFDNr 34,38 37,36 28,58 30,94 28,47 30,97 32,31 30,56 30,06 28,46
DIVr 44,47 46,44 46,30 44,64 46,02 42,97 47,41 4522 48,00 46,56
FDAr 39,58 40,07 38,02 40,56 37,56 40,80 34,90 3992 3568 36,60
FDNr 76,81 78,30 72,70 78,10 70,72 76,34 69,24 7489 70,12 70,75
LDAr 6,83 5,00 6,20 6,24 5,91 5,87 5,66 6,50 6,07 6,66
RG 9,35 7,17 12,10 11,94 13,18 11,95 11,61 11,74 13,82 14,52
RMSRr 11,19 6,12 9,70 7,62 9,24 747 10,40 7,84 9,11 10,22
RETP 4,09 2,36 3,33 2,87 3,12 2,70 3,46 2,74 3,02 3,39
Q 17,04 25,10 1,99 0,00 2,11 2,11 2,55 0,00 12,18 2,66
v 25,38 9,18 0,67 0,67 0,67 0,67 0,21 3,21 0,67 5,12

Referencias: Variables analizadas: Altura de Planta (Altp, m), Ciclo desde siembra a R; (Ciclo, °C dia -1, Digestibilidad de la Fibra (DFDNr, %), Digestibilidad in vitro
(DIVr, %), Fibra Detergente Acido (FDAr, %), Fibra Detergente Neutro (FDNr, %), Lignina Detergente Acido (LDAr, %), Rendimiento de Grano (RG, t ha''), Rendimiento
en Materia seca de Rastrojo (RMSr, t ha'!), Rendimiento en Etanol Tedrico Potencial (RETP, mil 1 ha'), Quebrado (Q, %), Vuelco (V, %).
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El 20% de los genotipos seleccionados mostr6 baja ecovalencia, lo que indicaria
una respuesta constante a los cambios ambientales, manteniendo las mismas posiciones
relativas en las clasificaciones. Kang, (1993) propuso que un mayor énfasis de los
investigadores sobre el componente de estabilidad durante el proceso de seleccion seria
beneficioso para los productores. Disminuiria la probabilidad de errores de tipo II, cuando
un genotipo inestable no se penaliza por inestabilidad. Los hibridos comerciales, que se
destacaron en el Rank (#) por su elevado RG, RETP, buen comportamiento agronomico
y estabilidad fueron: SY 900 VIPTERA (#13) y PAN 5E-203 (#27) (Tabla 19). Con
similares caracteristicas se encuentra los compuestos sintéticos CS Silaje 2 (#8), CS
Tropical 1 (#16) y CS Silaje 1 (#25). Dentro del grupo de los hibridos experimentales
para silaje, se destacaron HES 6 (#7), HES 14 (#9) y HES 7 (#19). Estos materiales de
nueva generacion podrian ser compatibles con una utilizacion forrajera, granifera y
bioenergética. Es necesario sefialar que dos de las poblaciones locales, ARZMO03003 (#4)
y ARZM18022 (#22) también mostraron buen desempefio y estabilidad, aunque su
rendimiento en grano y desempafio agronomico (V y Q) fueron menores que el resto de
los genotipos seleccionados (Tabla 20). Cabe destacar que estas poblaciones presentaron
elevada estabilidad y elevados IST, destacandose sobre otros genotipos selectos. Otros
autores (Hallauer y Sears, 1972; Holland et al., 1996; Bertoia et al., 2006) también
remarcaron la importancia de incorporar germoplasma no adaptativo o exdtico como
fuente de alelos favorables, aunque su rendimiento en grano es mas bajo y su
comportamiento agrondémico es deficiente. Lee etal. (2003) también encontraron
poblaciones con estabilidad fenotipica para el rendimiento de grano, por ser este un
caracter altamente heredable y en consecuencia predecible.

La introduccion de recursos genéticos en los programas de mejoramiento genético

es una tarea larga y laboriosa que a menudo ha sido desalentadora para los mejoradores
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de maiz. La relacion entre RETP y las variables de calidad de rastrojo para los 10
genotipos selectos puede verse en el Anexo (Figura 16, Figura 17, Figura 18, Figura 19

y Figura 20).

Conclusiones

La utilizacion de indices de seleccion de rangos multiples resulté ser una
herramienta util y valida para la seleccién de germoplasma con altos niveles de RETP,
sin omitir la produccion de grano y los rasgos agronomicos. La utilizacion de la razén
CVg/CVe como unidad de peso para la conformacién los indices de seleccion, permitid
ponderar el peso genético sobre el ambiental.

Algunos hibridos experimentales sileros de nueva generacion (HES 6, HES 7 y
HES 14), podrian ser compatibles con una utilizacion forrajera, granifera y bioenergética.

Algunas poblaciones locales (ARZMO03003 y ARZMI18022) presentan
caracteristicas similares a los hibridos modernos y compuestos sintéticos, pudiendo ser
empleados como fuente de alelos favorables para la generacion de nuevos genotipos con

aptitud doble proposito (grano y biomasa lignoceluldsica).

De este capitulo se desprende la siguiente publicacion: Garcia Stepien L.E., M.B.
Aulicino, J.L. Danelon y L.M. Bertoia. 2019. Genetic resources of maize (Zea mays
L.): double purpose hybrids to generate grain and lignocellulosic biomass. Maydica.

Vol 64 N° 1 pag. 1-9.
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CAPITULO V

Variaciones Cuali-Cuantitativas en la
fraccion vegetativa de genotipos de maiz
con distinto origen genético en dos estados
de madurez de cosecha distintos (silaje y

grano).
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Objetivo
d. Evaluar las variaciones cuali-cuantitativas que sufre la fraccion vegetativa de maiz al
pasar del estado de madurez de cosecha para silaje al de grano, y su aptitud para la

produccion potencial de bioetanol lignocelulosico.

Metodologia de analisis de los datos

Se aplicaron técnicas multivariadas con el objeto de analizar el comportamiento
de los grupos de genotipos con patrones diferenciales asociados a las variables cuali-
cuantitativas de la fraccion vegetativa de los genotipos de maiz. Se tom6 un subconjunto

de rasgos medios descriptos en el Capitulo 1.

Cosecha en el estado de madurez de cosecha de Silaje (M1):
1. Rendimiento en Materia Seca de Cafia+Hojas (t ha'!), RMSch.
2. Digestibilidad in vitro de la Materia Seca de Cafia+Hojas (%), DIVch.
3. Fibra Detergente neutro de Cafia+Hojas (%), FDNch.
4. Fibra Detergente acido de Caniat+Hojas (%), FDAch.
5. Lignina Detergente dcido de Cafia+Hojas (%), LDAch.
6. Digestibilidad de la Fibra de Cania+Hojas (%), FDNDch.
Cosecha en el estado de madurez de cosecha de grano (rastrojo) (M2):
1. Rendimiento en Materia Seca del Rastrojo (t ha™!), RMSr.
2. Digestibilidad in Vitro de la Materia Seca del Rastrojo (%), DIVr.
3. Fibra Detergente Neutro del Rastrojo (%), FDNr.
4. Fibra Detergente Acido del Rastrojo (%), FDAT.
5. Lignina Detergente Acido del Rastrojo (%), LDAT.

6. Digestibilidad de la Fibra del Rastrojo (%), DFDNTr.
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Los materiales se agruparon a priori en funcion del nivel de mejora que poseen,
utilizando 5 clases: G1: Poblaciones locales, G2: Hibridos comerciales, G3: Hibridos
sileros experimentales, G4: Hibridos precoces franceses y G5: Compuestos sintéticos. A
los grupos se les aplico un analisis de conglomerados (Sneath y Sokal, 1973) para los dos
estados de madurez de cosecha por separado, M1 y M2, con el objeto de determinar la
estructura de los grupos y las interrelaciones entre ellos en cada estado de madurez de
cosecha. Posteriormente se realizd un analisis de varianza de los conglomerados para
detectar diferencias significativas entre los mismos, los afios fueron utilizados como
repeticiones y no se analiz6 su efecto por separado. Se realizé un test de Diferencias
Minimas Significativas al 5% para detectar grupos homogéneos. Todos los analisis se

realizaron con el software InfoStat version 2011 (Di Rienzo et al., 2011).

Resultados y Discusion
Analisis de conglomerados a priori para estado de madurez de cosecha para silaje.

Figura 9. Fenograma del analisis de conglomerados a priori para las variables de

calidad forrajera en el estado de madurez de cosecha para silaje.

Momento de Cosecha para Silaje: Agrupamiento a priori (Ward)

Distancia Euclidea

G5 ‘

G2

G4

Gl

0.00 1.48 2.97 4.45 5.93

Referencias: Conglomerados a priori: G1: Poblaciones locales, G2: Hibridos comerciales, G3: Hibridos

sileros experimentales, G4: Hibridos precoces franceses y G5: Compuestos Sintéticos.

92

Universidad Nacional de La Plata — Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales



Tesis Doctoral - Garcia Stepien L. E.

Se realiz6 un analisis de los conglomerados a los grupos de genotipos formados a
priori en el estado de madurez de cosecha de silaje utilizando una distancia Euclidea y el
método de agrupamiento de Ward y lo que permitié una mejor discriminacion entre los

grupos. La correlacion cofenética fue de 0,77, lo que indico un buen ajuste del modelo.

Al analizar la Figura 9, el fenograma del agrupamiento de los conglomerados a
priori en MI, podemos ver la formacion de 4 agrupamientos que difieren
significativamente (p < 0,01) (Anexo). El primer agrupamiento lo componen los
compuestos sintéticos y los hibridos experimentales de maiz (G5 y G3, respectivamente).
Esto podria explicarse debido a que muchos de los componentes del G3 derivan de
genotipos del grupo GS5. Por otro lado, también hay una expresa cercania entre los grupos
de poblaciones locales (G1) y los hibridos precoces franceses (G4), aunque estos grupos
se diferencian significativamente (p <0,01). Estos dos grupos presentaron los mayores
valores de calidad forrajera, pero son muy contrastantes en rendimiento (Anexo). Los
hibridos comerciales (G2), presentan mayor cercania a la primera agrupacion, lo cual era
esperable por su cercania en el grado de mejora. No obstante, mantuvieron diferencias
notorias de calidad: menor DIV y mayores valores de FDA y FDN (Tabla 21), debido a
su objetivo original de seleccion granifera. Estos comportamientos entre grupos, son
similares a los descriptos por Barriere et al., (2005) al analizar hibridos forrajeros de

distintas eras en Europa.
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Analisis de conglomerados a priori para estado de madurez de cosecha de grano.

Figura 10. Fenograma del analisis de conglomerados a priori para las variables de

calidad forrajera en el estado de madurez de cosecha de grano

Momento de Cosecha para rastrojo: Agrupamiento a priori (Ward)

Distancia: Euclidea

G4

G3

G2

G5

Gl

0.00 1.54 3.08 4.61 6.15

Referencias: Conglomerados a priori: G1: Poblaciones locales, G2: Hibridos comerciales, G3: Hibridos

sileros experimentales, G4: Hibridos precoces franceses y G5: Compuestos Sintéticos.

En el estado de madurez de cosecha de grano (rastrojo), también se utilizaron la
distancia Euclidea y el método de Ward, para realizar el analisis de conglomerados de los
grupos de genotipos a priori. La correlacion cofenética fue mas elevada que en M1,
alcanzando un valor de 0,95, lo cual refiere a un mejor ajuste del modelo. Desde el punto
de vista bioldgico también demuestra una disminucidn en la variacion intrinseca de los
grupos. De esta forma, en el fenograma de los conglomerados de la Figura 10, se
evidencian también 3 agrupamientos que difieren significativamente (Anexo). Esta
situacion es similar al caso de M1, pero con una configuracion distinta debido al cambio
que sufrieron las variables de calidad en M2, ya que no fueron proporcionales en todos
los grupos (Tabla 21). Esto nos indica que hay grupos de genotipos mas aptos para un

doble proposito de seleccion, silero y granifero-bioenergético, y otros que solo responden
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a un solo objetivo. El primer agrupamiento estd conformado por G2 y G3 (Hibridos
comerciales y sileros experimentales, respectivamente) (Figura 10). El segundo, se
conformo por G1 y G5, mientras que G4 quedo totalmente aislado del resto, posiblemente
por poseer los mejores parametros de calidad del rastrojo y la menor produccion de

biomasa.

Analisis de varianza de los conglomerados a priori en ambos estados de madurez de
cosecha (Silaje y Rastrojo) para las variables de rendimiento y calidad de la fraccion

vegetativa.

Tabla 21. Comparacion de medias de las variables de rendimiento y de calidad de la

fraccion vegetativa del maiz en dos estados de madurez de cosecha (Silaje y grano).

Silaje (M1)
Conglomerado RMS LDA FDA FDN DIV DFDN
G1: Poblaciones locales 9,44 B 5,18 A 32,86 A 63,30 A 53,68 C 3639 B
G2: Hibridos Comerciales 841 B 541 AB 3557 C 6780 B 50,21 A 34,55 AB
G3: Hibridos Sileros
Experimentales 9,73 B 5,71 B 34,03 B 64,69 A 51,62 AB 34,13 A
G4: Hibridos precoces 530 A 536 AB 33,69 AB 64,37 A 53,54 BC 36,98 B
G5: Compuestos Sintéticos 11,13 C 548 AB 3389 B 64,62 A 5232 BC 3436 AB
Grano (M2)
Conglomerado RMS LDA FDA FDN DIV DFDN
G1: Poblaciones locales 889 B 576 A 37,09 B 73,09 C 47,15 A 33,18 B
G2: Hibridos Comerciales 8,83 B 6,03 AB 37,04 B 70,58 AB 47,55 AB 29,38 A
G3: Hibridos Sileros
Experimentales 872 B 641 B 3640 B 69,81 A 47,59 AB 29,32 A
G4: Hibridos precoces 6,02 A 551 A 33,53 A 68,84 A 49,40 B 32,80 AB
G5: Compuestos Sintéticos 9,80 B 6,21 B 37,77 B 72,28 BC 4587 A 30,16 A

Referencias: Rendimiento en Materia Seca (RMS, t hal), Lignina Detergente Acido (LDA, %), Fibra
Detergente Acido (FDA, %), Fibra Detergente Neutro (FDN, %), Digestibilidad in vitro (DIV, %) y

Digestibilidad de la Fibra (DFDN, %). Letras iguales dentro de las columnas indican grupos homogéneos
(DMS 0,05).

En el ANVA entre los conglomerados en ambos estados de madurez de cosecha

por separado, se observaron diferencias significativas (p < 0,01) para todas las variables
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de estudio (Tabla 21). Al analizar el comportamiento de los grupos en ambos estados de
madurez, podemos apreciar que en el rendimiento de la fraccidbn vegetativa los
compuestos sintéticos aventajan ampliamente a los otros grupos, posiblemente por
contener en su composicion genotipos tropicales y sileros de gran porte. Luego, es
seguido por las poblaciones locales (recordemos que es el grupo mas heterogéneo en
cuanto a longitud de ciclo y altura de planta), los hibridos sileros experimentales y los
comerciales (ambos grupos muy similares. Por ultimo, y muy distantes, los hibridos

precoces franceses, de escaso porte.

Comparacion de ambos estados de madurez de cosecha para las variables de calidad

de la fraccion vegetativa.

Al analizar el comportamiento general de los genotipos, independientemente del
grupo, podemos apreciar que al avanzar la madurez de la planta se produjo una
disminucion en la calidad de la fraccion vegetativa, reflejandose en un aumento de LDA,
FDA y FDN y una consecuente disminucion de DIV y DFDN (Figura 11, Figura 12,
Figura 13, Figura 14 y Figura 15). Este comportamiento coincidi6 con lo descripto por
diversos autores (Darby y Lauer, 2002; Kruse et al., 2008; Arriola et al., 2012) cuando
analizan los efectos de un retraso en momento de picado de materiales para silaje.
Recordemos que todos los maices, independiente del grado de mejora y de las
condiciones ambientales, al avanzar el proceso de senescencia de la estructura vegetativa
y la madurez la espiga, ésta se transforma en el destino dominante de la translocacion de
azlcares en mayor o menor grado del tallo (Tollenaar et al., 1997; Valentinuz y Tollenaar,

2004; Subedi y Ma, 2005).
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Figura 11. Valores medios de LDA =+ error estandar para cada grupo a priori de

genotipos de maiz en dos estados de madurez de cosecha, silaje vs. grano (rastrojo).

Silaje vs. Rastrojo

6.59 )
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< 5.85 - _
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Grupos

Referencias: Estado de madurez de cosecha para silaje (cuadrados rojos m) y rastrojo (cuadrados azules,
m), promedios sobre afios (2013, 2014 y 2015). Los genotipos se agruparon en: 1: Poblaciones locales, 2:
Hibridos comerciales, 3: Hibridos sileros experimentales, 4: Hibridos precoces franceses y 5: Compuestos
Sintéticos.

En todos los casos LDA fue mayor en M2 que en M1 (Figura 11), estos resultados
coinciden con los de Zeng et al., (2014) quienes describen que durante la fase de
crecimiento reproductivo del maiz, la lignina aumenta constantemente hasta la
senescencia de la planta, mientras que la biomasa experimenta una leve caida y luego
permanece constante. Por otro lado, Jung (2003) observd que la lignina del tallo se
incrementa durante el periodo de elongacion de los entrenudos, para luego disminuir su
ritmo de acumulacion. A su vez este proceso presenta una relacion positiva entre la
temperatura (Jung et al., 1998; Jung, 2003). En la Tabla 21, se aprecia que los grupos que
presentaron menor contenido de lignina en ambos estados de madurez fueron G1 y G4,
siendo este ultimo el que presentd menor diferencias entre las medias obtenidas en M1 y
M2. En general, los hibridos precoces (ciclo corto) poseen baja Altp y bajo RMS, por lo
tanto, no necesitan un aumento elevado de la lignina durante el desarrollo vegetativo,
necesario para sostener la planta y la espiga en el tiempo. Consecuentemente mantienen
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altos valores de digestibilidad, posiblemente por la asociacién negativa, controlada
genéticamente, entre lignina y digestibilidad. Barriere et al., (2018) plantean que los
hibridos de maiz para silaje registrados en Francia desde hace 20 afios presentan, un
elevado rendimiento, alta estabilidad, con valores nutricionales similares a los de los
hibridos de finales de 1970 y principios de 1980.

Los hibridos experimentales sileros (G3), constituyeron el grupo que presentd
mayores valores de LDA, siendo un caracter indeseable para su objetivo de seleccion.
Esto pudo deberse a que los genotipos que conforman este grupo se originaron a partir de
germoplasma tropical. Dentro de los componentes de la pared celular, la lignina juega un
papel fundamental para la resistencia de plagas y enfermedades (Santiago et al., 2013).
Comparado con el germoplasma templado, los genotipos tropicales suelen ser mas altos,
tienen mayor area foliar, tallos mas gruesos y mayor producciéon de biomasa aparejado
de una mayor estructura de sostén y una menor particion a grano (Giaveno y Ferrero,

2003; Muttoni et al., 2013; Infante et al., 2018).
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Figura 12. Valores medios de FDA + error estandar para cada grupo a priori de

genotipos de maiz en dos estados de madurez de cosecha, silaje vs. grano (rastrojo).

Silaje vs. Rastrojo
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Referencias: Estado de madurez de cosecha para silaje (cuadrados rojos m) y rastrojo (cuadrados azules,
m) sobre afios (2013, 2014 y 2015). Los genotipos se agruparon en: 1: Poblaciones locales, 2: Hibridos
comerciales, 3: Hibridos sileros experimentales, 4: Hibridos precoces franceses y 5: Compuestos Sintéticos.

El contenido de FDA fue mayor en M2 que en M1 (Figura 12), esto coincide con
varios autores (Lewis et al., 2004; Darby y Lauer, 2002; Hansey et al., 2010) quienes
asocian su incremento a los procesos de senectud que sufre la planta durante el llenado
de granos. Recordemos que la FDA representa el contenido de celulosa + lignina + silice
de la célula vegetal (Van Soest et al., 1991). El G1 present6 los menores valores de FDA
en M1, no obstante, fue el grupo con mayores diferencias entre M1 y M2 (4,23 %) (Tabla
21). El1 G4 lo siguid en cuanto al menor contenido de FDA, no mostrando variaciones
apreciables entre ambos estados de madurez de cosecha, coincidiendo con los resultados
de Barricre et al. (2018) al evaluar la linea INRA F4. El G2 presento6 los valores mas
elevados en M1, aunque al ser evaluado en M2, no produjo grandes diferencias entre
ambos estados de madurez (1,47 puntos, Tabla 21). Los hibridos de nueva generacioén
para silaje (G3), presentaron una marcada diferencia en reducidos valores de FDA en M1

con respecto a los hibridos del mercado. Esta diferencia se redujo al ser evaluados en M2.
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Resultados similares fueron encontrados por Hansey et al. (2010), al evaluar hibridos
comerciales y experimentales para silaje en Wisconsin. EI G5 junto al G1, fueron los
grupos que mas incrementaron la FDA al pasar de M1 a M2, posiblemente por sufrir una
fuerte traslocaciéon a grano durante el ultimo tercio del llenado. Estos resultados,
coinciden con los de Chen et al. (2015), quienes remarcan la importancia del tallo como
reservorio de fotoasimilados y nitrogeno ante la necesidad de removilizacion a la espiga

durante el llenado de granos.

Figura 13. Valores medios de FDN = error estandar para cada grupo a priori de

genotipos de maiz en dos estados de madurez de cosecha, silaje vs. grano (rastrojo).

Silaje vs. Rastrojo
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Referencias: Estados de madurez de cosecha para silaje (cuadrados rojos m) y rastrojo (cuadrados azules,
m) sobre afios (2013, 2014 y 2015). Los genotipos se agruparon en: 1: Poblaciones locales, 2: Hibridos
comerciales, 3: Hibridos sileros experimentales, 4: Hibridos precoces franceses y 5: Compuestos Sintéticos.

Como era esperable el contenido de FDN fue mayor en M2 que en M1 (Figura
13), esto coincide con varios autores (Lewis et al., 2004; Hansey et al., 2010), también
asociado al proceso de senectud de la planta durante el llenado de granos. La FDN
representa el contenido de celulosa + hemicelulosa + lignina + silice de la célula vegetal

(Van Soest et al., 1991), por lo tanto es de esperar resultados més variables que con la
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FDA por representar mas compuestos de la célula vegetal. Los grupos que mayores
diferencias produjeron para la variable FDN entre ambos estados de madurez de cosecha
fueron G1 (9,79 puntos) y G5 (7,66 puntos) (Tabla 21). G2 fue el grupo que menos vario
el contenido de FDN (2,78 puntos), a pesar de tener el mayor valor en M1. Los hibridos
sileros experimentales, obtuvieron valores similares que los grupos G4 y G5 en M1,
diferencidandose marcadamente de G2. Esto demuestra una mejora en los genotipos sileros
de nueva generacion, coincidiendo con los resultados encontrados por Hansey et al.

(2010).

Figura 14. Valores medios de DIV =+ error estindar para cada grupo a priori de

genotipos de maiz en dos estados de madurez de cosecha, silaje vs. grano (rastrojo).

Silaje vs. Rastrojo
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Referencias: Estados de madurez de cosecha para silaje (cuadrados rojos m) y rastrojo (cuadrados azules,
m) sobre afios (2013, 2014 y 2015). Los genotipos se agruparon en: 1: Poblaciones locales, 2: Hibridos
comerciales, 3: Hibridos sileros experimentales, 4: Hibridos precoces franceses y 5: Compuestos Sintéticos.

En todos los grupos la DIV se redujo al pasar de M1 a M2 (Figura 14),
coincidiendo con los trabajos de varios autores (Lewis et al., 2004, 2010; Hansey et al.,
2010). Los grupos donde se observo una mayor variacion de la DIV entre ambos estados

de madurez de cosecha fueron las poblaciones locales (G1, 6,53 puntos) y los compuestos
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sintéticos (G5, 6,45 puntos) (Tabla 21), posiblemente por presentar una mayor
traslocacion a grano durante el llenado del mismo. Los hibridos comerciales (G2), en su
mayoria de reciente lanzamiento al mercado, presentaron menores diferencias (2,66
puntos), posiblemente por presentar un marcado caracter Stay green (SG), caracteristica
comun en los genotipos lanzados en los ultimos afios. En este sentido, varios autores
(Thomas and Howarth, 2000; Valentinuz and Tollenaar, 2004) encontraron que los
hibridos modernos con el caracter Stay green, presentan mayor duracion de la actividad
fotosintética, por ende una mayor fijaciéon de carbono y mayores rendimiento en grano.
No obstante, Kruse et al. (2008), encontraron que una mayor duraciéon de la actividad
fotosintética no deberia asociarse con una mejora en la calidad forrajera. Segun Arriola
etal., (2012), el caracter SG puede o no estar asociado a una elevada calidad de la fraccion
vegetativa, estando esto mas asociado al origen del germoplasma que al rasgo SG. Sin
embargo, los genotipos del G2 y G3 presentaron mayores valores de DIV que los del G1,
lo cual indica que, al estado de madurez de post cosecha de grano, no solo tienen un

menor contenido de fibra, sino un mayor aprovechamiento.
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Figura 15. Valores medios de DFDN = error estandar para cada grupo a priori de

genotipos de maiz en dos estados de madurez de cosecha, silaje vs. grano (rastrojo).
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Referencias: Estado de madurez de cosecha para silaje (cuadrados rojos m) y rastrojo (cuadrados azules,
m) sobre afios (2013, 2014 y 2015). Los genotipos se agruparon en: 1: Poblaciones locales, 2: Hibridos
comerciales, 3: Hibridos sileros experimentales, 4: Hibridos precoces franceses y 5: Compuestos Sintéticos.

La DFDN se redujo en todos los grupos al pasar de M1 a M2 (Figura 15),
coincidiendo con los trabajos de Hansey et al. (2010), quienes describieron una caida en
la DFDN al avanzar la madurez de la planta de maiz. La DFDN mantiene diferencias
relativamente constantes entre ambos estados de madurez de cosecha para todos los
grupos evaluados, mostrando un rango de 5,17 a 3,21 puntos entre M1 y M2 (Tabla 21).
Las mayores diferencias fueron para el G2 y las menores para G1, y G3 mostraron valores
similares de aprovechamiento de la fibra, siendo un parametro a mejorar en futuros planes
de seleccion. Recordemos que DIV y DFDN son métodos cominmente utilizados en la
investigacion sobre nutricion de rumiantes y autores como Lorenz et al. (2009), los
recomiendan como adecuados para determinar la calidad de la biomasa bioenergética.
(Lorenz et al., 2009a) encontraron que la digestibilidad de la pared celular (DFDN)
resultd ser una de las mejores variables ya que predice mejor del rendimiento de etanol

SSCF que la digestibilidad de la materia seca (DIV), posiblemente debido a que la
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mayoria de los carbohidratos convertidos en etanol en este proceso son los derivados de
la pared celular. Nuestros resultados demuestran un comportamiento diferencial de los
valores de DIV y DFDN para G1 y G4. Un mayor valor de DFDN en el M1 condicionaria
un alto valor de esta variable para el M2. Esto también se repite para la variable DIV,

pero solo en G4.

Conclusiones

Los distintos grupos de genotipos evaluados presentaron distintos
comportamientos de las variables de calidad del componente vegetativo al pasar del
estado de madurez de cosecha de silaje al de grano (rastrojo).

Los hibridos experimentales sileros modernos aventajan a los hibridos
comerciales por su mayor calidad del componente vegetativo, tanto en el estado de
madurez de silaje como de grano, por lo que podrian ser utilizados como hibridos
comerciales con triple proposito (forraje, grano y biomasa lignocelulosica).

Algunas poblaciones locales tendrian genes favorables para la produccion de
bioetanol lignoceluldsico debido a su elevado rendimiento y calidad de la fraccion
vegetativa. Sin embargo, se destacan mas sus rasgos favorables para la produccion de
silaje, debido a su calidad superior de la fraccion vegetativa. Estos rasgos podrian ser
incorporados a otros grupos en compuestos especificos para la generacion de nuevas

lineas endocriadas sileras después de 2 o 3 ciclos de seleccion recurrente.
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CAPITULO VI

Conclusiones generales
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Conclusiones generales

El presente trabajo permitid clasificar y caracterizar una gran cantidad de
genotipos de maiz no s6lo para usos actuales, sino también para futuros destinos como la
produccion de biocombustibles o biomateriales de celulosa. Esto fue posible gracias a la

utilizacion de distintas herramientas estadisticas.

Al referirnos a la contrastacion de las hipotesis del trabajo, las mismas fueron

puestas en distintos capitulos de esta tesis como figura a continuacion:

La hipétesis I enuncia que “las principales variables que definen la calidad de
la fibra de la fraccion vegetativa de la planta de maiz estian controladas por un
importante efecto genético y un escaso efecto ambiental” no se rechaza en ambos
estados de madurez de cosecha, basados en los resultados del capitulo II. Si bien las
variables de calidad mostraron un menor componente genético que las de rendimiento,
siguen presentando una razén CVg/CVe mayor a 1. Esto demuestra un mayor efecto
genético que ambiental, por lo cual podrian ser tenidas en cuenta a la hora de mejorar
tanto genotipos con destino forrajero como con fines lignoceluldsicos y graniferos. Las
variables de calidad estuvieron muy correlacionadas con la temperatura en el periodo
Siembra-R1. La variable LDA fue la mas condicionada por el ambiente en ambos estados

de madurez de cosecha.

La hipétesis II que enuncia “Las poblaciones locales de mayor produccion de
rastrojo presentan mayor aptitud potencial para la produccion de bioetanol de
segunda generacion debido a su mayor calidad del componente vegetativo”, tampoco

es rechazada basados en los resultados obtenidos en el capitulo Il y IV. En el capitulo III
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se analizo el comportamiento de las variables relacionadas con el rendimiento y la calidad
forrajera en ambos estados de madurez de cosecha. Pudo apreciarse como los hibridos
comerciales y experimentales (G2 y G3) presentaron mayor rendimiento en grano,
aunque menor calidad de la fraccion vegetativa. Por su parte, las poblaciones locales
presentaron una amplia variabilidad genética tanto para rendimiento como para calidad
de la fraccion vegetativa. En el capitulo IV, al seleccionar genotipos doble proposito
mediante el empleo de indices de seleccion para la produccion de grano y biomasa
lignoceluldsica, se observo un buen comportamiento de algunas poblaciones locales,
equiparable al de otros materiales con mayor nivel de mejora, tales como hibridos

comerciales, hibridos forrajeros experimentales y algunos compuestos sintéticos.

La hipdtesis III se puso a prueba en el capitulo V. Plantea que “Los genotipos
de maiz con elevada aptitud forrajera en el estado de madurez de cosecha para
silaje, presentan elevados rendimientos potenciales para la produccion de bioetanol
lignocelulésico en el estado de cosecha de grano”. Esta hipotesis no pudo ser aceptada
en su totalidad ya que existieron grupos de genotipos, tales como las poblaciones locales
que presentaron una elevada calidad forrajera al estado de madurez de cosecha de silaje,
pero una marcada caida al pasar al estado de madurez de cosecha de grano (rastrojo). Por
otro lado, si bien los hibridos experimentales sileros presentaron menor calidad de la
fraccion vegetativa en el estado de madurez de cosecha de silaje que las poblaciones
locales, mantuvieron un buen comportamiento al pasar al estado de rastrojo. De esta
manera, demostraron un mejor desempefio para un planteo de aprovechamiento de
silaje/grano y rastrojo lignoceluldsico. Por ultimo, el grupo de los hibridos precoces
franceses (G4), tuvo un patron de comportamiento diferencial para las variables de

calidad en ambos momentos, manteniendo valores altos de digestibilidad, DIV y DFDN,
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y bajos valores de LDA y FDA. Sin embargo, su escaso RMS los alejo del objetivo de

producir bioamasa tanto para silaje, como para bioetanol.

En la actualidad existe una base genética muy estrecha para la generacion de
hibridos comerciales tanto para grano, como para silaje. Por lo que ampliarla es una labor
prioritaria para los programas de mejoramiento actuales tendientes a la utilizacion de la
biomasa de la planta completa y no solamente del grano. Ante estos nuevos desafios del
mejoramiento moderno de maiz, la incorporacion de germoplasma debidamente
clasificado y el uso de indices de seleccion de rasgos multiples son de vital importancia

para acelerar los procesos de seleccion para la introduccion de alelos favorables.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

En funcion de los resultados obtenidos en el presente trabajo se podria continuar
avanzando en lineas de investigacion relacionadas con tecnologias que permitan la
viabilidad y desarrollo de plantas de bioetanol de segunda generacion en el pais:

a. Generar cruzamiento dentro del grupo de los individuos selectos para generar lineas
endocriadas que contribuyan al desarrollo de hibridos comerciales doble proposito
para la produccion de grano y biomasa lignoceluldsica con fines energéticos.

b. Evaluar la variabilidad en genotipos de maiz para la produccion de bioetanol a partir
del almidén del grano. Este conocimiento sumado a lo generado en esta tesis
permitiria lograr la selecciéon de genotipos “Todo etanol”, contemplando tanto
grano, como rastrojo para producir biocombustible.

c. Evaluar, seleccionar y/o generar de microorganismos nativos y/o genéticamente
mejorados, capaces de mejorar la eficiencia en el aprovechamiento de la biomasa
lignoceluldsica para producir bioetanol a partir del rastrojo, haciendo foco en lograr
mejores eficiencias en la degradacion de pentosas y hexosas.

d. Desarrollar refinerias flexibles de bioetanol lignoceluldsico a escala regional,
capaces de procesar continuamente distintos tipos de rastrojos (Trigo, cebada,
pasturas, maiz, sorgo, etc.) para abastecer de bioetanol a las poblaciones de zonas
rurales del interior de pais.

e. Analizar el impacto ambiental producido por la extraccion del rastrojo de maiz y
sorgo. Cuantificacion de la cantidad potencial méxima de extraccion de rastrojo sin
comprometer la conservacion del suelo. Analizar segun zonas y ambientes.

Esta informacion sumada a la generada en esta tesis podria ser de gran utilidad para

el desarrollo de la tecnologia de generacion de bioetanol en la Argentina.
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ANEXO
Fenologia del cultivo de maiz.

Ilustracion 9. Escala fenologica del maiz (adaptado de Ritchie and Hanway, 1982).

( \‘Y/"

Y | &
“ . X ‘-\x,

| ve | vi | v2a ]| va | va | vswve | vzvio VT

Tabla 22. Principales estados fenolégicos del maiz (adaptado de Ritchie and

Hanway, 1982).

Estados vegetativos Estados reproductivos
Ve |Emergencia Ri1 | Emergencia de estigmas (Espiga)
Vi | Primera hoja expandida R: | Cuajado de grano
V2 | Segunda hoja expandida R3 | Grano lechoso
V3 | Tercera hoja expandida R4 | Grano pastoso
Vm | Enésima hoja expandida Rs| Grano dentado o duro
Vr | Liberacion de polen (Panoja) | Re¢ | Madurez fisiologica

111

Universidad Nacional de La Plata — Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales




Tesis Doctoral - Garcia Stepien L. E.

Correlaciones entre la temperatura y las variables de rendimiento y calidad de la

fraccion vegetativa de maiz en dos estados de madurez (silaje y grano).

Tabla 23. Analisis de correlacion de Pearson entre la temperatura media del aire
(Siembra-R1, °C) vs. variables de rendimiento y calidad del tallo de maiz en el

estado de madurez de cosecha para silaje.

Coeficientes Probabilidad

RMSch 0,13 0,01
RMSDpc 0,01 0,77
FDAch 0,25 0,00
FDNch 0,21 0,00
LDAch 0,45 0,00
DIVch -0,42 0,00
DFDNch -0,54 0,00
BRIX -0,17 0,00

Referencias: Variables: Rendimiento en Materia Seca de cafiathojas (RMSch, t ha'!'), Rendimiento en
Materia Seca Digestible de planta completa (RMSDpc, t ha!), Fibra Detergente Acido (FDAch, %), Fibra
Detergente Neutro (FDNch, %), Lignina Detergente Acido (LDAch, %), Digestibilidad in vitro (DIVch,
%), Digestibilidad de la Fibra (DFDNch, %), Contenido de azticares solubles (BRIX, °B).

Tabla 24. Analisis de correlacion de Pearson entre la Temperatura media del aire
(Siembra-R1, °C) vs. variables de rendimiento y calidad del tallo de maiz en el estado

de madurez de cosecha de grano.

Coeficientes Probabilidad

Altp 0,25 0,00
RMSr 0,47 0,00
RETP 0,49 0,00
FDAr 0,35 0,00
FDNr 0,08 0,00
LDAr 0,17 0,00
DIVr -0,50 0,00
DFDNr -0,51 0,00

Referencias: Variables: Altura de planta (Altp, m), Rendimiento en Materia Seca de rastrojo (RMSr, t ha
", Rendimiento en Etanol Tedrico Potencial (RETP, mil I ha') Fibra Detergente Acido (FDAr, %), Fibra
Detergente Neutro (FDNr, %), Lignina Detergente Acido (LDAr, %), Digestibilidad in vitro (DIVr, %),
Digestibilidad de la Fibra (DFDNr, %).
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Relaciones entre el Rendimiento en Etanol Teodrico Potencial (RETP) y las

principales variables de calidad del rastrojo de maiz.

En los siguientes graficos se muestra la asociacion entre la variable respuesta
RETP y las variables de calidad en M2: Celulosa (Figura 16), Hemicelulosa (Figura 17),
Lignina (LDAr) (Figura 18), Digestibilidad (DIVr) (Figura 19) y Digestibilidad de la
Fibra (DFDNr) (Figura 20). En dichos graficos se compara el ajuste de los datos a una
regresion simple para Todos los Genotipos y para los genotipos selectos en el capitulo
IV. En los mismos se aprecia una escasa relacion entre RETP y las variables antes
enunciadas, por lo cual se decidid no incluirlo dentro del cuerpo de la Tesis. Recordemos
que los Genotipos selectos en el capitulo IV, responden a un ideotipo doble proposito,
con elevada produccién de grano y biomasa lignoceluldsica, sin descuidar atributos
agrondmicos como buen comportamiento al vuelco (V) y Quebrado (Q) de tallo y
estabilidad agrondmica. No obstante, dentro de las variables evaluadas, la que presenta
una mayor asociacion con RETP es DIVr (Figura 19), esto mismo puede apreciarse en la
Tabla 17 del capitulo III, donde su muestra una correlacion de -0,44 (p < 0,001). Por otra
parte, no se encontraron grandes diferencias al evaluar Todos los Genotipos y los
Genotipos Selectos, salvo en los casos de las variables Celr (Figura 16) y LDAr (Figura

18), donde se logré un mayor R2.
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Figura 16. Relacion entre Celulosa vs. Rendimiento de Etanol Teorico Potencial

para todos los genotipos (Y1, ©) y los genotipos selectos (Y2, ®).

Celulosa vs. Rendimiento en Etanol Tedrico Potencial
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Figura 17. Relacion entre Hemicelulosa vs. Rendimiento de Etanol Teorico Potencial

para todos los genotipos (Y1, ©) y los genotipos selectos (Y2, o).
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Figura 18. Relacion entre Lignina vs. Rendimiento de Etanol Teorico Potencial para
todos los genotipos (Y1, 0) y los genotipos selectos (Y2, o).
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Figura 19. Relacion entre Digestibilidad vs. Rendimiento de Etanol Tedrico

Potencial para todos los genotipos (Y1, 0) y los genotipos selectos (Y2, o).
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Figura 20. Relacion entre Digestibilidad de la Fibra vs. Rendimiento de Etanol

Tedrico Potencial para todos los genotipos (Y1, ©) y los genotipos selectos (Y2, o).
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Analisis de la varianza multivariado de los conglomerados a priori en el estado de

madurez de cosecha de silaje

Cuadro de Analisis de la Varianza (Wilks)

F.V, Estadistico F gl(num) gl(den) p
Conglomerado 0,784.,50 24 1473 <0,0001
Cuadro de Analisis de la Varianza (Pillai)

EF.V, Estadistico F gl(num) gl(den) p
Conglomerado 0.244.44 24 1700 <0,0001
Cuadro de Analisis de la Varianza (Lawley-Hotelling)

EF.V, Estadistico F gl(num) gl(den) p
Conglomerado 0.264.53 24 1682 <0.,0001
Cuadro de Analisis de la Varianza (Roy)

F.V, Estadistico F gl(num) gl(den) p
Conglomerado 0,139,51 6 425 <0,0001

Prueba Hotelling Alfa=0,05

Error: Matriz de covarianzas comun gl: 427
Grupo  DFDNCH DIVCH FDACH FDNCH LDACH RMSCH n

4 36,98 53,54 33,69 64,37 5,36 5,30 15 A

2 34,55 50,21 35,57 67,80 5,41 8,41 36 B

1 36,39 53,68 32,86 63,30 5,18 9,44 300 C

5 3436 52,31 33,89 64,62 5,48 11,13 30 D
3 34,13 51,62 34,03 64,69 5,71 9.73 51 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Analisis de la varianza multivariado de los conglomerados a priori en el estado de

madurez de cosecha de grano (rastrojo).

Cuadro de Analisis de la Varianza (Wilks)

E.V, Estadistico F gl(num) gl(den) p
Conglomerado 0,765,02 24 1473 <0,0001
Cuadro de Analisis de la Varianza (Pillai)

E.V, Estadistico F gl(num) gl(den) p
Conglomerado 0,264.90 24 1700 <0,0001
Cuadro de Analisis de la Varianza (Lawley-Hotelling)

F.V, Estadistico F gl(num) gl(den) p
Conglomerado 0,295.10 24 1682 <0,0001
Cuadro de Analisis de la Varianza (Roy)

E.V, Estadistico F gl(num) gl(den) p
Conglomerado 0,1611,68 6 425 <0,0001

Prueba Hotelling Alfa=0,05
Error: Matriz de covarianzas comun gl: 427
Grupo DFDNRDIVR FDAR FDNR LDAR RMSR n

4 32,80 49,40 33,53 68,84 5,51 6,02 15 A

5 30,16 45,87 37,77 72,28 6,21 9,80 30 B

1 33,18 47,15 37,09 73,09 5,76 8,89 300 B

3 29,32 47,59 36,40 69,81 6,41 8,72 51 C
2 2938 47,55 37.04 70,58 6,03 8.83 36 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En los ANVA se produjo una suma de cuadrados con un error de tipo III. Esto se
debio al diseio desbalanceado utilizado, este tipo de error asume que la hipdtesis nula es
rechazada por la razén equivocada (Langsrud, 2003). El problema es que podria existir
cierta relacion entre las variables, pero por una razon diferente de la indicada en la

hipotesis.
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