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1. INTRODUCCION
1.1. Marco actual

Durante los ultimos siglos, la poblacion mundial ha crecido constantemente, con
un inevitable aumento en el consumo de energia debido a la industrializacion de
los paises. El petrdleo crudo ha sido el principal recurso para satisfacer la
creciente demanda energética (Bajpai, 2013). Como consecuencia de la utilizacion
masiva de este recurso, se han originado dos problemas significativos: la
reduccion de las reservas y el aumento de las emisiones de gases que se ha
asociado con el calentamiento global. La intensificacion de la produccion de
combustibles alternativos derivados de materia organica, tales como biodiesel,
biomasa y bioetanol es una opcién que aporta una solucion parcial (Hernandez et.
al., 2009).

Se denomina biocombustible a cualquier combustible alternativo que deriva de
material organico, como cultivos energéticos (maiz, trigo, cafia de azucar,
remolacha azucarera, entre otros), residuos de cultivos (paja de arroz, cascara de
arroz, rastrojo y mazorcas de maiz), o residuos de biomasa (de alimentos,

produccion animal, madera y otros) (Bajpai, 2013).

Los procesos de tecnologia de primera generacion producen bioetanol a partir de
azucares (un dimero de los monosacaridos glucosa y fructosa) y almidones ricos
en polisacéaridos de cultivos como el sorgo y el maiz. Los azlcares pueden ser
convertidos en etanol directamente, pero el almidén debe ser previamente
hidrolizado en azlcares fermentables por la accion de enzimas hidroliticas
(Himmel et al., 2007).

1.2. Caracteristicas del maiz

El maiz (Zea mays L.), por ser una especie con metabolismo C4, es eficiente en la
captacion y provision de energia a través del almacenamiento de moléculas de
carbohidratos complejos, siendo una de las fuentes mas abundantes vy
econdémicas de almidon, que puede ser utilizado como materia prima en la

obtencion de biocombustibles (Taylor et al., 2010).



La calidad del grano de maiz depende de su constitucion fisica, de su textura y
dureza, y de su composicién quimica, el valor nutricional y las propiedades
tecnologicas. La importancia relativa de estas caracteristicas depende del destino

en el sistema de produccion (INTA, 2006).

La estructura del grano de maiz esta conformada por el endosperma, el germen y
el pericarpio, los cuales representan aproximadamente un 80%, 10-12% y 5- 6%

del peso seco del grano, respectivamente (Alvarez, 2006).

Los granos contienen almidén en un 61-78% y en menor proporcion proteinas (6-
12%), aceite (3,1-5,7%), cenizas (1,1-3,9%) y azlcares libres (1-3%) (Watson,
2003). En el pericarpio, estan concentradas las fibras y cenizas, en el germen se
encuentran altos niveles de aceite y proteina, mientras que el endosperma
contiene todo el almidéon y al menos el 70% de la proteina total (Rooney et al.,
2004; Lee, 2009) (Figura 1.1.). El almidon del grano de maiz es la base de la
produccion de etanol a partir de grano (Wang et al.,, 2008; Ramchandran et al.,
2015; Srichuwong et al., 2010).

Figura 1.1. Composicion quimica de las partes estructurales del grano de maiz.
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1.3. Caracteristicas del almidén

El almidon consiste de dos polisacaridos, la amilosa y la amilopectina. La amilosa
posee largas cadenas lineales de unidades de glucosa, con algunas
ramificaciones y la amilopectina es también un polimero de glucosa, pero con mas

ramificaciones y mayor peso molecular. La mayoria de los almidones contienen



aproximadamente 20 a 30% de amilosa, siendo la amilopectina el porcentaje
restante, dependiendo de la especie vegetal (Geissman, 1973; McMurry, 2012). La
relacion amilosa/amilopectina del almidon en el maiz afecta sus propiedades
funcionales (Eyhérabide et al., 2005).

En el endosperma de los cereales, el almidon esta en forma de granulos de varios
tamafos. Cuando los granulos se calientan en presencia de agua, se altera su
orden molecular (Eyhérabide, 2007) en un proceso denominado gelatinizacion
donde el almidon cambia de una forma semi-cristalina (no digerible) a una forma
amorfa (digerible) (Tester y Debon, 2000).

El fenbmeno opuesto es la retrogradacion, que ocurre tras el afiejamiento de los
geles de almidén. Los polimeros solubles y los fragmentos insolubles se
reasocian después del calentamiento (Atwell et.al, 1988). Eventualmente se
forman cristales con un incremento gradual en la rigidez. Este proceso ocurre en
dos fases: una rapida gelificacion de la amilosa por la formacién de segmentos de
dobles hélices y una lenta recristalizacion de las cadenas cortas de amilopectina
(Sandoval y col., 2004).

La biodisponibilidad puede diferir entre los cultivares de granos, afectando el
rendimiento de etanol (Moorthy, 2002). La digestibilidad del almidon se ha
asociado con diversos factores tales como su procesamiento, el uso de enzimas
hidroliticas, la relacion amilosa/amilopectina (Rooney y Pflugfelder, 1986; Naidu et.
al., 2007), el contenido de proteina, lipidos y otros componentes del grano (Zhan
et. al. 2003; Svihus et al., 2005; Wu et. al., 2007). Ademas, se ve afectada por el
tamafo, area superficial y estructuras del granulo de almidén (Tester et al., 2004;
Svihus et al., 2005).

1.4. Procesos para la sintesis de etanol

El etanol que se produce a partir de granos de maiz, puede ser obtenido mediante

dos tipos de procesos: molienda himeda y molienda seca (Figura 1.2)

En el primer caso, el germen se retira del grano y es destinado a la extraccion de

aceite. La harina restante se afiade a la fibra para formar el gluten de maiz. Luego,



se separa la solucion de los sélidos, y los azucares solubilizados mediante la

fermentacion se convierten en etanol.

En cambio, en la molienda seca, el maiz limpio se muele y se mezcla con agua
para formar una pasta, ésta se somete a coccion y se adicionan enzimas
hidroliticas para transformar el almidon en azucares, en un proceso llamado
sacarificacion. A continuacion, se produce la fermentacion mediante el agregado
de levadura, produciendo una mezcla que se destila y finalmente se deshidrata
para obtener etanol como producto final. Los soélidos que quedan luego de la
destilacion son utilizados en la produccién de granos secos de destileria con valor
proteico y se venden como un suplemento alimenticio para animales (Bothast y
Schlicher, 2014).

Fig.1.2 Procesos para la sintesis de etanol
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1.5. Co-productos de la sintesis de etanol

El 90% del etanol producido en la actualidad proviene del proceso de molienda
seca y el 10% de molienda humeda (Renewable Fuels Association, 2017(a)).

Ambos procesos emplean sélo la porcién del grano de maiz que contiene el



almidon. El resto de proteina, grasa, fibra y otros componentes nutricionales
permanecen disponibles para su uso como alimento para animales (Bothast y
Schlicher, 2014).

Los lipidos son una de las principales fuentes para la provision de 4cidos grasos y
energia en la nutricion humana. El aceite extraido de la fibora de maiz es de

especial interés debido a su efecto reductor del colesterol (Ostlund et al., 2002).

El aceite de maiz contiene principalmente &cidos grasos poliinsaturados, linoleico
y linolénico, que regulan el colesterol en sangre y la presion arterial (O'Brien
2009). El consumo de aceite de maiz en la industria no alimentaria es muy bajo.
Las porciones pequefias se utilizan para resina, plasticos, lubricantes y otros
aceites industriales. También pequefias porciones de aceite de maiz de alta
pureza se utilizan en la industria farmaceéutica. La extraccion de lipidos de maiz y
Su procesamiento a productos adecuados puede conducir a un aumento de los

ingresos de las plantas de etanol. (Ondas, V, et al, 2011)

Los componentes restantes de fibra, gluten y almidén se segregan alin mas y se

venden como alimento de gluten de maiz (CGF) o harina de gluten de maiz (CGM)

Estos co-productos ricos en nutrientes son destinados al mercado vacuno,

porcino, aviar y pesquero (Popp et al., 2016).

El gluten de maiz se destina principalmente a la alimentacion de ganado lechero y
de carne, mientras que la harina de gluten se utiliza en nutricion de una gran
variedad de especies. Esta presenta una concentracion muy alta de proteina y se
usa para comida para mascotas (Wisner, 2015; Renewable Fuels Association,
2017). Los co-productos de la produccion de etanol de cereales son un
componente cada vez mas importante y valioso del sector de los biocombustibles
y del mercado mundial de alimentos. (Popp et al.,, 2016) colaborando con la

rentabilidad del proceso.



1.6. Contexto internacional y nacional de la produccién de etanol
1.6.1. Nivel internacional

La Asociacion de Combustibles Renovables (RFA, por sus siglas en inglés,
Renewable Fuels Association) creada en 1981 es la principal asociacion comercial
de la industria del etanol de Estados Unidos. Trabaja para promover el desarrollo,
la produccion y uso de etanol como combustible renovable. Es capaz de
proporcionar informacién de y para la industria, ya que ademas esta integrada por
otros organismos relevantes en la tematica, tales como el Congreso, las agencias
gubernamentales federales y estatales, los vendedores de combustible, socios
estratégicos, los medios de comunicacion, entre otros. (Renewable Fuels
Association, 2016).

A nivel mundial, la Asociacion de Combustibles Renovables informa que el pais
con la mayor produccion de bioetanol durante el afio 2016 fue Estados Unidos con
un total de 58 millones de m? de etanol, seguido por Brasil con un volumen de
27,61 millones de m3. Por ultimo, entre los tres mejores se ubicé la Unién Europea
con 5,21 millones de galones. Nuestro pais ocupé el séptimo lugar,
permaneciendo en el mismo puesto que en 2015, afio en el cual los mayores
productores fueron los mismos: Estados Unidos (56,05 millones de m?3), Brasil
(26,84 millones de m3) y Europa (5,25 millones de m3) (Renewable Fuels
Association, 2017b).

1.6.2. Nivel nacional

A nivel nacional, el Instituto Nacional de Estadistica y Censos de la Republica
Argentina (INDEC) informa que hasta el 2011, la produccién de bioetanol,
estimada en 173.623 m3, provenia exclusivamente de la cafia de azlcar. A partir
del afio 2012, se comienza a observar una produccion conjunta de etanol a partir
de cafia de azucar y de maiz, siendo los niveles de produccién de este ultimo
notablemente menores (estimacion de 250.489 m3 de etanol producido, 229.989
m3 provenientes de cafia de azlcar, 20.500 m? de maiz). Esta situaciéon se ha

revertido: durante el afio 2016, la produccion total de etanol fue de 889.948 m® de



los cuales el 55,04% (489.839 m3) fueron obtenidos de maiz, los restantes de
cafia de azucar (INDEC, 2017).

En nuestro pais, también existen asociaciones que promueven el desarrollo
sustentable de los biocombustibles. Una de estas entidades es la Asociacion
Argentina de Biocombustibles e Hidrégeno (AABH). Fue constituida el 15 de
febrero de 2006, con el objetivo de promover el desarrollo sustentable de los
biocombustibles en nuestro pais. Esta entidad, sin fines de lucro, se encarga de
realizar estudios cientificos y tecnoldgicos, jornadas, seminarios y otras
actividades. Ademas, colabora permanentemente con el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia, Pesca y Alimentos de la Nacion (Enciclopedia de Ciencias y

Tecnologias en Argentina, 2018)
1.6.3. Plantas productoras de etanol

Argentina tiene 14 plantas importantes elaboradoras de etanol con una capacidad
de produccién anual conjunta de 965.350 m3/afio. Hay 5 plantas que obtienen
etanol en base a maiz: Promaiz (ubicada en la localidad de Alejandro Roca,
Provincia de Codrdoba), el cual es un emprendimiento de Bunge y Aceitera Gral
Deheza; ACA Bio (Villa Maria. Provincia de Cérdoba); Diaser (Provincia de San
Luis); Bio 4 en Rio Cuarto (Cérdoba) y Vicentin (en Avellaneda, Provincia de
Santa Fe). Estas plantas estan en condiciones de producir cerca de 514.500 m3de
etanol por afio. Las 9 plantas restantes utilizan cafia de azlcar y la produccién

tedrica es de 450.850 m? por afio.

Hay tres plantas con capacidades por encima de los 140 mil m3%afo: Compaiiia
Bioenergética La Florida SA (ubicada en Tucuman) que utiliza la cafia de azlcar
como materia prima, Promaiz y ACA Bio que emplean granos de maiz como

materia prima (Bolsa de Comercio de Rosario, 2017).
1.6.4. Marco legal en nuestro pais

El Ministerio de Energia y Mineria dispone en el articulo 1° del decreto 543/2016
gue a partir del 1° de abril de 2016, el porcentaje obligatoria de bioetanol que lleva

cada litro de nafta de uso automotor a comercializarse en la Argentina incremente



del 10 a 12 por ciento, en el marco de las Leyes N° 26.093 y 26334,
distribuyéndose el volumen de Bioetanol equivalente a dicho incremento
exclusivamente entre las empresas del sector sucro alcoholero del Noroeste
Argentino, conforme el criterio que aquél considere pertinente para atender de la

mejor manera las necesidades del mismo.

En el articulo 2° establece que el abastecimiento de Bioetanol de corte obligatorio
debe realizarse en forma equitativa, procurando alcanzar el cincuenta por ciento
para el sector elaborador en base a cafia de azUcar y el cincuenta por ciento para
el correspondiente al de maiz (Decreto 543/2016 Porcentaje obligatorio de
Bioetanol. Abastecimiento, 2017)

1.6.5. Situacién ambiental

La industria del etanol ha sido un importante contribuyente a la economia de los
paises y sus estrategias de seguridad energética, ademas de jugar un rol
significativo en relacion a cuestiones del cambio climatico (Monteiro Salles-Filho et
al., 2016). La produccion y uso de etanol como combustible doméstico pueden
disminuir la dependencia del petroleo del extranjero, reducir los déficits
comerciales, crear puestos de trabajo en las zonas rurales, reducir la
contaminacion del aire y la acumulacion de diéxido de carbono. El etanol, a
diferencia de la gasolina, es un combustible oxigenado que contiene 35% de
oxigeno, lo que reduce las emisiones de particulas procedentes de la combustiéon
(Bajpai, 2013)

La Convencion en el Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climético
(CMNUCC) entr6 en vigor el 21 de marzo de 1994, reconociendo que el problema
del cambio climatico es real. En 1997, se aprueba el Protocolo de Kyoto, como
primera adhesion a las propuestas de la Convencion, comprometiendo a los
paises industrializados a estabilizar las emisiones de gases de efecto invernadero.
El Protocolo ha movilizado a los gobiernos a establecer leyes y politicas para
cumplir sus compromisos, ademas de impulsar la creacion del mercado del

carbono (United Nations Framework Convention on Climate Change, 2016).


http://unfccc.int/resource/docs/convkp/convsp.pdf

Argentina es uno de los paises comprometidos con el Acuerdo Climatico de Paris
(22 de abril, 2016) que busca limitar las emisiones de carbono. El objetivo es que
los gases emitidos equiparen a los absorbidos a partir de 2050 (cero emisiones
netas), siendo el empleo de etanol en el parque automotor un gran paso (United
Nations Framework Convention on Climate Change, 2017)

1.7. Problematica de estudio

Ante esta demanda mundial, surge la necesidad de generar -cultivares
especialmente desarrollados para la industria de biocombustibles, ya que los
granos de maiz empleados como materia prima son obtenidos a partir de
cultivares hibridos que han sido seleccionados por su alta productividad de grano
por hectarea y tolerancia a factores de estrés (Eyhérabide, 2014). Actualmente no
se encuentran establecidos parametros de calidad para granos de maiz
destinados a bioetanol. El desarrollo de investigaciones que aborden la

problematica para lograr una economia sustentable son de primera necesidad.

Resulta necesario ampliar el grado de conocimiento sobre cuéles serian los
caracteres de calidad mas relevantes que inciden en el rendimiento de etanol, su
matriz de correlaciones fenotipicas, la predictibilidad del comportamiento para
produccién de bioetanol de hibridos F1 en base al de sus lineas progenitoras y el
grado de determinacion genética de las variables mas influyentes en el
rendimiento de etanol. El grado de determinacion genética, captura la proporciéon
de variacion fenotipica (VP) debido a valores genotipicos (VG) que pueden incluir
efectos debidos a dominancia y epistasis, definida como VG / VP. Por otro lado, la
heredabilidad en sentido estricto (h?), estimada en base al disefio padre progenie
refleja la importancia relativa (respecto de la variancia fenotipica) de la variabilidad
genotipica debida a la variancia genética y la epistatica de naturaleza aditiva. La
heredabilidad en sentido estricto toma mayor relevancia, en los programas de
seleccion de animales y plantas, porque la respuesta a la seleccion artificial (y
natural) depende de la varianza genética aditiva, que es la proporcion de la
varianza genética que se transmite de padres a progenie, (Hill et al., 2008). El

conocimiento de los pardmetros genéticos (medias, variancias y covariancias) y



sus estimaciones permite establecer las bases para un método de mejoramiento
(Allard y Montoya, 1967).

1.8. Disefios genéticos

Los disefios genéticos permiten determinar las magnitudes de efectos y/o
variancias genéticas en una poblacién, ya sea basada en modelos fijos, como en

modelos aleatorios (Ceballos, 1995).

Los disefios dialélicos de Griffing (1956) permiten estimar los componentes
causales de la varianza fenotipica a través de la esperanza de los cuadrados
medios de la aptitud combinatoria general (ACG) y especifica (ACE). El término
aptitud combinatoria general se utiliza para designar el desempefio promedio de
una linea en una combinacién hibrida, en cambio el término aptitud combinatoria
especifica se utiliza para designar aquellos casos en los que ciertas
combinaciones mejoran o empeoran relativamente el rendimiento sobre la base de
la media esperada para las lineas involucradas, (Sprague and Tatum, 1942). La
ACG se relaciona con los efectos aditivos y los desvios de dominancia de los
genes y la ACE con las desviaciones de dominancia, epistasis e interaccion entre
loci, (Cockerham, 1963; Kambal and Webster, 1965; Falconer y McKay, 1996). La
aptitud combinatoria es importante en el mejoramiento genético cuando se desea
comparar el comportamiento de lineas con diferentes grados de diversidad
genética en combinaciones hibridas, (Griffing, 1956), para luego seleccionar

aguellas que reunan caracteristicas de interés sobresalientes.



2. HIPOTESIS

Los diversos caracteres asociados al rendimiento esperable de etanol difieren en

la importancia relativa de los tipos de accion génica que los controlan.
3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo general

Determinar la asociacion genética existente en el rendimiento de bioetanol entre

lineas parentales de maiz y los hibridos simples obtenidos de sus cruzamientos.
3.2. Objetivos especificos
Evaluar el rendimiento de bioetanol en los distintos hibridos simples.

Determinar la correlacion del rendimiento de etanol con caracteristicas de calidad

del grano de lineas parentales de maiz y sus hibridos.

Estimar pardmetros genéticos y el grado de determinacion genética de las

variables en estudio.



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Material vegetal

Las muestras del material genético utilizadas para el logro de los objetivos
propuestos, se obtuvieron en los ensayos de la campafia 2015/2016. En ellos se
evaluaron cinco lineas endocriadas de maiz desarrolladas por INTA Pergamino,
pertenecientes a distintos grupos heteréticos: LP29 (SemiFlint, Ciclo intermedio);
LP214 (Semiflint, Ciclo intermedio); LP923 (Dentado, Ciclo intermedio); LP2542
(Dentado, Ciclo completo); LP661 (Semiflint; Ciclo corto) y sus respectivos
hibridos F1 : LP29 X LP661; LP29 X LP2542; LP29 X LP923; LP29 X LP214;
LP214 X LP661; LP214 X LP2542; LP214 X LP923; LP923 X LP661; LP923 X
LP2542; LP2542 X LP661.

Tabla 4.1. Abreviaturas para el material genético utilizado.

Abreviatura Genotipo Abreviatura Genotipo Abreviatura Genotipo
P1 LP2542 Hax1 LP661XLP2542 Haxs LP923XLP29
P2 LP661 Hax1 LP29XLP2542 Hsx1 LP214XLP2542
Ps LP29 Hax2 LP29XLP661 Hsx2 LP214XLP661
P4 LP923 Hax1 LP923XLP2542 Hsxa LP214XLP29
Ps LP214 Hax2 LP923XLP661 Hsx4 LP214XLP923

4.2 Disefo experimental

El disefio experimental fue de bloques completos. A fin de evitar problemas de
competencia entre plantas de diferente porte, ciclo vegetativo y vigor, se realizaron
aleatorizaciones independientes para lineas e hibridos mediante el programa
Agrobase 2000. Los experimentos constaron de dos repeticiones y se replicaron
en dos ambientes durante la campafia (2015/2016), en la EEA INTA Pergamino y
en el campo experimental UNNOBA, ubicado en la localidad de Junin. La
configuracion de las parcelas fue de cuatro surcos de 5 metros de largo
espaciadas a 0,7 metros entre si. Las muestras de granos se obtuvieron mediante

polinizaciones controladas con el fin de evitar efectos de xenia debido a la



alogamia del maiz. Las fechas de siembra fueron 8 de octubre de 2015
(Pergamino) y 23 de octubre de 2015 (Junin).

Para la obtencién de muestras de grano de los genotipos evaluados a campo, se
polinizaron bajo sobre de papel Kraft doce a dieciséis individuos por surco. La
cosecha de los ensayos fue realizada manualmente en madurez fisioldgica.
Posteriormente, las espigas se secaron a temperatura ambiente hasta humedad
de equilibrio fisiolégico. EI material fue desgranado, rotulado y guardado en

camara.
4.3. Determinaciones analiticas de calidad del grano

Los analisis quimicos fueron realizados en el Laboratorio de Calidad de Alimentos,
Suelos, y Agua de la EEA Pergamino, en el sector Quimica Himeda, colaborando

con el personal especializado.

4.3.1 Rendimiento de etanol y contenido de proteina mediante NIRS, (Near
Infrared Reflectance Spectroscopy), (Alegre et al., 2014; Srichuwong et al.,
2010)

Las determinaciones NIRS de Rendimiento de etanol en base seca (ml de
etanol/Kg de grano de maiz en base seca) y Proteina (% de proteina en base
seca) se realizaron en un equipo Perkin Elmer (Modelo Spectrum One) por
transformacién de Fourier (FT_NIRS). Se escanearon todas las muestras molidas
en molino refrigerado a 1 mm, colectandose sus espectros de reflectancia entre
10.000 y 4.000 cm™. Las calibraciones fueron desarrolladas por el Laboratorio de
Calidad de Alimentos, Suelos y Agua de la EEA INTA Pergamino (Dra. Ana Maria
Di Martino) a partir de los espectros y los datos determinados por quimica
hameda, utilizando andlisis multivariados para la obtencién de ecuaciones de
calibracion/prediccion con software Spectrum QUANT+ v 4.51, especifico del
instrumental. Las ecuaciones se seleccionaron en base a la mayor variabilidad
explicada para el set de calibracion y de acuerdo al menor error estandar de

predicciéon (SEP). Para el rendimiento de etanol en maiz la variancia explicada fue



de 72.64% con un error estandar de prediccion de 7,121% y para el contenido de
proteina de maiz la varianza explicada fue de 84,63%, con un error estandar de
prediccion de 0,49

4.3.2 Contenido de almidén mediante polarimetria (Norma IRAM 15859);

El contenido de almidon se determind mediante la técnica polarimétrica de Ewers
modificada (IRAM 15859:2014).

Para la extraccion del almidén, se tomé una fraccion de 5,0 g previamente molida
a la cual se la someti6 a hidrolisis con acido clorhidrico, las proteinas fueron
precipitadas con acido fosfowolframico. Como control, se solubilizé 25 g de la

muestra y se repitieron los pasos de hidrolisis y precipitacion.

El poder rotatorio se determind mediante un polarimetro segun las indicaciones del
fabricante. En dltima instancia, se calcul6 el contenido de almidén, en 100 g de
muestra (en base seca) por diferencia entre los valores medidos para la muestra y

el control, a partir de la siguiente formula:

A= (P-P") % 100 = 10 000. (P—P")

l. [a]. m I. [a] . m

Donde A es el contenido de almidén en gramos por cien gramos; P es el poder
rotatorio total de la solucién en grados sexagesimales; P es el poder rotatorio de
las sustancias activas solubles en agua en grados sexagesimales del control; | es
el largo del tubo del polarimetro, en decimetros; m es la masa de la muestra, en
gramos y [a] es la rotacidon especifica del almidén en grados sexagesimales. A una
temperatura de 20,0°C; con una longitud de onda de A=589 nm, [a] es igual a
184.6°.

4.3.3 Contenido de aceite mediante resonancia magnética nuclear resuelta
en el tiempo (HIRMN-RT) (ISO 10565:1998)

Las determinaciones de contenido de aceite por resonancia magnética nuclear (%

de aceite en base seca) se realizaron en un equipo Oxford MQ5 calibrado por



extraccion con solvente. Se escanearon muestras de grano mantenidas

previamente 72 horas a 38 grados para estabilizar la humedad.

4.3.4 Composicién de acidos grasos del germen del grano de maiz de
acuerdo a la metodologia desarrollada y descripta por Percibaldi et al., (1997)
utilizando cromatografia gaseosa (AOCS Official Method Ce 2-66; 1998)

La composicion acidica de los granos varia segun la posicion del grano en la
espiga de maiz (Jellum, 1970). Por ello se determiné tomando de cada espiga
polinizada manualmente 10 granos ubicados en la porcion media de la misma para
conformar una muestra representativa compuesta alrededor de 120 y 160 granos,

por genotipo, localidad y repeticion.

Se empled la metodologia descripta por Percibaldi et al. (1997). El aceite se
extrajo a partir de 10 gérmenes de maiz por muestra (0,20+0,05 gramos),
utilizando un mortero y 2,0 ml de hexano de calidad cromatografica. Para la

esterificacion se empleo “transmetilacion directa in situ con catalisis alcalina”

Para la inyeccién de la muestra al cromatégrafo, se procedié segun manual de
procedimiento para uso del cromatografo gaseoso Perkin Elmer Clarus 500. Los
pardmetros utilizados para la determinacion cromatografica fueron Temperatura
horno — columna temperatura programada, con rampa de 3°C/min. Desde 190° C
hasta 240° C mantenido durante un minuto. La temperatura del inyector fue 240°
C. La temperatura del detector fue 300°. La velocidad del gas portador fue 20
cm/segundo. El volumen de inyeccion fue de 1,0 yl con un tiempo de corrida de
16,67 min.

Mediante pruebas con patrones de acidos grasos se identific6 cada pico del
cromatograma segun los tiempos de retencidon caracteristicos de cada acido

graso.

El area bajo la curva se correlaciona con la concentracion total de acidos grasos y

este se calcula como porcentaje relativo al total de acidos grasos.



4.3.5. Propiedades térmicas del almiddén: gelatinizacion y retrogradacion

segun se describe en Eyhérabide et al., (2006);

Se utiliz6 el método de calorimetria diferencial de barrido sobre un sistema
almiddén: agua 1:2 segun el procedimiento previamente desarrollado por White et
al., (1990) y modificado por Krieger et al., (1997) y Ji et al,(2004)

Se obtuvo una muestra de 5 semillas de maiz, la cual se incubo en tubos de 25 ml
con tapa rosca durante 48 * 4 horas en estufa a 45°C en presencia de 15 ml de
solucion al 0.45% de metabisulfito de sodio con la finalidad de ablandar el grano y
romper la red proteica que rodea al granulo de almidén. Luego se extrajo
manualmente el germen y el pericarpio de cada grano utilizando una pinza

histoldgica y un bisturi.
4.3.5.1. Extraccion del almidén

Los endospermas se molieron en un homogeneizador, Ultraturrax T25 con
elemento dispersor S 25 N 18 G, entre 8.000 y 12.000 r.p.m. en dos periodos de
25-30 segundos cada uno, con aproximadamente 20 ml de agua destilada. El
homogeneizado se filtr6 en una unidad portafiltro con membrana de 30 pm
removiendo con espatula. El almidén se decanté en heladera a 4° C durante
aproximadamente 2 horas. Luego se retiré el sobrenadante y se repuso el liquido
de enjuague, para eliminar proteinas y otros contaminantes que interfieren en el
analisis. Luego de retirar el agua de lavado el almidén se sec6 dejando evaporar el
a temperatura ambiente hasta sequedad y finalmente se llevd a estufa de
circulacién forzada a 28° C durante 16 hs. El almidén asi purificado y seco se
conservo en viales de vidrio con tapa a rosca entre 4 y 7° C.

4.3.5.2 Calorimetria Diferencial de Barrido

Se colocaron 2 a 4,5 mg de almidén purificado en una capsula de aluminio
pesados con una precision de 0,00001. Luego, se agrego el doble del peso de la
muestra en agua destilada, para formar un sistema almidon-agua de proporciones

1:2 plv, y se mezcld con el almidén dentro de la capsula.. La muestra se corrié en



el DSC a una velocidad de calentamiento de 10°C/minuto la cual es ampliamente
utilizada para observar transiciones térmicas en alimentos (Gabbott, 2008) en el
rango de temperaturas de 30 a 110°C. Los resultados se expresaron en base

Seca.

El andlisis de todas las muestras se llevé a cabo en un equipo DSC Pyris 6 (Perkin
Elmer, Massachusetts, USA) controlado por software Pyris version 7.0-2004
(Perkin Elmer) equipado con un enfriador Stork Tronic (Perkin Elmer), liquido
refrigerante (etilenglicol/agua 1:1), regulado a 5°C. Se utilizé un flujo de nitrégeno

seco, cuya presion de trabajo permita una alimentacién de 20 ml/min.

Luego, se conservaron las placas con muestra a 4° cerradas durante siete dias
para poder evaluar la retrogradacion. Se repitié el analisis utilizando un gradiente

de temperatura de 10 © C/min con un rango de trabajo de 15 -90 °C
Célculos:

Los calculos se realizan con los siguientes datos, obtenidos de las corridas de
Gelatinizacion y Retrogradacion:

ToG= temperatura de inicio de gelatinizacion.

TpG= altura maxima del pico de Entalpia para gelatinizacion.
AHG= Entalpia de gelatinizacion, expresada en cal/g o J/g
RG= 2 x (Tp — To) = Rango de gelatinizacion

Indice de Altura de Pico (PHI)=AH / (Tp — To)

ToR= temperatura de inicio de retrogradacion.

TpR= altura maxima del pico de Entalpia de retrogradacion.
AHR= Entalpia de retrogradacion, expresada en cal/g o J/g

RR=2 x (Tp — To) = Rango de retrogradacion



% Retrogradacion (% R) = AHr / Ac x 100
4.4 Analisis estadistico de los datos

Se efectuaron andlisis de variancia para cada ambiente y los andlisis de variancia
combinados a través de localidades. Se plantedé un modelo de efectos fijos para
efectuar las comparaciones de medias para hibridos y para lineas. Se presenta el

modelo a continuacion, el mismo se aplico para todas las variables en estudio:
Yik = g+ ai + 9j+ B(d)kq) + adij+ Eijk

donde yiik es la respuesta del genotipo i para la localidad j; pu es la media general;
ai es el efecto fijo del genotipo i con i=1,...,g; &j es el efecto fijo de la localidad j con
i=1,...1; B(O)k(j) es el efecto fijo de bloque k dentro de la localidad j; ad (ij) es el
efecto fijo de la interaccion del genotipo i con la localidad j; y ik es el término de

error aleatorio asociado a la observacion yij.

Se corrigio la heteroscedasticidad para las variables almidén, contenido de aceite
y estearico para lineas, linolénico para hibridos y palmitico y saturados para lineas
e hibridos.

Los tests de comparacién de medias se realizaron mediante una prueba de Fisher

para rendimiento de etanol con un valor de probabilidad asociado de 0.05.

Con el fin de estimar las correlaciones fenotipicas se calculé el coeficiente de

correlacion de Pearson entre las variables y rendimiento de etanol.

Los componentes de varianza se obtuvieron a través del procedimiento de la
maxima verosimilitud restringida (REML), mediante el siguiente modelo lineal

mixto:
Yik = g+ ai + §j + B(O)k(j) + ad (ij)+ ik

donde vyik es la respuesta del genotipo i para la localidad j; u es la media general,

ai es el efecto aleatorio del genotipo i con i=1,...,9; &j es el efecto fijjo de la



localidad j con j=1,...,l; B(d)k(j) es el efecto fijo de blogue k dentro de la localidad j;
ad (ij) es el efecto aleatorio de la interaccion del genotipo i con la localidad j; y €ik

es el término de error aleatorio asociado a la observacion yik.
A través de localidades:
H= 02%c/ (0%c + o?ce/r + 0%e/(a*r))
Por localidad:
h?= 0%/ (0% + 0%Ir)

Donde, H es la heredabilidad en sentido amplio, 0% es el componente de varianza
genotipica, o’ce es el componente de varianza de la interaccién genotipo por
ambiente, 0% es componente de varianza ambiental, a es el nimero de ambientes

y r es el nUmero de repeticiones por ambiente.

Para el andlisis de los datos se utilizaron los programas INFOSTAT (Di Rienzo et
al.,, 2010) y R (R, 2015).

4.4.1. Analisis genético

Con el objetivo de estimar la aptitud combinatoria (ACG) de las lineas parentales y
la aptitud combinatoria especifica (ACE) se llevd a cabo un disefio genético de
Griffing (1956) de efectos fijos (modelo 1), método 1V en la cual solo se tienen en
cuenta los hibridos F1 en un solo sentido sin incluir a los parentales, empleando el
software ADG-R (2015) version 2.0 (Rodriguez et. al., 2015)).

Tabla 4.2. Germoplasma: Disefio Dialelico IV de Griffing

Dialelo | Py pasazy Paourest) Pawpze) Paqrozsy Psra1g
P1 (Lp25a2)
Pa(Lrest ) Hoxi
P3 (Lp29) Haxi Haxo
P4 (Lpo23) Haxi Haxo Haxs
Ps (Lp214) Hsxi Hsxo Hsxs Hsxa




En base a los cuadrados medios (CM) de estos parametros se determind la
contribucion relativa de los efectos aditivos (ACG) y no aditivos (ACE) como el

cociente de CMacce/ CMAcE.

A partir de los cuadrados medios se calcularon las varianzas de ACG y ACE, que
permitieron estimar los componentes de varianza aditiva (0%a= 2 0%acc), de
dominancia (0% b= o?ace) y genotipica (02 c= 0% A + 02 p) para luego estimar el
grado de determinacién genética teérico (H= 02 o/ 02 F) para estos genotipos en
estudio, haciendo la salvedad que estos resultados no se pueden extrapolar a la

poblacion.



5. RESULTADOS

5.1 Evaluacion del rendimiento de bioetanol

Los rendimientos promedios de bioetanol de los hibridos para las localidades de
Pergamino y de Junin fueron 478,18 + 10,2 y 470.19 + 7.95 ml/kg de materia seca
de maiz, respectivamente. Los valores maximos correspondieron a los hibridos
Hax1 y Haxi para Pergamino y Junin, respectivamente (Tabla 5.1.a). Los valores
minimos corresponden al hibrido Hsxa en ambas localidades

Los rendimientos promedios de las lineas fueron menores a los presentados por
los hibridos en ambas localidades (Figura 5.1.), con un valor de 456,18 + 15,63 y
456,14 = 13,94 ml/kg de materia seca de maiz para Pergamino y Junin,
respectivamente. El valor maximo corresponde a la linea parental Ps y el valor

minimo a la linea parental Ps en ambas localidades (Tabla 5.1.b)

Tabla 5.1 Rendimientos promedios de etanol (ml/kg) y rangos de variacion
correspondientes a 20 parcelas (dos repeticiones x 10 genotipos) para los hibridos
y 10 parcelas (dos repeticiones x 5 genotipos) para las lineas en las localidades de

Junin y Pergamino, y a través de localidades

a)
Localidad Media DE Variancia Min Max
Pergamino 478,18 10,2 104,01 457,3 497.3
Junin 470,19 7,95 63,26 4553 4796
Perg-Junin 474 19 9,89 97,86 4553 497 .3

b)

Localidad Media DE Variancia Min Max
Pergamino 456,18 15,63 244 33 4322 476,8

Junin 456,14 13,94 194,24 433,8 475,9
Perg-Junin 456,16 14,41 207,75 4322 476,8




El andlisis de variancia indico que la interaccion genotipo por ambiente (IGA) no
fue estadisticamente significativa, por lo que no hubo comportamiento diferencial
de los hibridos y de las lineas en respuesta al cambio de ambiente en el que
fueron evaluados. Sin embargo si se encontraron diferencias significativas para los
genotipos (p<0,0001). Se realizé un test de comparacion de medias de Fisher,

tanto para los hibridos como para las lineas (Tabla 5.2 a 'y 5.2b).

Tabla 5.2. Comparacién de rendimientos promedio de etanol (ml/kg de materia
seca de maiz) para hibridos y lineas, mediante el test de comparacion de media
de Fisher

a) b)
Hibrido  Medias Linea Medias
Haxi 481,77 A P 473,12 A
Haxi 480,70 A P+ 467,99 A
Hax1 479,47 A P 453,72 B
Hsx1 478,85 A P2 447 82 B
Haxa 477,67 A B Ps 437,62 C
Hsxs 476,12 A B Medias con una letra comin no son significativamente
o 47152 B G B e e 2
Hsxz 467,47 CcC D
Haxz 463,57 D E
Hsx4 458,67 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >
0,05) con un error estandar de 2.25 ml por kg de materia seca de grano
de maiz.

Las lineas con mayor rendimiento de etanol fueron P3 y P1. Se puede observar en
la Tabla 5.2 que los hibridos producto del cruzamiento de la linea P1 con otras
lineas son los que tuvieron un mejor comportamiento para el rendimiento de

bioetanol.

La linea con el menor rendimiento fue la linea Ps, seguida por las lineas P2y Pa.
Los tres hibridos producto de los cruzamientos de estas tres lineas de a pares

fueron los de menor rendimiento.



El R? de la regresion de las lineas para los hibridos fue de 0,40, indicando que el
40% de la variabilidad observada en el rendimiento de etanol en los hibridos se

explica por el rendimiento de etanol de sus parentales.

Figura 5.1. Comparacion del rendimiento de etanol promedio entre los hibridos y

las lineas a través de localidades.
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Figura 5.1. Rendimiento de etanol promedio (ml/kg de grano de maiz en base seca) de los 10 hibridos simples (barras
negras) comparados con el de sus lineas parentales (barras grises)
5.2 Relacion del rendimiento de etanol con caracteristicas de calidad de

grano

Como se mencion6 anteriormente, el almidén del grano de maiz es la base de la
produccién de etanol (Wang et al.,2008; Ramchandran et al.,2015; Srichuwong et
al., 2010), y su biodisponibilidad puede diferir entre los cultivares de granos,

afectando el rendimiento de etanol (Moorthy, 2002).

Por la importancia de esta variable, se presenta el analisis de datos aparte del
resto de las variables. En la tabla 5.3.a, se muestra la estadistica descriptiva para

almidén de los hibridos.



Tabla 5.3.a. Contenido de almidon (porcentaje en base seca de maiz) y rangos de
variacion para las localidades de Junin y Pergamino correspondientes a 20
parcelas para los hibridos.

Localidad Media DE Variancia Min Max
Pergamino 70,68 1,65 2,74 67,1 73,3

Junin 68,73 1,62 2,62 66,3 71,4
Perg-Junin 69,7 1,89 3,58 66,3 73,3

Los valores maximos corresponden al hibrido Haxs en ambas localidades. Los
valores minimos corresponden a los hibridos Hsxs4 y Haxz, para Pergamino y Junin,

respectivamente.

En la tabla 5.3.b se presenta la estadistica descriptiva de las lineas para esta

variable.

Tabla 5.3.b. Contenido de almidén (porcentaje en base seca de maiz) y rangos de
variacion para las localidades de Junin y Pergamino correspondientes a 10

parcelas de lineas por localidad

Localidad Media DE Variancia Min Max
Pergamino 66,73 4,08 16,65 61,8 73,2

Junin 66,43 2,89 8,34 63,4 71,7
Perg-Junin 66,58 3,44 11,86 61,8 73,2

Los valores maximos corresponden a la linea Ps en ambas localidades, siendo la
misma linea con valores maximos en rendimiento de etanol. De igual modo, ocurre
con la linea Ps, la cual tiene los menores valores de almidon, correspondiendo con

el menor rendimiento de etanol.

También se plantedé un modelo de efectos fijos para efectuar las comparaciones
multiples para hibridos y para lineas (Tabla 5.4.a y 5.4.b, respectivamente). La

interaccidén genotipo- ambiente no fue estadisticamente significativa.



Tabla 5.4.a Comparacion del contenido de almidén (porcentaje en base seca de

maiz) para hibridos y lineas, mediante el test de comparacion de media de Fisher

a) b)
Hibrido Medias Linea Medias

Haxa 71,49 A Ps3 72,21 A
Hax1 17 A P1 67,81 B
Hsxa 70,77 A P2 65,31 C
Hax1 70,37 A P4 64,78 C
Haxo 70,27 A Ps 63,21 C
H4X1 70127 A Medias con una letra comin no son significativamente
H5X1 68,67 B diferentes (p = 0,08) con un error estandar de 0,77%
Hsx2 68,12 B
Hax2 67,74 B
Hsx4 67,57 B

Medias con wuna lefra comin no son
significativamente diferentes (p > 0,08) con un
error estandar de 0,46%

La linea con mayor almidén fue Ps, seguida por Pi, similar a lo ocurrido en
rendimiento de etanol. En este caso, los hibridos producto del cruzamiento de la
linea P3 con otras lineas fueron los que tuvieron un mejor comportamiento para

almidon.

La linea con menor proporcién de almidon fue la linea Ps, seguida por las lineas P2
y Pa. Los tres hibridos producto de los cruzamientos de estas tres lineas de a
pares fueron los de menor proporcion de almidon. Como se puede observar

anteriormente, ocurre lo mismo con el rendimiento de etanol.

En la figura 5.2 se puede observar la comparacion para el contenido de almidon

entre las lineas parentales y sus diez hibridos simples.



Figura 5.2. Comparacion del contenido de almidén promedio entre los hibridos y
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Figura 5.2. Contenido de almidén promedio (% en base seca) de los 10 hibridos simples (barras negras) comparados con el
de sus lineas parentales (barras grises)

La estadistica descriptiva para el resto de las variables de calidad de grano se

presenta en la tabla 5.5.

Tabla 5.5.a. Estadistica descriptiva para diversas variables de calidad del grano

correspondiente a las 20 parcelas evaluadas de hibridos por localidad.

Localidad Pergamino  Junin  Perg-Junin Pergamino  Junin Perg-Junin|Pergamino Junin Perg-Junin|Pergamino Junin _ Perg-Junin
| Variable Media Desvio estandar Minimo Maximo
Proteina 8,52 973 9,12 0,92 0,82 1,06 7.0 8,5 7.0 10,5 11,4 11,4
Aceite 5,02 5,04 503 0,43 0,47 0,44 42 4.2 42 5,8 5,7 58
Palmitico 10,58 10,64 10,61 0,93 0,94 0,92 93 92 9,2 12,8 12,3 12,8
Estearico 24 2,18 229 0,31 0,38 0,36 19 14 1,4 32 28 3.2
Oleico 30,74 31,97 31,35 441 5,38 4,89 252 229 229 40,1 40 40,1
Linoleico 55,31 54,28 54,79 4,93 6,1 55 46 44 6 446 62,1 64,6 64,6
Linolénico 0,98 0,96 0,97 0,15 0,17 0,16 0,8 0,7 0,7 1,3 1.3 1,3
Saturados| 12,97 12,82 12,9 1,16 1,13 1,13 11,6 11,1 11,1 15,6 15,1 15,6

Tabla.5.5.a. Proteina (% en base seca), aceite (% en base seca), palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico (% en

base al total de &cidos grasos).

Tabla 5.5.b. Estadistica descriptiva para diversas variables de calidad del grano

correspondiente a las 10 parcelas de lineas evaluadas por localidad.



Localidad Pergamino  Junin  Perg-Junin|Pergamino  Junin Perg-Junin|Pergamino  Junin Perg-Junin|Pergamino Junin Perg-Junin
Variable | Media | Desvio estandar | Minimo Maximo
Proteina 11,19 11,88 11,54 16 1,45 1,53 8,9 9,7 89 13,2 13,5 13,5
Aceite 4,46 4,27 437 0,59 0,43 0,51 3.4 3,7 3.4 54 51 54
Palmitico 10,75 10,72 10,74 1,46 1,44 1,41 8,8 8.8 8.8 129 12,7 12,9
Estearico 23 2,24 227 0,67 0,56 0,6 1,3 1,6 1,3 3,2 3.1 3,2
Oleico 29,85 31,27 30,56 6,84 6,91 8,73 19,0 223 19,0 39,2 38,5 39,2
Linoleico 54,06 54,77 55,42 8,35 8,25 8,11 436 448 436 67,0 64,5 67,0
Linolénico 1,05 1,05 1,05 0,37 0,31 0,33 0,6 0,7 06 1.8 1,5 1,8
Saturados| 13,05 12,96 13,01 | 1,93 1,87 1,85 | 11 10,8 10,8 16,0 15,4 16,0

Tabla.5.5.b. Proteina (% en base seca), aceite (%en base seca), palmitico, esteérico, oleico, linoleico y linolénico (% en

base al total de acidos grasos).

El hibrido Hsx4, el de menor rendimiento de etanol, presento los maximos valores
para proteina, palmiticos, estearicos y saturados. Por el contrario, el hibrido Hsxa,
el de mayor contenido de etanol, presentd los valores minimos para todas estas
variables, a excepcion del porcentaje de estearico, donde el minimo fue obtenido
por los hibridos Hazx1 (Junin) y Hsx2 (Pergamino). A su vez, el hibrido Hsxi obtuvo el

menor valor para oleico.
El hibrido Hsx2 presento el valor maximo para oleico pero el minimo para linoleico.

EL hibrido Hsx2 fue del de mayor valor para contenido de aceite y el hibrido Hax1 el
de menor valor para esta variable. Por dltimo, para la variable linolénico el hibrido
que obtuvo el mayor porcentaje fue el Hsx1 y los de menor el Hsxs (Pergamino) y el

Hsxz (Junin).

La linea Ps, la cual presentd el mayor rendimiento de etanol, fue en la que se
observaron los menores valores de para los &cidos palmitico y saturado. La linea
P1, la cual obtuvo el segundo lugar para rendimiento de etanol (sin presentar
diferencias significativas con la linea P3, obtuvo los menores valores para proteina,

contenido de aceite, oleico, pero los mayores para linoleico y linolénico.

La linea Ps (con menor rendimiento de etanol) present6 los maximos valores para

proteina, contenido de aceite, estearico, y el menor porcentaje de linolénico.

La linea P4 presentd los mayores valores para palmitico, oleico y saturados, vy el

menor valor para linoleico. La linea P2 obtuvo el minimo valor para estearico.



El analisis de datos presentado anteriormente, da indicios de una posible
correlacion positiva entre rendimiento de bioetanol y el porcentaje de almidon. Por
lo que, se realiz6 un test de correlacion de Pearson para lineas e hibridos por
separado. Se encontrd correlacion positiva y significativa entre el rendimiento de

etanol y almidén, siendo mayor para las lineas (0.82) que para los hibridos (0.71)

Figura 5.3. Regresion del rendimiento promedio de etanol (ml/kg de materia seca
de maiz) y el contenido de almidén (porcentaje en base seca de maiz) para

hibridos y lineas a través de ambientes.
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Figura 5.3. Regresiones estimadas para hibridos (recta completa) y para lineas (recta punteada) entre el
rendimiento de etanol (ml/kg de grano de maiz en base seca) y el contenido de almidon (% en base seca).

Ademas se presentan las correlaciones estimadas.

El analisis de variancia indico diferencias significativas para genotipos, pero no

para la interaccion genotipo por ambiente, tanto para lineas como para hibridos.

Las variables Proteina, Contenido de Aceite y Oleico presentan correlaciones altas

y negativas con el rendimiento de etanol. En contraste, la variable linoleico



presenta correlacion alta y positiva con esta variable. El resto de las variables
presentan correlacion baja o intermedia con la variable principal en estudio. Todas
las correlaciones fueron mayores para lineas que para hibridos, a excepcion de la

variable linolénico, donde son practicamente iguales.

Tabla 5.6. Correlacion fenotipica de las diversas variables de calidad con el

rendimiento de etanol para lineas e hibridos por separado.

Variable Co’rrelacién c0|’1 etanol i R? :
Hibridos Lineas Hibridos Lineas
Proteina | -0,78 0,81 0,61 0,66
Aceite 0,517 0,75 0,26 0,56
Palmitico | -0,44" 0,6 0,19 0,36
Estéarico| -0,02"™ 0,39 0,0004 0,15
Oleico | -0,69" 0,74 0,48 0,55
Linoléico | 0,68 0,73 0,46 0,53
Linolénico| 0,417 0,4 0,17 0,16
Saturados| -0,37" 0,58 0,14 0,34

Tabla 5.6. Correlacion de Pearson entre caracteristicas de calidad del grano de maiz y rendimiento de etanol.

***= p-value<0,01; **=p-value<0,05; *=p-value<0,1, ns= no significativo

El rendimiento de etanol presentd una correlacion negativa y alta con el porcentaje
de proteina. Se puede observar una pendiente negativa al graficar las dos
variables en conjunto (Figura 5.4.). Los hibridos con mayores niveles de

rendimiento de etanol fueron los de menor contenido proteico.



Figura 5.4. Regresion del rendimiento promedio de etanol (ml/kg de materia seca

de maiz) y proteina (porcentaje en base seca de maiz) para hibridos y lineas.
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Figura 5.4. Regresiones estimadas para hibridos (recta completa) y para lineas (recta punteada) entre el
rendimiento de etanol (ml/kg de grano de maiz en base seca) y el contenido de proteina (% en base seca).

Ademas se presentan las correlaciones estimadas.

En la figura 5.5 se puede observar la comparacién para el contenido promedio de
proteina entre las lineas parentales y sus diez hibridos simples. Los hibridos
presentaron menores valores para el contenido de proteina que las lineas. Por el
contrario, los hibridos, como se menciond anteriormente, presentaron mayores

niveles para el rendimiento de etanol.



Figura 5.5. Comparacion del contenido promedio de proteina entre los hibridos y

las lineas a través de localidades.
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Figura 5.5. Contenido promedio de proteina (% en base seca) de los 10 hibridos simples (barras negras) comparados con

el de sus lineas parentales (barras grises)

Las correlaciones parciales entre el rendimiento de etanol y el contenido de
almidon, eliminando la influencia del contenido de proteina fueron menores para
lineas e hibridos (0,62 y 0,36). Sin embargo el cambio fue minimo cuando se
elimin6é la influencia del contenido de aceite (0,76 y 0,63), determinando la
importancia del contenido de proteina en la correlacion entre el rendimiento de

etanol y el contenido de almidon.
5.2.1. Propiedades térmicas de almidon

Se realiz6 un analisis de varianza para las variables de propiedades térmicas del
almidon de gelatinizacién y retrogradacion para las lineas e hibridos por separado.
La interaccién genotipo por ambiente no resultd significativa para ninguna de las
variables. Sin embargo, en el analisis para los hibridos resultaron significativas

para genotipos (p < 0,05) las siguientes variables:



e Temperatura de inicio de la transformacién térmica (ToG),
e altura méaxima del pico de Entalpia (TpG),

e Entalpia de la transformacion, expresada en cal/g (AHG),

e indice de Altura de Pico (PHI),

e temperatura de inicio de la transformacion térmica(ToR).,

e altura maxima del pico de Entalpia (TpR).,

Rango (RR),

e % Retrogradacion (% R)

Para las lineas las propiedades térmicas significativas para genotipos fueron:

e Temperatura de inicio de la transformacién térmica (ToG),
e altura méaxima del pico de Entalpia (TpG),
e indice de Altura de Pico (PHI)

Las variables asociadas a retrogradacion no presentaron diferencias significativas

entre los diversos genotipos evaluados.

Ninguna de las variables de propiedades térmicas presentd correlacion
significativa (p < 0,05) con rendimiento de etanol, y tampoco con el porcentaje de
almidén (p < 0,05).

5.3 Estimacion de parametros genéticos
5.3.1 Aptitud combinatoria general y especifica

Los efectos de aptitud combinatoria general fueron significativos para todas las
variables para cada localidad y para el analisis multiambiental (Figura 5.6). Los
efectos de aptitud combinatoria especifica solo fueron significativos (p 0,01) para

el rendimiento de etanol cuando el analisis fue a través de localidades.



Figura 5.6. Efectos de aptitud combinatoria general para rendimiento de etanol,
almidon, proteina y contenido de aceite, expresados como desvios de la media
correspondiente a cada caracter

Efectos de ACG para Rendimiento de Etanol Efectos de ACG para Aimidon
- - *kE
12 ok - wEw
10 xx e
EE N
- Linea 1 . e Linea 1
ane
(G . [G]
O EEy ®Linea 2 Q ns ®mLinea 2
2 ns < 4
g4 mLinea 3 - mlinea3
2 2
g2 Linea 4 £ Linea 4
8 8
o o mlinea 5 i os ns mlinea 5
P * P
) o =
) . .
- b " XX EEE EXE *EE
6 *xx wes 32 -15 p—
PERGAMINO JUNIN MULTIAMBIENTAL PERGAMINO JUNIN MULTIAMBIENTAL
Localidades Localidades
Efectos de ACG para Proteina Efectos de ACG para Contenido de Aceite
08 08
] = L il L ook
0.8 *x = o ——
0.4 * 04
0.4 *
- ns -. Linea 1 Linea 1
@ 02 Q9 02
Q mLinea 2 Q ns * ns ® ns ®Linea 2
8 ns mlinea 3 ] mLinea 3
T 02 ns % 0
;(f 04 ns Linea 4 g ns ns ns ns Linea 4
u% 08 mlinea 5 i 02 mlinea 5
08
04
1 EE *
wEE
42 7 wew ) 08 o s
PERGAMINO JUNIN MULTIAMBIENTAL PERGAMINO JUNIN MULTIAMBIENTAL
Localidades Localidades

Figura 5.6. En el eje de las y, se observan las variables. a) rendimiento de etanol (medias de 456,18; 456,14 y 456,16 para
Pergamino (P), Junin (J) y Multiambiental (MA), respectivamente; b) contenido de almidén (medias= 66,73 (P), 66,43(J) y
66,58(MA)); c) Proteina (medias= 11,19 (P), 11,88(J) y 11,54 (MA)) y d) contenido de aceite (medias= 4,46 (P), 4,27 (J) y
4,37 (MA)). En el eje de las x, se encuentran .las localidades en estudio. ***= p-value<0,01; **=p-value<0,05; *=p-
value<0,1, ns= no significativo

Se identificé a la linea P1 como el parental con mejor comportamiento en todas las
cruzas para el rendimiento de etanol, presentando efectos de ACG positivos para

el contenido de almidon. Por el contrario, present6 efectos de ACG negativos para
el contenido de proteina y el contenido de aceite.

La linea P3 presentd los mayores efectos de ACG para el contenido de almidon,
ademas de observarse efectos de ACG positivos para rendimiento de etanol en
todas las cruzas. Para esta linea no se observaron efectos estadisticamente
significativos de ACG para el contenido de proteina y de aceite.



Las lineas P2, P4y Ps presentaron efectos negativos de ACG para el rendimiento

de etanol, observandose desvios de la media similares para las tres lineas.

La linea Ps present6 los menores efectos de ACG para el contenido de almidén y

los mayores efectos de ACG para contenido de aceite.

Las lineas P2 y P4 mostraron efectos de ACG negativos significativos para

contenido de almiddn y positivos para proteina.

A partir de los cuadrados medios (CM) de los analisis de varianza del disefio
dialelico a través de localidades se calcularon los componentes de varianza, el
grado de determinacion genética y la contribucion relativa de los efectos aditivos y
no aditivos para el rendimiento de etanol, almidon, proteina, contenido de aceite
(Tabla 5.8.a) y perfil de acidos grasos (tabla 5.8.b)

Tabla 5.8.a. Parametros genéticos estimados para etanol, almidén, proteina y

contenido de aceite.

Variable Etanol Almidoén Proteina Aceite
CMaca/CMace 1,72 2,70 3,91 3,51
02 aca 70,12 2,55 0,76 0,25
a2 a 140,24 510 1,52 0,50
o%p 40,68 0,94 0,19 0,07
o e 189,92 6,04 1,71 0,57
0%F 2009 6,87 2,00 0,59
H 0,90 0,88 0,86 0,97

CMace/CMace= Relacion de los cuadrados medios; o?acc=Varianza de Aptitud combinatoria general; 024 - Varianza Aditiva;

o%p= varianza de dominancia; 0?c= Varianza genotipica; 0% -Varianza fenotipica; H?>= grado de determinacién genética.



Tabla 5.8.b. Pardmetros genéticos estimados para el perfil de acidos grasos...

Variable Palmitico Estéarico Oleico Linoleico Linolénico Saturados
CMace/CMace 256 30,54 77,48 34,5 13,96
0% Ace 1,06 0,13 28,21 40,09 0,0345 1,72
o A 2,12 0,26 56,42 80,18 0,069 3,44
o’p 0,04 0,004 0 0,52 0,001 0,12
o’c 2,16 0,264 56,42 80,7 0,07 3,56
o’F 2,39 0,31 63,38 86,4 0,073 3,77
H 0,90 0,85 0,89 0,93 0,96 0,94

CMace/CMace= Relacion de los cuadrados medios; o?acc=Varianza de Aptitud combinatoria general; 024 - Varianza Aditiva;
o= varianza de dominancia; 0%s= Varianza genotipica; 0% -Varianza fenotipica; H?= grado de determinacion genética.
El grado de determinacion genética fue alto para todas las variables, lo que nos

indica la importancia del componente genotipico para las mismas.

El cociente entre la ACG y ACE nos da una idea de la importancia relativa de la
accion génica que controla el caracter. Se pudieron observar valores mayores a 1
para todas las variables en estudio, Indicando que la ACG tiene mayor relevancia
que la ACE para el caracter, por lo que el tipo de accién génica que lo controla

seria aditiva.
5.3.2. Estimacion de la heredabilidad mediante componentes de varianza

En la Tabla 5 se presentan las estimaciones de la heredabilidad para las
diferentes variables, considerando un modelo lineal mixto. Los resultados de la
prueba de razén de verosimilitud indicaron que el efecto genotipico (Lineas) fue
estadisticamente significativo (p < 0,0001), pero no la interaccidn genotipo X

ambiente, ni las localidades.

El componente genotipico contribuyé con la mayor parte de la variabilidad
fenotipica. Podemos observar que las heredabilidades son altas para todas las

variables, superando el 0,75 en todos los casos.



Tabla 5.9. Componentes de varianza (REML)

Variable Etanol Almidén  Proteina Aceite  Palmitico Estearico Oleico  Linoleico Linolénico Saturados
Variancias
Genotipo 58,82 1,96 0,58 0,18 0,77 0,09 18,83 26,94 0,02 1,25
Genotipo*Localidad 5.76e-8 7,29E-08 225E-10 4,00E-03 289E-10 4,00E-04 3,20E-04 841E-08 9,00E-04 2,89E-08
Error 16,72 0,82 0,22 0,019 0,27 0,036 6,60 547 3,60E-03 0,3
Variable (Pergamino) Etanol  Almidén Proteina  Aceite  Palmitico Estearico Oleico  Linoleico Linolénico Saturados
Variancias
Genotipo 58,68 1,96 0,61 0,17 0,81 0,07 15,13 20,79 0,02 1,32
Error 26,83 0,90 0,29 0,02 0,10 0,03 5,33 4,79 3,60E-03 0,09
Variable (Junin) Etanol  Almidén Proteina  Aceite  Palmitico Estearico Oleico  Linoleico Linolénico Saturados
Variancias
Genotipo 5242 1,96 0,43 0,21 0,58 0,11 21,81 32,49 0,03 1,02
Error 13,1 0,77 0,27 0,02 0,35 0,04 8,58 6,6 3,60E-03 0,32

Tabla 5.10. Estimacién de la heredabilidad basada en andlisis de varianza (REML)

Variable Localidad h? Variable Localidad h?
Pergamino 0,88 Pergamino 0,81

Etanol Junin 0,81 Estéarico Junin 0,85
Perg-Junin 0,93 Perg-Junin 0,91
Pergamino 0,84 Pergamino 0,85

Almidon Junin 0,81 Oleico Junin 0,84
Perg-Junin 0,9 Perg-Junin 0,92
Pergamino 0,76 Pergamino 0,9

Proteina Junin 0,81 Linoleico Junin 0,91
Perg-Junin 0,91 Perg-Junin 0,95

. Pergamino 0,94 Pergamino 0,92
%Z”;ig:f: Junin 0,96 |Linolénico| Junin 0,04
Perg-Junin 0,96 Perg-Junin 0,94
Pergamino 0,94 Pergamino 0,97
Palmitico Junin 0,77 Saturados Junin 0,86
Perg-Junin 0,92 Perg-Junin 0,94

Las heredabilidades estimadas por el disefio dialélico y basadas en componentes

de varianza fueron similares, llegando a ser iguales en algunos casos o

presentando pequefas diferencias.




6. DISCUSION

Los niveles de etanol oscilaron entre los 455,3-497,6 ml por kg de masa seca de
grano de maiz. En Estados Unidos, el pais con mayor produccion de etanol, el
rendimiento de etanol por grano de maiz es de 424,74 ml por kg de masa seca de
grano de maiz (Renewable Fuels Association, 2017(a)). Esto nos indica que el
germoplasma local tendria potencial para lograr una produccién de bioetanol
mayor que la de Estados Unidos.

El porcentaje de almidon oscilé entre 66,3 y 73,3 %. Congruentes con trabajos
previos donde informaron valores del contenido de almidon del 72-73% (Orhun et
al. 2013; Sofi et al., 2009; FAO, 1993) y 60,38 a 66,31% (Khan et. al., 2015)

Los niveles de proteina encontrados estuvieron entre 7 y 11,4%, siendo similares
a las proporciones halladas en bibliografia que oscilan entre 5,7 a 15,8% (Orhun et
al., 2013); Sofi et al., 2009; FAO., 1993; Singh et al., 2004; Iken et al., 2002;
Shukla et al., 2001; Hogan et al., 1955; Mitchell et al., 1952; Khan, 2015)

El contenido de aceite fue entre 4,2 y 5,8%. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Khan donde los valores obtenidos fueron entre 4,16 y 5,76% (Khan
et.al., 2015). Otros investigadores lo han encontrado valores entre 3 a 18% (Orhun
et al., 2013; Chen, 2010; Heiniger et al. 2001; FAO, 1993; Alexander, 1971).

Los valores para &cido palmitico oscilaron entre 9,2 % y 12,8 %, coincidiendo con
los datos informados por la FAO (2003) donde indican que este acido se
encuentran en aproximadamente en un nivel medio del 11%. Jellum (1970) reporto

valores en un rango de 6-22%.

El acido esteérico varié entre 1,4 y 3.2%, coincidiendo también con los valores
informados por la FAO (2003), quien informo que los valores medios tienen un
nivel medio del 2%. Jellum (1970) los encontré en 0,6%-15%, valores mucho mas

altos que los hallados en este trabajo.



El acido oleico se encontr6 en una proporcion entre el 22,9 y 40,1%, lo cual

coincide con lo reportado por Jellum (1970) quien notifico valores entre 14-64%.

El 4cido linoleico fue hallado en proporciones entre 44,6 y 64,6%, siendo el acido
encontrado en mayor proporcion. Esta informacion coincide con lo reportado por
Jellum (1970) quien hallo valores entre 19-71%, White y Weber (2003) que
encontraron valores cercanos al 60%. Eyhérabide et al. (2005) informaron las
siguientes proporciones medias de la composicion de acidos grasos para lineas
locales: acido palmitico (9,6-12,3%), acido esteérico (0,9-3,1%), acido oleico (27,8-
54,8%) y éacido linoleico (33,1-70,0%), datos concordantes con los hallados en

este estudio.

El &cido linolénico fue hallado en proporciones entre 0,7-1,3%, coincidiendo con lo
reportado por ILSI Argentina (2014), quien ademas informa la proporcién del resto
de los &cidos grasos: acido palmitico (7,94-14,05%), acido estearico (1,33-2,66%),
acido oleico (19,4-40,2%) y acido linoleico (43,1-64,4%).Estos coinciden con los

rangos reportados en este trabajo

Se observo una correlacion positiva y alta entre rendimiento de etanol y almidon.
Estos resultados discrepan con los hallados por otros investigadores, quienes
encontraron una correlacion pobre entre el contenido de almidon en el grano y el
rendimiento de etanol (Zhan et. al., 2003; Singh V, 2012; Singh V and Graeber JV,
2005; Dien et. al., 2012; Gumienna et. al., 2016),

El porcentaje de proteina en grano estuvo correlacionado negativamente con el
rendimiento de etanol tanto en hibridos como en lineas, una de las causas de esta
correlacién negativa podria atribuirse a que los granulos de almidén se incrustan
en la matriz proteica y en estructuras de la pared celular (en maiz y sorgo), lo que
reduce el acceso enzimatico, dificultando la hidrolisis del almidén, vy
consecuentemente la fermentacion de los azucares que lo conforman. (Rooney y
Pflugfelder 1986). Por lo tanto, los mayores rendimientos de etanol en los mejores
hibridos y lineas podrian deberse tanto a una mayor proporcién de almidéon como

a una mayor disponibilidad del mismo debido a la menor cantidad de proteinas.



Las propiedades térmicas del almidén son otro factor importante. Si bien en este
trabajo no se hall6 ningun tipo de correlacion estadisticamente significativa de las
propiedades térmicas del almidén con el rendimiento de etanol mediante el
andlisis de correlaciones de Pearson, se esperaba encontrar algun tipo de
asociacion, debido a que un proceso convencional para la produccion de etanol,
es gelatinizar el almidon del grano por molienda seca, e hidrolizarlo a dextrina
usando a-amilasas (licuefaccion). A partir de la misma se produce glucosa. La
energia para este proceso aumenta el costo de produccion y disminuye el
rendimiento energético del bioetanol. Ademas, al formarse complejos amilosa-
lipido, el almidén retrogradado reduce la cantidad de almidén fermentable y, por lo
tanto, su rendimiento (Kunz, M. 2008, Srichuwong y Jane 2011).

Con respecto a la correlacion fenotipica entre el rendimiento de etanol y el
porcentaje de cada acido graso en particular, hemos encontrado correlacion
negativa para el acido palmitico, siendo mucho mayor en lineas que en hibridos.
No ocurre con el acido linoleico, encontrandose una asociacion positiva tanto para
lineas como para hibridos. Se conoce que los acidos grasos, el acido palmitico y
el &cido linoleico, como se mencioné anteriormente, forman complejos con amilosa
en la superficie de los granulos de almidén (Baldwin et al., 1997, Crowe et al.,
2000, Tufvesson et al. 2001). Este hecho inhibe la hinchazén del granulo de
almidon durante la coccion y reduce la interaccion con las enzimas (Svihus et. al.,
2005).

Las heredabillidades fueron altas para todos los caracteres evaluados, por lo que
se podria seleccionar directa o indirectamente para rendimiento de etanol. La
seleccién directa es una buena opcion, ya que la heredabilidad estimada para este
caracter es alta, ademas de ser una variable de facil medicion mediante NIRs.
Para el contenido de almidon la heredabilidad también fue alta, pero su medicion
actualmente es mas compleja. Otra opcion es la seleccion indirecta para bajos
niveles de proteina, ya que la heredabilidad y la correlacion genética estimadas

son altas y el proceso es sencillo si se tiene la curva de calibracion NIRs.



No se encontré interaccion genotipo por ambiente, por lo que no hay un
comportamiento diferencial de los genotipos en las dos localidades estudiadas.
Esto puede deberse a una similitud de las condiciones ambientales dadas. De
todos modos quizas deberian ampliarse el estudio a un mayor namero de

localidades, para evaluar si se halla este componente.

El componente de aptitud combinatoria general fue mas alto que el de aptitud
combinatoria especifica para todas las variables estudiadas, lo que indica una
mayor contribucion de la accion génica aditiva heredable, que de la no aditiva; ello

implica que la mejora de estos rasgos se puede lograr mediante seleccion.



7. CONCLUSION

Los hibridos productos de los cruzamientos de la linea LP2542 con otras lineas
fueron los de mayor rendimiento de etanol. Por el contrario, sus hibridos
presentaron valores altos para contenido de almidon &cido linolénico y los
menores valores de proteina, contenido de aceite, acido palmitico y acido oleico.
Esta linea, ademés de presentar uno de los rendimientos de etanol mas elevados,
fue la linea que present6 el mayor efecto de aptitud combinatoria general para esa
variable, lo que indica un buen comportamiento como padre para este caracter.
Sin embargo, obtuvo valores negativos para proteina, contenido de aceite, acido
palmitico y acido oleico, lo cual se refleja en los valores obtenidos por sus
hibridos.

Para incrementar el rendimiento de etanol son fundamentales niveles altos de
almidon, debido a que es la materia prima para el proceso de obtencién de etanol.
Sin embargo, al incrementar el rendimiento de etanol, se observa una disminucion
del resto de los caracteres. Por lo tanto, para aprovechar mejor la materia prima
en el mercado, seria recomendable un incremento en el rendimiento de etanol,
pero manteniendo niveles aceptables de las otras variables, ya que tienen un gran

valor en la industria alimentaria como burlanda.

Las lineas LP2542 y LP29 fueron las que presentaron mayores rendimientos de
etanol, ademas de presentar los mayores efectos de aptitud combinatoria general
para este caracter, por lo que podrian sugerirse para un plan de mejora con el
objetivo de obtener mayores niveles de etanol, aprovechando la accién génica
aditiva que representan sus efectos positivos y altos de aptitud combinatoria

general.

Los diversos caracteres asociados al rendimiento de etanol presentaron
diferencias en la importancia relativa de los tipos de accion génica que los
controlan, debido a que se determiné una mayor contribucion de la accién génica

del tipo aditiva.
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9. RESUMEN

El almidén es la base de la produccidén de etanol a partir del grano de maiz y su
biodisponibilidad varia segun los cultivares, ya que los granulos de almidén se
incrustan en la matriz proteica del grano, reduciendo el acceso enzimatico para su
hidrolisis y consecuentemente la fermentacion de los azucares que lo conforman.
El conocimiento de los parametros que determinan la calidad del grano de maiz
para la produccion de etanol y de los efectos genéticos que controlan cada
caracter es basico para lograr avances en el mejoramiento genético. El objetivo de
este trabajo fue estudiar la asociacion existente en el rendimiento de bioetanol en
lineas parentales de maiz y sus hibridos simples, a través de la evaluacion de su
rendimiento de etanol, la correlacién con caracteres de calidad del grano y la
determinacién de la accion génica que controla los caracteres asociados. El
experimento fue un disefio de bloques completos aleatorizados, con 2 repeticiones
en Pergamino y Junin en la campafia 2015/16. El analisis de variancia, para todas
las variables en estudio, a través de localidades mostr6 diferencias significativas
para los genotipos, pero no para la interaccibn genotipo por ambiente. Las
heredabilidades estimadas para el rendimiento de etanol mediante REML, sobre la
base de promedios a través de 2 localidades y 2 repeticiones, oscilaron entre 0,81-
0,93, y para el resto de las variables entre 0,76-0,97. Se encontré una correlacién
de 0,82y 0,71 entre el rendimiento de etanol y el contenido de almidon para lineas
e hibridos y una correlacién negativa con el contenido de proteina (-0.81;-0.78) y
el contenido de aceite (-0,75; -0,51) para lineas e hibridos, respectivamente

A través de un experimento dialélico método IV, modelo 1 de Griffing (1956), se
encontré una mayor contribucion de los efectos aditivos sobre los no aditivos
(CMacc/CMace) para todos los caracteres, indicando que es factible obtener

progreso genético por seleccion.



10. ANEXOS

10.1. Anédlisis de la varianza a través de localidades para hibridos.

10.1.1 Etanol, almidon, proteina y contenido de aceite

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)
Variables Etanol Almidén Proteina Aceite
FV. dl F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor

(Intercept) 450153 <0,0001 233266 <0,0001 11754 <0,0001 52925 <0,0001
Ambiente 31,95 <0,0001 4565 <0,0001 51,72 <0,0001 022 0,6445
Genotipo 12,62 <0,0001 10,41 <0,0001 897 <0,0001 40,19 <0,0001

11,46 00006 0,78 04719 057 05732 512  0,0173
051 08501 098 04862 0,31 0,96 148  0,2294

Ambiente>Repeticion
Genotipo*Ambiente

10.1.2. Perfil de &cidos grasos

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

Variables Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico Saturados
F.V. F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor
(Intercept) 20090 <0,0001 5809,6 <0,0001 5652 <0,0001 21025 <0,0001 10449 <0,0001 31960 <0,0001
Ambiente 0,19 0,6693 12,83 0,0021 2,18 0,1575 1,86 0,1897 1,744 0,2032 1,08 0,3122

Ambiente>Repeticion 0,06 0,9404 0,78 0,4715 0,12 0,8902 0,1 0,9079 0,07 0,9329 0,06 0,9417
Genotipo*Ambiente 0,54 0,8243 1,02 0,4618 0,85 0,5818 0,87 0,5655 1,434 0,2457 0,89 0,5532

al
1
1

Genotipo 9 1384 <0,0001 11,18 <0,0001 1179 <0,0001 19,82 <0,0001 26,98 <0,0001 23,68 <0,0001
2
9

11.1. Anélisis de la varianza por localidad para hibridos.
11.1.1. Etanol, almidoén, proteina y contenido de aceite

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo lll)
Variables Etanol Almidoén Proteina Aceite
Localidad gl| F-value  p-valor F p-valor F p-valor F p-valor|
(Intercept) 1 170426 <0,0001 170426 <0,0001 4916,5 <0,0001 23764 <0,0001
Pergamino Repeticion 1 16,25 0,003 16,25 0,003 0,21 0,6613 3,99 0,0768
Genotipo 9 5,38 0,0098 5,38 0,0098 5,07 0,0119 16,64 0,0001
(Intercept) 1 336845 <0,0001 111765 <0,0001 69755 <0,0001 29822 <0,0001
1
9

Junin  Repeticion 1,65  0,2313 0,85 0,3804 0,98 0,3491 6,53  0,0309
Genotipo 8,99  0,0016 537 0,0009 417 0,0225 26,05 <0,0001




11.1.2. Perfil de acidos grasos

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

[ Variables Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico Saturados
Localidad gl F-value p-valor F p-valor F p-valor F p-valor| F p-valor F p-valor
(Intercept) 1 22060 <0,0001 2458,1 <0,0001 3551,2 <0,0001 12718 <0,0001 5762 <0,0001 36569,76 <0,0001
Pergamino Repeticion 1 0,12 0,7336 0,83 0,3867 0,0009 0,9774 9E-04 09763 0 >0,9999 0,02 0,886
Genotipo 9 16,82 00001 6,93 0,0041 6,7 00046 966 00012 12,73  0,0004 29,75 <0,0001
(Intercept) 1 6531,3 <0,0001 3435,9 <0,0001 2378,6 <0,0001 8910 <0,0001 4758 <0,0001 10138,26 <0,0001
Junin  Repeticion 1 0 =09999 073 04139 0,19 06739 0,17 10,6923 0,13 0,7263 0,1  0,7606
Genotipo 9 437 00193 514 00114 609 00064 10,84 0,0008 1549  0,0002 7,33 0,0033

12.1. Andlisis de la varianza a través de localidades para lineas.

12.1.1 Etanol, almiddén, proteina y contenido de aceite

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Il
Variables Etanol Almidén Proteina Aceite

F.V. gl F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor
(Intercept) 1 132529 <0,0001 38660 <0,0001 12306 <0,0001 9238 <0,0001
Ambiente 10,0003 0,9877 0,2 0,6695 11,01 0,0106 4,38 0,0698
Genotipo 4 26,97 0,0001 21,53 0,0002 43,44 <0,0001 25,96 0,0001
Ambiente>Repeticion 2 1,75 0,2347 5,87 0,027 0,61 0,5655 0,58 0,5797
Genotipo*Ambiente 4 1,58 0,2689 0,77 0,5753 2,68 0,1099 0,77 0,5741

12.1.12. Perfil de acidos grasos

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

Variables Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico Saturados
F.V. gl F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor
(Intercept) 1 84580 <0,0001 31956 <0,0001 4318,7 <0,0001 12286 <0,0001 2520 <0,0001 37480 <0,0001
Ambiente 1 0,17 0,6951 0,56 0,4764 2,33 0,1653 1,66 0,233 0 =0,9999 0,45 0,5218
Genotipo 4 341,45 <0,0001 50,25 <0,0001 4511 <0,0001 57,98 <0,0001 55 <0,0001 175,8 <0,0001
Ambiente>Repeticion 2 2,58 0,1365 1,08 0,3832 0,32 0,7349 0,31 0,7429 286 0,1158 2,09 0,1863
Genotipo*Ambiente 4 3,19 0,0761 0,87 0,5227 1,9 0,2037 189 0,2053 1,29 0,3521 1,54 0,2784




13.1. Andlisis de la varianza a por localidad para lineas.

13.1.1 Etanol, almidon, proteina y contenido de aceite

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo lll)

Variables Etanol Almidén Proteina Aceite
Localidad gl F-value p-valor F p-valor F p-valor F p-valor
(Intercept) 1 88871 <0,0001 10088 <0,0001 10348 <0,0001 2904 <0,0001
Pergamino Repeticion 1 2,98 0,1596 0,002 0,9661 1 0,3739 0,53 0,5086
Genotipo 4 21,73 0,0056 7,49 0,0384 46,45 0,0013 10,34 0,0219
(Intercept) 1 52825 <0,0001 255823 <0,0001 4530,8 <0,0001 13024 <0,0001
Junin  Repeticion 1 1,02 0,3706 11,74 0,0266 0,46 0,5339 0,64 0,4676
Genotipo 4 9,84 0,024 104,82 0,0003 13,97 0,0128 28,14 0,0035
13.1.2. Perfil de &cidos grasos
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Il
\ Variables Palmitico Estedrico Oleico Linoleico Linolénico Saturados
Localidad gl F-value p-valor F p-valor F p-valor F p-valor| F p-valor F p-valor
(Intercept) 1 23827 <0,0001 944,64 <0,0001 4358,4 <0,0001 4117 <0,0001 10384,3 <0,0001
Pergamino Repeticion 1 249 01894 029 06213 0,75 04355 0,06 0,81363,84E+29 <0,0001 0,3 06137
Genotipo 4 97,16 0,0003 16,96 0,009 46,74 0,0013 19,53 0,0069323E+30 <0,0001 50,03 0,0011
(Intercept) 1 191531 <0,0001 5903,1 <0,0001 1390,8 <0,0001 12692 <0,0001 630 <0,0001 101794,9 <0,0001
Junin  Repeticion 1 267 01778 188 0,242 0,17 07013 1,1 0,3534 143 0,298 3,88 0,1202
Genotipo 4 779,83 <0,0001 82,18 0,0004 1537 0,0107 63,56 0,0007 16,14 0,0098 472,94 <0,0001
15.1. Propiedades térmicas de almidon
15.1.1 Andlisis de varianza a través de localidades para hibridos
15.1.1.1. Gelatinizacion
Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo Ill)
Variables ToG(°C) TpG(°C) RG(°C) AHG (jig) AHG (callg) PHI
F.V. gl F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor
Modelo. 21 376 00032 7,10 0,0001 136 02585 263 0,0213 263 0,0213 2,18 0,0503
Localidad 1 003 08781 004 08593 033 06247 3,16 0,2176 3,16 0,2176 1,15 0,3965
Entrada 9 7,47 00002 13,7 <0,0001 195 0,1088 3,08 0,0202 3,08 0,0202 3,06 0,0208
Localidad>Repeticion 2 3,71 0,0447 10,3 0,0011 3,22 10,0635 372 0,0444 372 0,0444 450 0,0261
Entrada*Localidad 9 046 08849 049 08615 038 09289 092 05268 092 05269 045 0,8907
Error 18

Total 39




15.1.1.2. Retrogradacion

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

Variables ToR(°C) TpR(°C) RR(°C) AHR (j/g) AHR (calig) % R
FV. gl F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor p-valor|

Modelo. 21 1,41 0,2346 1,73 0,1229 1,57 0,1695 0,67 0,8112 0,67 0,8104 0,79 0,6957
Localidad 1 0,34 0,6205 1,24 0,3819 87,7 0,0112 0,45 0,5706 0,46 0,5689 48,9 0,0199
Entrada 9 25 0,0465 2,76 0,0318 2,56 0,0427 0,97 0,496 0,97 0,4949 0,89 0,5525
Localidad>Repeticion 2 0,39 0,6856 0,77 0,4784 0,05 0,9552 0,3 0,7467 03 0,7463 0,05 0,9485
Entrada*Localidad 9 0,68 0,721 0,99 0,4803 0,64 0,7499 0,52 0,8448 0,52 0,8445 0,66 0,7299
Error 18
Total 39
15.2.1 Anédlisis de varianza a través de localidades para lineas
15.2.1.1. Gelatinizacion
Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo lll)

Variables ToG(°C) TpG(°C) RG(°C) AHG (jlg) AHG (calig) PHI
F.V. gl F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor|
Modelo. 11 20,7 0,0001 14 0,0005 1,74 0,2219 1,66 0,2422 1,66 0,2422 2,31 0,1228
Localidad 1 557 0,0018 171 0,0058 27,7 0,0342 0,12 0,7618 0,12 0,7615 65 0,015
Entrada 4 50,6 <0,0001 354 <0,0001 284 0,0979 3,37 0,0674 3,37 0,0674 5,04 0,0251
Localidad>Repeticion 2 0,04 0,9623 0,06 0,9417 0,1 0,9039 0,11 0,8928 0,11 0,8929 0,03 0,9751
Entrada*Localidad 4 0,85 0,5323 047 0,7573 1,18 0,3903 1,12 04112 1,12 0,4111 0,87 0,5207
Error 8
Total 19
15.2.1.2. Retrogradacién
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

Variables ToR(°C) TpR(°C) RR(°C) AHR (j/g) AHR (callg) % R
F.V. gl F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor|
Modelo. 11 0,93 0,5588 0,69 0,7199 1,04 0,4904 1,57 0,2667 1,57 0,2657 2,47 0,1046
Localidad 1 1,39 03593 84 0,1012 01 0,7777 168 0,3238 1,68 0,3239 246 0,2575
Entrada 4 047 0,7562 0,34 0,8406 0,35 0,8399 1,84 02137 1,85 0,2134 1,39 0,3212
Localidad>Repeticion 2 2 0,1981 0,45 0,6536 4,38 0,0519 2,49 0,1447 2,49 0,1441 3,92 0,0651
Entrada*Localidad 4 0,38 0,8139 0,39 0,8081 0,21 0,9241 0,18 0,9408 0,18 0,9402 1,04 0,4433
Error 8
Total 19




15.3. Correlacién con etanol

. Correlacion con etanol
Variable Hibridos Lineas
ToG(°C) 0,0013 0,09
TpG(°C) -0,13 0,02
RG(°C) -0,20 -0,23
AHG (j/g) 0,27 0,2

AHG (cal/g) 0,27 0,2
PHI 0,28 0,28
ToR(°C) -0,16 -0,31
TpR(°C) -0,3 -0,29
RR(°C) -0,06 0,23
AHR (j/g) 0,33 0,21
AHR (cal/g) 0,33 0,21
% R 0,16 0,11

15.4. Correlacién con almidén

Variable Con}‘relacién con’etanol
Hibridos Lineas

ToG(°C) 0,12 -0,08
TpG(°C) 0,05 -0,16
RG(°C) -0,18 -0,15
AHG (j/g) 0,03 0,11
AHG (cal/g) 0,03 0,11
PHI 0,14 0,17
ToR(°C) 0,07 -0,25
TpR(°C) -0,13 -0,17
RR(°C) -0,32 0,26
AHR (j/g) 0,2 0,16
AHR (cal/g) 0,2 0,16
% R 0,16 0,12




