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RESUMEN

Caracterizacion agromorfoldgica y de calidad nutricional de poblaciones locales
de maiz de la provincia de Misiones, Argentina

El maiz (Zea mays L.) presenta una gran diversidad de razas que pueden agruparse
segun sus caracteristicas y usos diferenciales. La mayor parte del maiz sembrado en la
provincia de Misiones corresponde a poblaciones locales, en las cuales el abandono de
las tradiciones asociadas con su uso conduce a su erosion genética. La informacion
acerca del comportamiento agronémico y caracteristicas nutricionales de estos
materiales es escasa. Con el objetivo de evaluar el potencial agronémico y nutricional
de poblaciones de maiz de la provincia de Misiones, aportar al conocimiento de la
diversidad genética, y contribuir a su conservacion, revalorizacion y utilizacién, se
estudiaron 16 poblaciones locales de diferente origen y fecha de colecta y 3 testigos
comerciales exdgenos utilizados en la regién mediante descriptores agromorfologicos,
de calidad nutricional y moleculares asociados al locus Opaco-2 (se incluyeron 2
testigos QPM exdgenos portadores del gen opaco-2). Los resultados obtenidos
permitieron detectar la existencia de variabilidad agromorfolégica, molecular vy
nutricional. La diversidad mostro diferencias en cuanto a su origen y momento de
colecta, reflejando procesos de seleccion, sustitucion y/o “‘contaminacién” con
materiales comerciales, realzando la importancia del uso de métodos que combinen la
conservacion de recursos genéticos “in situ” con aquella realizada en bancos de
germoplasma. Se identificaron materiales con caracteristicas sobresalientes para
concentracion de proteina, almidon, aceite y composicion de acidos grasos, asi como
poblaciones que igualaron y/o superaron el desempefio agronémico de los testigos. La
deteccidon de materiales de buen comportamiento agronémico y con caracteristicas de
calidad diferencial, demuestra el potencial genético presente en el germoplasma local, lo
que permitird su revalorizacibn como recursos de uso directo por parte de las
comunidades autoctonas y facilitara la seleccion preliminar para su utilizacion en
programas de mejoramiento. Teniendo en cuenta que no existe informacién previa para
estas variables en el germoplasma local, ni trabajos previos de seleccion para dichos
caracteres, los resultados obtenidos proveen informacién valiosa para el disefio de
estrategias de conservacion y uso de los recursos genéticos locales.

Palabras clave: maiz, recursos genéticos, poblaciones locales, variabilidad, rasgos
agromorfologicos, calidad nutricional, gen opaco-2.
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ABSTRACT

Agromorphological and nutritional characterization of maize landraces from the
province of Misiones, Argentina

Maize (Zea mays L.) has a wide variety of races grouped according to their
characteristics and differential applications. Most of the maize sown in the province of
Misiones corresponds to maize landraces, but the abandonment of the traditions
associated with their use leads to their genetic erosion. Information about the agronomic
performance and nutritional characteristics of these materials is scarce. In order to
evaluate the agronomic and nutritional potential of local maize landraces, contribute to
the knowledge of genetic diversity, conservation, valorization and utilization, 16 local
landraces of different origin and date of collection and 3 exogenous commercial checks
used in the region, were studied by agromorphological descriptors, nutritional quality
and molecular markers associated with the Opaque-2 locus (2 testers QPM, carriers of
the opaque-2 gene, were included). The results allowed us to detect the existence of
agromorphological, molecular and nutritional variability. The diversity showed
differences according to their origin and date of collection, reflecting processes of
selection, substitution and/or "contamination™ with commercial materials, highlighting
the importance of using methods that combine the conservation of genetic resources "in
situ” together with that carried out in genebanks. Some landraces with similar or
superior agronomic performance with respect to testers, and some other landraces with
outstanding features for protein, starch, oil and fatty acid composition were identified.
Detection of materials with good agronomic performance and differential quality shows
the genetic potential present in the local germplasm, will allow us its revaluation as
resources for direct use by native communities and will facilitate the preliminary
selection for use in breeding programs. Because there is no preceding information for
the evaluated characters in the local germplasm nor previous selection work for these
characters, the results shown herein provide valuable information for designing
conservation strategies and use of local genetic resources.

Keywords: corn, genetic resources, landraces, variability, agromorphological traits,
nutritional quality, opaque-2 gene
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL



1.1. ANTECEDENTES Y PROBLEMATICA
1.1.1. UBICACION TAXONOMICA, ORIGEN Y DISPERSION

El maiz, Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se
conocen y es la unica especie cultivada de este género (Paliwal, 2001). Desde el punto
de vista boténico se clasifica de la siguiente forma:

Grupo: Fanerégamas.
Division: Espermatdfitas.
Subdivision: Angiospermas.
Clase: Monocotiledoneas.
Orden: Glumifloras.
Familia: Gramineae.

Tribu: Maydeae.

Género: Zea.

Especie: Zea mays L.

Evidencias arqueoldgicas y moleculares ubican el Centro de Origen de este
cereal en el sur de México entre 6.600 y 9.000 afios atras (Piperno y Flannery 2001;
Matsuoka et al., 2002). Es en esta zona donde, ademas de existir una gran variabilidad
genética, crecen espontaneamente sus parientes mas cercanos, el Teosinte y Tripsacum
(Luna et al., 1964).

Su dispersion hacia América del Sur ocurrio a través de la actual Repuablica del
Ecuador, generandose un centro de diversidad secundario en Per(-Bolivia. De esta
manera, se distinguen dos centros de diversidad del maiz; uno localizado en el Centro
de Origen que abarca Guatemala, Venezuela, América Central y sur de Estados Unidos
y otro ubicado en Peru-Bolivia que da origen a los materiales que estan presentes
actualmente en Ecuador, Chile, Paraguay, Argentina y Brasil (Defacio, 2009).

Los maices cultivados en Argentina proceden de diversos origenes. ElI Noroeste
(NOA) esté representado principalmente por razas de textura harinosa que provendrian
de la Meseta Peruano-Boliviana; las razas harinosas, reventadoras y dentadas del
Noreste (NEA) que tendrian su origen en la zona costera de Brasil, dada la similitud
racial presente en ambos sitios (Bracco et al., 2012); y la Region Pampeana, con
predominio de granos de textura cristalina colorada, con dos posibles origenes: (i) Islas
del Caribe, traidas al pais por inmigrantes italianos y/o (ii) descendientes de maices
originarios de esta region. Diversos autores apoyan esta ultima teoria, basados en el
escaso tiempo transcurrido desde la inmigracion europea y la gran variabilidad y
adaptacion presente en estas razas. (Luna et al., 1964; Safont Lis, 1971).



1.1.2. IMPORTANCIA'Y USOS

Debido a su gran productividad y adaptabilidad, el maiz se extendio rdpidamente
a lo largo del planeta y hoy se cultiva en todos los continentes, ocupando el primer lugar
en cuanto a produccién total de cereales, superando al arroz y al trigo (FAOSTAT,
2015). La produccion mundial de este cultivo alcanzé los 1016,7 millones de toneladas
en el afio 2013 (en 184 millones de hectéreas aproximadamente). La Argentina ocupd el
cuarto lugar, despues de los Estados Unidos, China y Brasil, con una produccién de
32,1 millones de toneladas y una superficie de 4,86 millones de hectéareas. Afios atras
nuestro pais exportaba un 80% del maiz producido y solo transformaba internamente el
20% restante. Hoy la demanda del mercado interno (industrias avicolas, ganaderas,
lecheras, porcinas, molienda seca y himeda) crece en forma acelerada y crecid la
proporcion de la produccion que es destinada al consumo interno (Gear, 2006).

Este cultivo presenta importancia econémica a nivel mundial ya sea como
alimento para la poblacién humana y el ganado o como insumo de un gran nimero de
productos industriales. En la alimentacion humana se utiliza el maiz dulce para
consumo directo o procesado en forma de harina y aceites, siendo la base energética de
muchos paises de América Latina y Africa. Para la nutricion animal, el maiz puede ser
utilizado bajo las formas de silo (planta entera o grano himedo), harinas, gluten feed,
gluten meal o grano entero, partido o molido (Depetris y Santini, 2006). En paises
desarrollados, cerca del 60% de la produccion de maiz se destina para la elaboracion de
piensos compuestos para aves de corral, cerdos y rumiantes (Martinez Cruz, 2011). A
partir de la molienda en seco se obtienen dos subproductos; el germen y la cubierta
seminal. Del primero se extrae aceite comestible de elevada calidad, en tanto que el
segundo se emplea como alimento o fuente de fibra dietética (Alvarez, 2006; Martinez
Cruz, 2011). En el sector industrial se lo utiliza para la extraccién de almidon, dextrina,
azucar, aceite, furfural, acetona y alcohol (Robutti, 2004; Alvarez, 2006; Gear, 2006;
Defacio, 2009). A partir de la fermentacion del maiz se obtiene etanol y algunas bebidas
alcoholicas (Gear, 2006). Los residuos de la planta son utilizados como alimento para
animales y para la extraccion de diversos productos quimicos, tales como furfural y
xilosa, ademas de devolver materia organica al suelo en forma de rastrojos de la cosecha
(FAO, 1993).

1.1.3. EL CULTIVO DEL MAIZ EN AMBIENTES MARGINALES

Este cereal es cultivado en una gran diversidad de ambientes y sistemas de
produccion, incluyéndose entre ellos aquellos que utilizan métodos intensivos,
mecanizados, de altos niveles de insumos asi como aquellos sistemas agricolas
tradicionales de subsistencia, en pequefias parcelas usando solo el trabajo manual. Los
materiales genéticos utilizados en cada caso son muy diferentes. En Argentina, hay un
predominio de hibridos combinados con alta tecnologia en la regién Pampeana,
mientras que en la region Andina, Noroeste y Noreste se cultivan casi exclusivamente
variedades locales en sistemas de bajos insumos (Ferrer, 2009).

Los materiales mejorados han tenido escaso desarrollo y difusion en los
ambientes marginales (Ceccarelli et al., 1996; Brush y Meng, 1998; Atlin et al., 2001,
Ceccarelli y Grando, 2003) debido a que requieren de condiciones altamente favorables
para su desarrollo (mecanizacién, provision de riego, aplicacion de altas dosis de
fertilizantes, control quimico de malezas y pestes), los cuales estan ausentes en los
contextos agroecoldgicos de la mayoria de los pequefios productores de ambientes



marginales (Wander, 2003; Rincon et al., 2006). Por otra parte, las estrategias de
mejoramiento utilizadas no han sido las adecuadas para estos ambientes. En general, los
esfuerzos de mejora genética han sido planificados y ejecutados en base a las
tecnologias desarrolladas por los investigadores para areas méas uniformes y productivas
de las areas templadas, que dificilmente contemplan los problemas reales de estos sitios
(Paliwal, 2001). En estos ambientes, las condiciones son mas adversas, los problemas
son mas numerosos y complejos y los factores socioeconémicos y de infraestructura son
mas desfavorables que los de regiones templadas. La combinacion de elevados valores
de temperatura y humedad relativa crean condiciones altamente favorables para la
proliferacion y desarrollo de numerosos hongos, bacterias, insectos, plagas y malezas
(National Academy of Sciences, 1993). Ademas, una alta proporcién de los suelos de
las regiones tropicales presentan marcadas limitaciones para la agricultura, tales como
baja fertilidad, problemas de acidez y/o relieve. Todo esto, sumado a la imprevisibilidad
de las condiciones climaticas, la variabilidad entre afios y sitios constituyen grandes
desafios para los mejoradores en el desarrollo de materiales que se adapten a estos
ambientes marginales (Paterniani, 2001).

1.1.4. VARIABILIDAD GENETICA, VULNERABILIDAD Y EROSION

La diversidad genética permite a las especies adaptarse a ambientes cambiantes,
incluyendo nuevas condiciones climaticas, plagas y enfermedades (Byerlee, 1996;
Ceccarelli, et al; 1996; Hammer y Teklu, 2008). Los sistemas agricolas ancestrales se
caracterizan por presentar una gran diversidad en tiempo y espacio, utilizan numerosas
poblaciones de variedades tradicionales altamente adaptadas y plantas silvestres
relacionadas con los cultivos (Montecinos y Altieri, 1992). Esto les permite disminuir el
riesgo de una pérdida total del cultivo debido a una dréstica variacién ambiental (Chahal
y Gosal, 2002; Ceccarelli y Grando, 2003). En cambio, el mejoramiento convencional
genera principalmente unas pocas variedades que se adaptan muy bien a condiciones
ambientales particulares pero que, al poseer una base genética restringida, son
vulnerables a los cambios que se producen en el medio ambiente (Solari y Gomez,
1997).

El maiz presenta elevada variabilidad genética, contenida en sus numerosas
razas locales (variedades nativas, variedades locales, variedades criollas, variedades
tradicionales, variedades de los agricultores o poblaciones locales). Estas tienen gran
adaptacion al ambiente en el que se desarrollaron y una gran heterogeneidad que les
confiere estabilidad productiva (Esquinas Alcazar, 1987) constituyendo un banco
irremplazable de genotipos altamente co-adaptados (Lucchin et al., 2003; Okumus,
2007; Defacio, 2009; Mercer y Perales, 2010). Su valor potencial reside en genes de
resistencia a enfermedades y plagas, calidad nutritiva y adaptacion a condiciones
ambientales cambiantes (Ruiz de Galarreta Gémez, 1993; Araujo y Nass, 2002).

La diversidad genética dentro de las especies ha ido decreciendo a una tasa
alarmante como consecuencia de los cambios climaticos, desmontes, sistemas
ganaderos intensivos, sistemas de agricultura y uso de hibridos modernos (Wood y
Lenne, 1997; Lucchin et al., 2003; Lobo Arias y Medina Cano, 2009). Conforme la
nueva semilla producida por mejoramiento convencional e ingenieria genética
reemplace a las antiguas variedades tradicionales y a sus parientes silvestres, se
acelerara la erosion genética (Solari y Gomez, 1997; Ferrer y Clausen, 2001;
Eyherabide, 2004; Rincon et al., 2006; Defacio, 2009). De este modo, la presion por la
uniformidad no solo destruira la diversidad de los recursos genéticos, sino que también



romperad la complejidad biologica que condiciona la sustentabilidad de los sistemas
agricolas tradicionales (Altieri y Nicholls, 2000; Lobo Arias y Medina Cano, 2009).

En la historia se han registrado numerosos casos que mostraron las
consecuencias catastroficas que ha tenido el empleo de unas pocas variedades uniformes
y con estrecha base genética. En 1840, un ataque de tizon (Phytophthora infestans)
provoco la pérdida total del cultivo de papa (Solanum tuberosum L) en Irlanda; el
problema fue solucionado al detectar genes de resistencia en cultivares primitivos y
especies silvestres emparentadas (Defacio, 2009). En 1970 se produjo la destruccion a
gran escala del cultivo de maiz en USA provocada por un ataque de tizén
(Helminthosporium maydis). Toda la semilla hibrida utilizada provenia de la misma
fuente citoplasmatica, la que era susceptible a dicha enfermedad (Chahal y Gosal,
2002). Este y otros casos llevaron a una toma de conciencia del estrechamiento que
estaba sufriendo la base genética de las especies cultivadas, de manera que se iniciaron
esfuerzos de conservacion para evitar, en la medida de lo posible, el proceso de erosién
genética (Lopez Diaz, 2009).

1.1.5. CONSERVACION DE LOS RECURSOS FITOGENETICOS

Existen dos estrategias basicas para la conservacion de la diversidad genética. La
conservacion ex situ o en bancos de germoplasma, se enfoca en la preservacion de la
variabilidad genética existente de las especies fuera de su ambiente natural, para su uso
actual y/o futuro (Maxted, 2001, Dullo et al., 2010), mediante la conservacion de la
mayor cantidad de genes posibles, disminuyendo o evitando alteraciones de la estructura
genética del material conservado (Ferrer et al., 1991). ElI mantenimiento de la
diversidad genética en finca o “in Situ” permite la conservacion de los organismos
dentro del ecosistema del que forman parte, preservando cada uno de sus componentes e
interrelaciones y permitiendo la continuidad de los procesos evolutivos (Jarvis et al.,
2000). La viabilidad de este sistema de conservacion dependera del grado de utilizacion
y valoracion de estos recursos por parte de los agricultores (Maxted, 2001; Martinez
Cruz, 2011). Estas dos estrategias de conservacion deben ser consideradas métodos
complementarios y no excluyentes que comparten un mismo objetivo, la preservacién
de los recursos genéticos (Jarvis et al., 2000; Rice, 2004).

1.1.5.1. El manejo de la variabilidad por los agricultores

La conservacion in situ es considerada como un proceso dindmico que se
encuentra en manos de los agricultores. En estos sistemas, una variedad es un sistema
genético abierto, lo que contrasta significativamente con el concepto de variedad
estable, distinta y uniforme, que se maneja en el ambito cientifico (Jarvis et al., 2000).

En el proceso de siembra, manejo, cosecha y almacenamiento de los cultivos, los
agricultores toman decisiones que afectan la diversidad genética de los mismos. Cada
una de estas decisiones esta basada en un complejo conjunto de factores ambientales y
socioecondémicos (Jarvis y Hodgkin, 2000). Las practicas de manejo incluyen la siembra
de numerosas poblaciones de maiz en un area pequefia. En general, las semillas
provienen de mazorcas seleccionadas en el ciclo previo u obtenidas localmente de
familiares, amigos u otras personas de la comunidad (Almekinders et al, 1994, Pressoir
y Berthaud, 2004). El intercambio es un elemento importante, ya que permite incorporar
nueva diversidad genética, ademas de proporcionar acceso a la semilla cuando el
almacenamiento en la finca no fue posible o la calidad de la misma se ha deteriorado



(Almekinders y Elings, 2001). Por otra parte, los agricultores son profundamente
curiosos y abiertos a la prueba de otras variedades. De esta manera la composicion
genética de una variedad es variable en el tiempo, algunos lotes desaparecen al no ser
resembrados, otros pueden dar origen a varios por intercambio de semillas y un lote
introducido puede pasar a ser parte de otra variedad local (Louette, 1994). Esto
determina cambios en la estructura genética de los cultivos ya sea por el influjo de
nuevas semillas (migracion) y/o por reduccion de la semilla guardada (cuellos de
botella). A su vez, las précticas de manejo, las condiciones microambientales del sitio
de siembra y la seleccion de plantas por caracteres agromorfolégicos deseados, pueden
influir sobre la supervivencia de ciertos genotipos y modificar la composicion genética
de una variedad (Jarvis y Hodgkin, 2000).

1.1.5.2. Importancia de la conservacion en Bancos de Germoplasma

Los Bancos de Germoplasma y colecciones de recursos fitogenéticos representan
las reservas genéticas de nuestras plantas cultivadas. Su funcion principal es asegurar la
conservacion de los recursos fitogenéticos y facilitar el acceso a los mismos. En la
Argentina, el INTA posee una Red de Bancos de Germoplasma (RBG) distribuidos en
diversas areas del pais. EI Banco Activo de Maiz se encuentra localizado en la EEA
Pergamino, cuenta con 2.584 accesiones representativas de la diversidad del cultivo
(Clausen et al., 2008). A su vez, el Laboratorio de Recursos Genéticos Vegetales
Vavilov (UBA) alberga cerca de 500 entradas de maices y porotos procedentes del
NOA y NEA (Clausen et al., 2008).

Los Programas de Mejoramiento tienen como objetivo la generacion de
materiales superiores a los existentes, ya sea en productividad, calidad, resistencia y/o
tolerancia a factores bidticos o abioticos (Clausen et al., 2008). Por lo general, estos
programas utilizan los cruzamientos entre materiales élite para generar variabilidad, lo
que si bien es efectivo a corto plazo, genera un estrechamiento de la base genética,
acotando la ganancia obtenida en ciclos posteriores de seleccion (Eyherabide, 2003;
Lopez et al., 2005). La utilizacion de variedades locales que presentan una gran
adaptacion a los ambientes naturales y antropoldgicos en los que han evolucionado,
constituyen una fuente potencial de nuevos genes que permitiran aumentar la
variabilidad en los programas de mejoramiento (Lucchin et al., 2003).

Numerosos trabajos ilustran la importancia de la utilizacion de las variedades
locales en estos programas. Presello et al. (1996), al evaluar 443 poblaciones locales
argentinas, detectaron genes de resistencia al virus del Mal de Rio Cuarto, sefialando
que la aparicién de la enfermedad pudo estar relacionada con el reemplazo de
poblaciones locales resistentes al virus por hibridos susceptibles introducidos desde
Estados Unidos. En otros estudios, el mismo autor encontré 5 poblaciones resistentes a
Fusariosis de la espiga (Fusarium verticiloides y F. graminearum) al evaluar 216
poblaciones locales (Presello et al., 2006). Rodriguez et al. (2007) lograron identificar
germoplasma base promisorio a bajas temperaturas en 9 poblaciones espafiolas. Nass y
Coors (2003), al evaluar la introgresion de germoplasma latinoamericano proveniente
del GEM (Germplasm Enhancement of Maize) en germoplasma de USA, detectaron
numerosos cruzamientos con capacidad para aumentar los rendimientos y calidad del
silaje. Y Salhuana et al. (1998) al evaluar los cruzamientos de 69 poblaciones selectas
del LAMP (Latin American Maize Project) con dos probadores provenientes de Estados
Unidos, pudieron identificar germoplasma con un desempefio igual o superior a los
testigos.



1.1.6. CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES LOCALES

La responsabilidad de los Bancos de Recursos Genéticos es conservar y brindar
a los fitomejoradores el germoplasma caracterizado y evaluado para el mejor uso de la
diversidad (Solari y Gomez, 1997). Los bancos de germoplasma contienen una enorme
cantidad de entradas, pero aun sigue faltando un conocimiento agronémico y genético
mas consistente de estas colecciones, lo que supone una seria limitacién para su
utilizacion, manejo y conservacion (Nass et al., 1993; FAO, 1996; Tripp y Van der
Heide, 1996; Abadie y Beretta, 2001; Lucchin et al., 2003; Carvalho et al., 2004).

Los estudios de variabilidad genética se han realizado, en mayor medida, a
través de descriptores morfologicos, fisiolégicos y agrondémicos, los cuales han
resultado de mucha utilidad para caracterizar el germoplasma ya que permiten medir de
manera méas simple las diferencias entre poblaciones, como también las caracteristicas
potenciales de las mismas para su uso en programas de mejoramiento (Ruiz de Galarreta
GOmez, 1993; Sinobas y Diaz, 1999; Defacio et al., 2005; Gonzalez Huerta, et al.,
2006; Defacio, 2009).

La caracterizacion de poblaciones locales y materiales de mejoramiento en base
a sus atributos de calidad esta cobrando importancia (Robutti et al., 2000; Méndez
Montealvo et al., 2005, Jiang et al., 2007; Lorea et al., 2007; Narvaez Gonzalez et al.,
2007; Vidal Martinez et al., 2008; Teixeira Barbosa Pinto et al., 2009). Esto se debe a
una tendencia hacia la produccion de materiales con caracteristicas de calidad
diferenciada para satisfacer los variados aspectos de la demanda (Robutti, 2004).
Debido a su gran diversidad genética, los maices no tienen la misma constitucion
quimica y presentan diferencias en sus propiedades y en su utilizacién final (Méndez
Montealvo et al., 2005). La calidad del grano del maiz depende de su constitucion
fisica, que determina la textura y dureza; y de su composicion quimica, que define el
valor nutricional (Diaz Coronel et al., 2009).

Como todos los cereales, el maiz es rico en carbohidratos y desequilibrado en
proteina, vitaminas y minerales. Es un alimento de alto valor energético pero de bajo
tenor de proteina que, al estar principalmente constituida por zeinas, es deficiente en los
aminoacidos esenciales lisina y triptéfano (Diaz Coronel et al., 2009). De esta manera,
resulta indispensable contar con variedades de maiz con un mejor perfil proteico para
comunidades con una fuerte dependencia de este cereal como alimento basico. Al ser
identificadas varias mutaciones naturales que confieren mayores niveles de lisina y
triptéfano, se pudieron iniciar programas tendientes a mejorar estas caracteristicas. Una
variante genética que se encuentra asociada a una mayor calidad de la proteina en grano
es el alelo recesivo del locus Opaco-2 (02, GRMZM2G015534) ubicado en el
cromosoma 7 de maiz (http://ensembl.gramene.org/). Estudios previos muestran que el
maiz homocigoto respecto a la mutacién recesiva 02 (opaco-2) tiene un contenido
considerablemente mayor de lisina y triptofano que el maiz heterocigoto (0202) u
homocigoto dominante (0202) para dicho locus (Wang y Larkins, 2001; Huang et al.,
2006; Gutiérrez-Rojas et al., 2008; Vivek et al., 2008), aunque dicho incremento esta
relacionado fuertemente con el fondo genético (Wang y Larkins, 2001, Corcuera, 2012).
Existen tres marcadores moleculares microsatélites (Simple Sequence Repeats, SSR,
por su sigla en inglés) disponibles para la seleccion del alelo recesivo del gen, estos son:
phi057, phill2 y umcl1066. Estos tres marcadores se encuentran dentro del locus
Opaco-2, lo que significa que existe una correlacion muy alta entre la presencia de



ciertas variantes de los marcadores y la expresion fenotipica del alelo recesivo (Dreher
et al., 2003; Vivek et al., 2008; Ignjatovic-Micic et al., 2009).

En cuanto a la composicion de aceite, el maiz presenta bajos contenidos de
acidos grasos saturados (palmitico y estearico) en comparacion con los &cidos grasos no
saturados, como el oleico y el linoleico, que representan la mayor parte de los lipidos
contenidos en el grano de maiz. El &cido linoleico es uno de los &cidos grasos esenciales
en la nutricion humana, forma parte de un grupo de compuestos bioactivos asociados a
los lipidos, todos ellos relacionados con nutricion y salud, varios de los cuales se
encuentran en niveles variables en el maiz (Paredes Lopez et al., 2009). En numerosos
estudios se ha encontrado una gran variacion en cuanto a la composicion de &cidos
grasos en germoplasma adaptado y exotico, de manera que seria posible desarrollar
aceites especiales de maiz, cada uno con un patrén Unico de acidos grasos (Pollak y
Scott, 2005).

El principal componente del grano de maiz es el almidén (cercano al 70 por
ciento), que en un maiz normal esta formado por aproximadamente 27 % de amilosa y
73 % de amilopectina (Paredes Lopez et al., 2009). Existen genes que alteran la
proporcion de estos polimeros (genes waxi y amilose extender) que modifican el grado
de ramificacion del almidén y por tanto originan variaciones en sus propiedades
funcionales y en sus espectros de usos (Robutti et al.; 2000; Robutti, 2004). Otro
objetivo importante del mejoramiento es el aumento de almidén extraible durante la
molienda humeda. En estudios previos se ha encontrado que, en general, las poblaciones
exoticas presentan menor cantidad de almidén, mayor contenido de proteinas y aceites
(lo que lleva a un menor rendimiento de molienda) comparados con hibridos
comerciales, aunque se han detectado variaciones entre poblaciones (Singh et al., 2001).
Ademas, numerosos estudios han mostrado variacion significativa en propiedades
térmicas y funcionales del almidon (Li et al., 1994; Seetharaman et al., 2001; Singh et
al., 2001).

1.1.7. EL CULTIVO DE MAIZ EN LA PROVINCIA DE MISIONES

La provincia de Misiones presenta un contexto productivo, socioeconémico y
ambiental que lo diferencia claramente del resto del pais. El clima es subtropical
himedo, con temperaturas medias anuales de 21,5 °C, presencia de heladas invernales y
precipitaciones relativamente isohigras del orden de los 1.800 mm anuales (INTA,
2006). Tiene una superficie con topografia muy accidentada, con distintos tipos de
suelos de tipo lateritico (rojos subtropicales y tropicales), detectandose suelos rojos
profundos en las mesetas y laderas y suelos rojos toscosos en laderas, valles y cerros,
con predominancia de éstos ultimos (INDES, 2006). La produccion agropecuaria se
desarrolla principalmente en explotaciones pequefias de 10-25 hectareas (41,7%) con un
alto grado de diversificacion. Orientadas al mercado, estas unidades productivas venden
materia prima a agroindustrias (yerba mate, te, tabaco, madera) en condiciones y precios
que condicionan sus posibilidades de capitalizacion (INTA, 2006). En general, los
sistemas productivos son de poca inversion tecnologica, centrados en la utilizacion
intensiva de mano de obra familiar y combinados con el uso inadecuado de los recursos
naturales (INDES, 2006). El contexto socioeconémico de los productores los lleva a
buscar alternativas de produccién, comercializacién y organizacién para hacer frente a
un sistema que presenta pocas posibilidades de permanencia si no se cuentan con las
ventajas competitivas requeridas por el mercado. Las ferias francas y de semillas son
una buena opcion para la economia familiar y se han convertido en un espacio de



articulacion, reflexion y capacitacion en el ambito local y provincial (Mifio y
Scalerandi, 2005).

De las 770.000 has destinadas a la produccion agricola, 47.000 has corresponden
a cereales y oleaginosas (PROSAP, 2009). Los agricultores cultivan el maiz para el
autoconsumo en pequefias explotaciones (menor a 25 has.), bajo condiciones
ambientales dificiles (imprevisibilidad de las condiciones climéticas, presion de
enfermedades, plagas y malezas) y sin la utilizacion de insumos quimicos, tecnologia e
infraestructura que les permitan alcanzar una mayor productividad (INDES, 2006). La
produccidn se destina basicamente al autoconsumo y muy poco, para la venta. La mano
de obra es familiar y el grado de mecanizacion es muy bajo al igual que el uso de
insumos quimicos. La preparacion del suelo es minima, se utiliza el arado con bueyes y
azadon y se siembra manualmente o con “taca-taca” (herramienta rudimentaria traida de
Brasil). Las variedades locales de maiz presentan una gran relevancia socioeconémica y
una gran difusién en los sistemas agricolas familiares y comunidades indigenas de la
region. La mayor parte del maiz que se siembra en la provincia de Misiones
corresponde a poblaciones locales, de diferentes tipos de textura, formas y color, que se
adaptan a una gran variedad de situaciones ecoldgicas y que satisfacen las necesidades y
habitos de alimentacién de la poblacion. La utilizacién de semilla mejorada es
incipiente, limitandose a materiales traidos de otras regiones (hibridos brasileros y/o
variedades desarrolladas para el NOA) que no necesariamente se adaptan a las
condiciones locales y en general corresponden a materiales de tipo duro, que sirven para
uso industrial, como alimento balanceado, pero no para la alimentacion humana.

Las poblaciones locales de maiz procedentes de “pueblos originarios™ y

aquellas pertenecientes a los “pequefios productores™, reflejan claras diferencias
fenotipicas. Estas diferencias se asocian principalmente al objetivo de seleccién. En los
pueblos originarios, el mismo esta asociado al rol central que cumple el maiz en la
alimentacion y la cultura religiosa de estas comunidades, donde cada color de grano
tiene un uso y manejo diferente y la seleccion estd centrada en mejorar las
caracteristicas que lo hacen valioso para ese destino especifico. En tanto que para los
pequefios productores de la region, el maiz permanece como un elemento esencial de la
agricultura familiar, con un destino fuertemente orientado hacia la alimentacion animal
y en menor medida para el consumo humano en forma de harinas y/o choclo. En estos
sistemas cobran importancia los atributos asociados con el rendimiento, pero también
aquellos relacionados a la resistencia al ataque de plagas postcosecha y usos especificos.

El maiz sigue cumpliendo un rol importante en la alimentacion y manteniendo
su importancia como elemento ritual y festivo de las comunidades originarias. Las
comidas tradicionales con base de maiz han tenido gran influencia en el mantenimiento

! pPertenecen a la etnia Mbya-Guarani, son pueblos muy antiguos que ingresaron al territorio provincial y
se establecieron en las tierras que ocupan alrededor de 1870. Cazadores, recolectores y pescadores,
herederos del tronco agricultor guarani, cultivan maiz, mandioca, batata, zapallo, porotos, frutales
(Golluscio, 2008)

’Enla provincia de Misiones existen segun el CNA 2002 unas 28.000 explotaciones agropecuarias, de las
cuales el 80 % son pequefios productores que emplean un sistema productivo diversificado. Los cultivos
de renta son el tabaco (1-2 ha), yerba y te (2-10 ha), forestales (1-2 ha), cafia de azucar (1-4 ha). Para
autoconsumo se destinan 2 -3 ha (poroto, soja, mandioca, maiz, horticultura y frutales). La mano de
obra es familiar, mayormente se hace uso de tracciéon animal y pocos poseen mecanizacién, limitando la
superficie a explotar (Plan de Tecnologia Regional, 2009-2012).
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a través del tiempo de la gran variedad de formas de este cereal (Camara Hernandez y
Arancibia de Cabezas, 2007). Pero esta situacién podria cambiar si no hay acciones
encaminadas a apoyar la agricultura de autoconsumo a través de politicas publicas
(Bravo, 2004) que permitan incentivar a los productores a valorar la importancia de los
recursos genéticos que tienen y conservan. Las practicas de alimentacion se mantienen a
pesar de que el cultivo ha dejado de ser el elemento central de la dieta, pues poco a poco
ha sido reemplazado con cereales foraneos, variedades mejoradas y otros productos
naturales y manufacturados utilizados en lugar del maiz, con mayores ventajas o gusto
por los pobladores modernos (Bravo, 2004; Camara Hernandez y Arancibia de Cabezas,
2007). Es importante tener en cuenta que las costumbres y tradiciones asociadas al uso
de estos maices se van perdiendo paulatinamente y, de esta manera, las variedades
tradicionales por falta de cultivo podrian desaparecer en un futuro no muy lejano.

Teniendo en cuenta la importancia que revisten estos materiales en el contexto
productivo de la provincia y el panorama global de erosion genética de estos recursos,
diferentes instituciones a nivel nacional (INTA y la UBA) y provincial (Ministerio del
Agro, ONG vy otras organizaciones) llevaron a cabo iniciativas tendientes a rescatar,
conservar y multiplicar estos materiales (INDES, 2008). EI Banco Activo de
Germoplasma de Maiz (EEA INTA Pergamino) cuenta con 125 accesiones de maiz
recolectadas en expediciones realizadas en la provincia en el afio 1977. Estas iniciativas
han permitido catalogar los materiales recolectados y clasificarlos racialmente (Solari y
Gbmez, 1997). Por su parte, las comunidades y organizaciones locales estan llevando a
cabo acciones tendientes a la defensa y recuperacion de los recursos genéticos. Para ello
realizan préacticas de conservacion, manejo e intercambio de semillas criollas, ademas
de talleres de recuperacion de la alimentacion tradicional y conocimientos culinarios.

En las ultimas décadas ha ocurrido una marcada erosion genética del cultivo de
maiz en el Noreste argentino. No obstante, alin se conservan en las poblaciones locales
actuales valiosos atributos para su uso directo por parte de las comunidades autdctonas,
0 bien como insumo para el desarrollo de materiales mejorados para la region. Dentro
de la variabilidad genética existente en las poblaciones locales de Misiones,
consecuencia del uso ancestral, el intercambio de semillas, la migracion génica exogena,
es posible encontrar poblaciones que superan en produccion, adaptacion y calidad del
grano a las variedades mejoradas exdgenas, con aptitud para ser incorporadas en
programas de mejoramiento especificos.

El rescate, conservacion y, sobre todo, la caracterizacion de estos materiales en
las condiciones ambientales de la provincia son fundamentales ya que permitiran
determinar las caracteristicas de las poblaciones locales, asi como el estado y evolucién
de la diversidad genética del cultivo en la region, generando informacion, herramientas
y capacidades sobre el manejo, conservacion, aprovechamiento y valoracion de las
mismas.

1.2. OBJETIVOS

Caracterizar las poblaciones locales de maiz de la provincia de Misiones en
busqueda de caracteres agrondmicos y de calidad nutricional Gtiles tanto para el
desarrollo de materiales mejorados para la region como para la generacion de estrategias
de conservacién y manejo de los Recursos Genéticos locales.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el desempefio agrondémico de poblaciones locales de maiz en el
contexto ambiental y productivo de la provincia de Misiones.

e Estimar los componentes genético y ambiental de la variabilidad fenotipica
observada, calcular los pardmetros genéticos y las correlaciones fenotipicas para
caracteres agromorfologicos.

e Evaluar la calidad nutricional de poblaciones locales de maiz de la provincia de
Misiones.

e Evaluar la variabilidad genética del locus Opaco-2 en poblaciones locales de
maiz.

e Agrupar las poblaciones locales evaluadas por métodos de taxonomia numeérica.

e Caracterizar y elegir las variables agromorfolégicas y de calidad nutricional que
mejor explican la variacidn existente.

e Evaluar la diversidad genética de las poblaciones locales de maiz colectadas.

e Identificar poblaciones o grupos de poblaciones con valor promisorio para el
mejoramiento y/o uso directo.

1.3. ESTRUCTURA DE LA TESIS

La tesis consta de un capitulo de introduccion (Capitulo 1), tres capitulos centrales
de resultados (Capitulos 2 a 4), un capitulo de discusién general (Capitulo 5) y un
capitulo final en el que se enumera la bibliografia utilizada (Capitulo 6). En el Capitulo
1 se hace una descripcién general de la tematica a explorar a lo largo de la tesis y se
definen los objetivos de la misma, detallandose la importancia del cultivo de maiz a
nivel mundial y regional, la relevancia de la variabilidad genética y la conservacion de
los recursos genéticos locales. Los resultados del trabajo se centran en la caracterizacion
y evaluacion de la diversidad genética existente en poblaciones locales de maiz de la
provincia de Misiones a través de caracteres agromorfoldgicos (Capitulo 2) y de calidad
nutricional (Capitulo 3) y su clasificacion a través de métodos de taxonomia numérica
(Capitulo 4). Para finalizar se discute de manera integrada los hallazgos mas relevantes
de la tesis (Capitulo 5), se presentan las conclusiones generales y se definen los aportes
y futuras investigaciones que surgen del trabajo.



CAPITULO 2

EVALUACION Y CARACTERIZACION

AGROMORFOLOGICA DE LOS MATERIALES
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2.1. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays, L.) juega un papel central en la agricultura debido a su gran
adaptacion a distintas condiciones ambientales, su resistencia a plagas y enfermedades
(Ruiz de Galarreta Gomez, 1993; Araujo y Nass, 2002) y sus multiples aplicaciones
alimenticias e industriales (Martinez Cruz, 2011; Singh et al., 2014).

El maiz es considerado el cereal con el mayor rendimiento en grano por hectarea
y con la mayor produccién total mundial (FAOSTAT, 2015), sin embargo los
rendimientos obtenidos en ambientes marginales son muy bajos. El aumento de la
productividad puede ser alcanzado a través del uso de técnicas modernas de produccion,
como la adopcion de variedades mejoradas, la aplicacion de productos quimicos y
fertilizantes (Bellon y Hellin, 2011; Schroeder et al., 2013), y el ajuste de préacticas de
manejo tales como la definicion de la fecha de siembra y la densidad. Sin embargo, el
grado de adopcion de dichas técnicas a nivel de la pequefia agricultura familiar es
limitado (Brush y Meng, 1998). Esto se relaciona con los altos costos asociados, la falta
de capital, la escasez de cultivares mejorados adaptados a estos contextos productivos,
la dificultad en el acceso a los mercados, el desconocimiento y desconfianza de la
calidad de las variedades existentes (Bellon y Hellin, 2011; Schroeder et al., 2013).
Ademas, en muchos casos los hibridos comerciales no cumplen con las expectativas de
los agricultores en términos de seguridad alimentaria, ya que si bien el rendimiento es
una caracteristica importante en la eleccién varietal, no es la Unica y no siempre es la
mas importante. Otros factores como la estabilidad de produccién, la adaptacion a
diferentes zonas agroclimaticas y caracteristicas de calidad especificas resultan muy
valiosos en estos contextos productivos (Brush y Meng, 1998; Perales et al., 2000;
Mwololo, 2010).

Con el advenimiento de la agricultura moderna la enorme diversidad genética de
razas locales han sido sustituidas por un pequefio nimero de materiales comerciales con
mayores rendimientos pero mas uniformes genéticamente (Granados Sanchez et al.,
2009; Berretta et al., 2010). Actualmente, los cambios en los sistemas productivos, la
desaparicion de miles de familias de pequefios agricultores del campo, la pérdida de
costumbres y tradiciones asociadas al uso de estos maices ponen en serio peligro la
conservacion de estos valiosos recursos genéticos (Berretta et al., 2010; Bracco et al.,
2012). Esto genera graves consecuencias sobre la produccion agropecuaria y la
seguridad alimentaria al incrementar la vulnerabilidad de los cultivos debido a una
menor plasticidad y capacidad de respuesta a cambios bioticos y abidticos (Rao y
Hodgkin, 2002; Brown, 2008; Berretta et al., 2010; Govindaraj et al., 2015).

La provincia de Misiones presenta un contexto productivo, socioecondémico y
ambiental que lo diferencia claramente del resto del pais. De la produccion agricola,
aproximadamente el 6% corresponde a cereales y oleaginosas (PROSAP, 2009). La
produccién agropecuaria se desarrolla principalmente en explotaciones pequefias
(menor a 25 has.) con un alto grado de diversificacion. Los agricultores cultivan el maiz
para el autoconsumo, bajo condiciones ambientales dificiles (imprevisibilidad de las
condiciones climaticas, presion de enfermedades, plagas y malezas) y sin la utilizacion
de insumos quimicos, tecnologia e infraestructura que les permitan alcanzar una mayor
productividad. Las poblaciones locales de maiz presentan una gran relevancia
socioecondmica y una gran difusion en los sistemas agricolas familiares y comunidades
indigenas de la region. Se han identificado al menos 14 razas nativas (Camara
Herndndez & Miante Alzogaray, 2003; Melchiorre et al., 2006; Bracco et al., 2012,
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2013; Camara Hernandez et al., 2012) que difieren principalmente en las caracteristicas
de la mazorca (morfologia, tamafio, didmetro de la mazorca y nimero de hileras) y del
grano (morfologia, tamafio, indentacion, textura, colores del pericarpio, aleurona y
endosperma). Sin embargo hasta el momento no existe una descripcion y valoracion con
el detalle pertinente para poder hacer planteamientos orientados al aprovechamiento y
conservacion de las mismas.

La caracterizacion y evaluacion en base a caracteres morfoldgicos vy
agronémicos proporcionard informacion valiosa acerca de la adaptacion, el potencial
productivo y la diversidad de los materiales evaluados (Pefialoza et al., 2010). El
conocimiento de la base genética de los caracteres ligados a la produccion, ciclo y los
procesos fisiologicos asociados permitira delinear procedimientos para un mejor
aprovechamiento de estos materiales (Ruiz de Galarreta y Alvarez, 1995; Herrera
Cabrera et al., 2000). En tanto que la identificacion de poblaciones sobresalientes
permitira aportar a la preservacion de la variabilidad genética local, promover su uso y
otorgar beneficios economicos a los agricultores (Pinheiro de Carvalho et al., 2008).

Los objetivos de este capitulo fueron i) Evaluar el desempefio agronémico de
poblaciones locales de maiz en el contexto ambiental y productivo de la provincia de
Misiones, ii) estimar los componentes genético y ambiental de la variabilidad fenotipica
observada, calcular los pardmetros genéticos y las correlaciones fenotipicas para
caracteres agromorfoldgicos, y iii) identificar poblaciones con valor promisorio para el
mejoramiento y/o uso directo.

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. MATERIAL VEGETAL

La eleccion del material vegetal utilizado en la evaluacion y posterior
clasificacion se realizd considerando diferente origenes y fechas de colecta. Dentro de
cada grupo las poblaciones locales fueron escogidas para representar distintos tipos
raciales y ambientes de la provincia (regiones naturales, tipos de suelos y regimenes
pluviométricos diferentes) (SAGYP-INTA, 1990; Olinuk et al., 2003) (Figura 2.1).

Los datos de pasaporte de los materiales evaluados (localidad de procedencia,
fecha de colecta, raza y donante) se especifican en la Tabla 2.1.

De esta manera los materiales provinieron de dos origenes distintos,
(Comunidades Mbya y pequefios productores locales) y de dos expediciones de colecta
diferentes, una de ellas realizada por el Banco de Germoplasma de Maiz del INTA EEA
Pergamino en la década del 70 (Materiales del BAG) y otra realizada en la actualidad
por el equipo de Cultivos Anuales de la EEA Cerro Azul de INTA (Colecta actual). En
todos los casos se puso especial cuidado de recolectar muestras representativas de la
variabilidad genética existente.

Para los ensayos morfo-agrondmicos se utilizaron como testigos tres materiales
de gran difusion en la provincia: Leales 25 plus, Santa Elena 5090 y Centralmex. Los
dos primeros se usan actualmente y el tercero representa una variedad que tuvo gran
difusion en la provincia pero que ha caido en desuso. La forma racial y el grado de
mejoramiento de los materiales utilizados como testigos se detallan en la tabla 2.2.



Tabla 2.1. Datos de pasaporte de las poblaciones locales de maiz de la provincia de Misiones.

NO

P1

P2

P3

PS5

P6

P7

COLECTA ACTUAL

P8

P9

P10

P11

P12

P13
P14

P15

MATERIAL DEL BAG

P16

p17®

Identificador

MNES01

MNES02

MNES03

MNES05

MNES06
MNESO07

MNES08

MNES09

MNES010

ARZMO05-002

ARZMO05-016

ARZM05-022
ARZMO05-026

ARZMO05-030

ARZMO05-067

ARZMO05-070

Localidad

El
Soberbio
El
Soberbio
El
Soberbio

L.N.Alem

Picada
Propaganda
Montecarlo

Puerto

Rico

L.N.Alem

L.N.Alem

Leandro N.
Alem

Almafuerte

Picada
YapeyU
Alberdi

San
Ignacio
Campo Las
Monjas

Campo Las
Monjas

Departamento

Guarani

Guarani

Guarani
L.N.Alem

Cainguas

Montecarlo

L. G. San
Martin

L.N.Alem

L.N.Alem

Leandro N.

Alem

Leandro N.

Alem
Obera

Obera

San Ignacio

Guarani

Guarani

Fecha
colecta

2008

2008

2008

2008

2008
2008

2008

2008

2008

1977

1977

1977

1977

1977

1977

1977

BAG: Banco Activo de Germoplasma de Maiz del INTA EEA Pergamino.

Tabla 2.2. Datos relevantes de los testigos (Tipo y forma racial).

NO

T18
T19

T20

Identificador

Leales 25 Plus

Centralmex

Santa Helena 5090

Cristalino colorado

Forma racial

Semidentado

Cristalino colorado

Forma
racial

Catete oscuro

Avati moroti
ti
Avati moroti
mita
D. amarillo
marlo fino
Dentado
amarillo

Cravo
Semidentado

Dentado
amarillo
Dentado
blanco
Dentado
amarillo

Avati moroti

Dentado
blanco

Cravo

Tuson

Avati Moroti
Ti

Avati Moroti
Mita

Tipo

Donante

Mbya
guarani
Mbya
guarani
Mbya
guarani

Productores

Productores
Productores

Productores
Productores
Productores
Productores
Productores

Productores
Productores

Productores

Mbya
guarani

Mbya
guarani

Variedad mejorada
Variedad mejorada antigua

Hibrido

15

* Poblaciones pertenecientes al mismo tipo racial recolectadas en el Departamento de Guarani
(Misiones), procedentes de distintos afios de colecta: P17 fue colectada en 1977 por el Banco de
Germoplasma de Maiz del INTA EEA Pergamino y P3 pertenece a una colecta actual realizada por el
equipo de Cultivos Anuales del INTA EEA Cerro Azul en el afio 2008.
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Figura 2.1. Sitios de colecta de las poblaciones locales de maiz de la provincia de Misiones. A:
Regiones naturales de la provincia, B: mapa morfo-métrico, C: isohietas pluviales, D: tipos de
suelos, E: referencia. Los numeros presentados en la Figura D corresponden a las poblaciones
descriptas en la Tabla 2.1.

2.2.2. ENSAYOS DE EVALUACION

Para la caracterizacion del material a evaluar se llevaron a cabo ensayos en
cuatro ambientes diferentes localizados en tres localidades de la provincia de Misiones:
Santa Rita (Departamento 25 de Mayo), Aristobulo del Valle (Departamento Caingués)
y Cerro Azul (Departamento Leandro N. Alem). Los mismos se escogieron por
representar situaciones edafo-climaticas diferentes, pero ubicados a una distancia que
permitiera una correcta evaluacion y seguimiento (Figura 2.2).

Las experiencias se realizaron durante las campafas 2009/2010 y 2010/2011. De
esta manera, los ambientes | y Il correspondieron a la primera campafia en las
localidades de Aristobulo del Valle y Santa Rita respectivamente. La siembra fue
realizada el 03 de noviembre en el ambiente | y el 04 de noviembre en el ambiente II.
Los ambientes 11l y IV correspondieron a dos ensayos llevados a cabo durante la
segunda campafia en dos ambientes con condiciones edaficas diferentes situados en la
localidad de Cerro Azul, Los mismos fueron sembrados el 01/11 y el 02/11,
respectivamente.

El disefio experimental utilizado en los cuatro ensayos de evaluacion fue de
bloques completos al azar con tres repeticiones. La unidad experimental consistio en
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una parcela de tres surcos, de cinco metros de longitud distanciados 0,70 m entre si. La
densidad final fue de 57.200 plantas/hectarea (4 plantas/metro lineal).

PARAGUAY

Cerro Azul . Aristébulo del Valle
(Ambiente Ill) (Ambiente )

]

";}" -

Cerro Azul Santa Rita
(Ambiente IV) (Ambiente Il)

SAUNINYOD

Figura 2.2. Ambientes de evaluacion.

Se utilizo el sistema de manejo empleado por los productores de la region, que
consistio en labranza convencional, siembra manual y sin aplicacion de fertilizantes. Se
aplicaron herbicidas de preemergencia en la totalidad de los ensayos (3 I/ha de atrazina
50%), volviéndose a aplicar 2 I/ha de atrazina 50% en estado vegetativo previo a V6
(sexta hoja totalmente desplegada). Ademas, se emplearon métodos manuales de
remocion de malezas cuando se consideré necesario. Para el control de insectos del
suelo y nematodos se utilizd Cipermetrina a razén de 200 cm®/ha en preemergencia.

La cosecha se realizd luego de alcanzada la madurez fisioldgica, con una
humedad entre el 20 y 25%. Se cosechdé manualmente el surco central de cada unidad
experimental. Las mazorcas cosechadas se dejaron secar a la sombra, sobre zarandas
que permitieron el paso del aire hasta alcanzar una humedad préxima al 14%.

2.2.3. CARACTERES Y PARAMETROS EVALUADOS

Se registraron variables cualitativas (raza, textura de grano y color de grano) y
cuantitativas (fenoldgicas, morfolégicas y agronomicas) importantes para la
caracterizacion y evaluacion de estos materiales. Cada variable se midioé de acuerdo a
los protocolos propuestos en la lista de descriptores del IPGRI (CIMMYT/IBPGRI,
1991), seleccionando aquellos caracteres de interés para el pequefio productor de la
region.

Las variables cualitativas se evaluaron sobre la totalidad de las mazorcas
seleccionadas al azar, descartando aquellas que presentaban efecto de xenia (efecto de
fuente polen ajena sobre caracteres del grano, indicativas de polinizacion cruzada con
materiales no deseados).

Un resumen de las variables cualitativas y cuantitativas evaluadas, con su
correspondiente unidad de medida, es presentado en las Tablas 2.3 y 24,
respectivamente.

2.2.3.1. Variables fenoldgicas:
e Se registro el dia en que el 50 % de las plantas de cada parcela alcanzaron la
floracién masculina o antesis (panojas con anteras exertas liberando polen) y la
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floracion femenina o silking (mazorcas con estigmas visibles). La observacion se
realizé en el surco central excluyendo las plantas que se encontraban en los
0,50m de los extremos del surco (se incluyeron aproximadamente 18 plantas por
parcela). Los dias transcurridos desde la siembra se transformaron a tiempo
térmico (Unidades de grados dias, GDU), para las floraciones masculina
(GDUF) y femenina(GDUF) segun la formula (Andrade et al., 1996):

GDU = Xn (Tas — Th),
Donde: Tas = Temperatura media del aire

Th = Temperatura base: es el valor de temperatura del aire al cual las
plantas detienen su desarrollo (se asumid un valor de 8°C para la
temperatura base hasta antesis o silking; Céarcova et al., 2003).

e Se calcul6 el indice de sincronia entre las floraciones masculina y femenina
(ASI: Anthesis-sillking interval) como la diferencia entre los grados dias a
floracién masculina (GDUM) y grados dias a floracion femenina (GDUF).

e Se computd el largo del ciclo total como la sumatoria de grados dias acumulados
desde la siembra hasta la madurez fisioldgica de la parcela. Se asumié como
fecha de madurez fisiologica al momento cuando el 50 % de las plantas del
surco central de cada parcela se encontraron en estado de madurez fisiologica
(R6 segun la escala de Ritchie et al., 1993).

Tabla 2.3. Variables cualitativas analizadas junto a su correspondiente codificacion.
ATRIBUTO VARIANTES CODIGO

Catete oscuro
Avati Moroti Ti
Avati Moroti mita
Avati moroti
Dentado amarillo marlo fino

Raza Dentado amarillo
Cravo
Semidentado
Dentado blanco
Tuzoén
Cristalino
Harinoso
Semiharinoso
Dentado
Semidentado
Semicristalino
Cristalino
Blanco
Amarillo
Morado
Negro
Anaranjado-rojizo
Anaranjado
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2.2.3.2. Variables morfologicas

Se midid la altura (ALTPL, cm) de 10 plantas por parcela sobre el surco central.
La medicion se realizd desde la base de la planta hasta el apice de la panoja al
momento de estado lechoso del grano (R3 segun escala de Ritchie et al., 1993).
Se calcul6 el promedio de altura de las plantas medidas por parcela.

Se midid la altura de insercion de la mazorca superior (ALTMZ, cm) desde la
base de la planta al momento de estado lechoso del grano (R3 segln escala de
Ritchie et al., 1993) sobre las mismas 10 plantas por parcela sobre el surco
central. Se calcul6 el promedio de altura de insercion de las plantas medidas por
parcela.

Se calculd la relacion de la altura de planta y la altura de insercion de la mazorca
superior (INS) como el cociente entre ambos valores promedio por parcela.

Se midié el diametro del tallo (DT, mm) en el primer entrenudo tomado desde la
base sobre las mismas 10 plantas por parcela sobre el surco central. Se calculo el
promedio del didmetro del tallo de las plantas medidas por parcela.

Se registro el nimero total de hojas por planta (NH) sobre 10 plantas por parcela
sobre el surco central. Se realizé el recuento después de floracion considerando
las hojas basales descompuestas mediante el marcado previo de hojas en etapas
vegetativas tempranas para evitar errores en el recuento final.

Se midié el largo y ancho de la hoja bandera (hoja superior) y de la hoja de la
espiga después de floracién. La longitud se midi6 desde la ligula hasta el apice
de la hoja y el ancho se tom¢ en el punto méas ancho de la lamina en ambas hojas
por planta. La medicion se realiz6 sobre 10 plantas por parcela del surco central.
El area de cada hoja medida se estim6 como el producto de su longitud por su
ancho, afectado por un factor igual a 0,75 (Dwyer y Stewart, 1986). Tanto el
valor del area de hoja bandera (AHB, cm2) como el del area de hoja de la espiga
(AHE, cm2) se obtuvieron como el promedio por parcela.

Se midié la longitud (LMZ, cm) y didmetro (DMZ, mm) de mazorca sobre 10
mazorcas tomadas al azar de la totalidad de espigas cosechadas en cada parcela
(surco central). La longitud se midi6 desde la insercion con el pedunculo en el
tallo hasta la punta de la espiga (sin las barbas o estigmas) y el diametro se
midio con calibre sobre parte central de la espiga.

Se hizo el recuento del nimero de hileras (NHIL) y del namero de granos por
hilera (GHIL) sobre 10 espigas tomadas al azar de la totalidad de espigas
cosechadas en cada parcela (surco central).

Se midié el ancho (AGR, mm), largo (LGR, mm) y grosor (GGR, mm) de 10
granos tomados al azar de la parte central de 10 espigas tomadas al azar de la
totalidad de mazorcas cosechadas en cada parcela (surco central).

2.2.3.3. Variables agronomicas

Se determiné la prolificidad (PROL) de las plantas como la relacion entre el
namero total de espigas cosechadas y el nimero de plantas cosechadas en cada
parcela. Se expresdé como numero de espigas por planta.

Se estimd el peso de mil granos (PMIL) a partir del recuento de 1000 granos
tomados al azar del total cosechado por parcela y la determinacion de su peso
con balanza electronica.

Se calculd el rendimiento (REND) de cada parcela como el peso total de granos
cosechados en 5 metros lineales del surco central en cada parcela, excluyendo
las plantas de los bordes. Se determind el porcentaje de humedad en los granos
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mediante el empleo de un humedimetro Wile Digital 55. El rendimiento se
ajusto a un porcentaje de humedad del 15% y se expresé en Kg/ha de granos.

Tabla 2.4. Variables cuantitativas analizadas junto a su correspondiente unidad de medida.

VARIABLE

FENOLOGICAS

MORFOLOGICAS

AGRONOMICAS

CARACTER

Grados dias a floracion masculina (GDUM)

Grados dias a floracién femenina (GDUF)

Sincronia entre floracién masculina y femenina (ASI)

Grados dia a madurez fisioldgica (GDMF)

Altura de planta (ALTPL)
Altura de insercion de mazorca (ALTMZ)

Relacion altura de planta/altura de insercion de

mazorca (INS)

Diametro del tallo (DT)
Numero total de hojas (NH)
Largo de hoja bandera
Largo de hoja de la espiga
Ancho de hoja bandera
Ancho de hoja de la espiga
Area de la hoja bandera (AHB)
Area de la hoja de la espiga (AHE)
Longitud de mazorca (LMZ)
Diametro de mazorca (DMZ)
Numero de hileras de la mazorca (NHIL)
Granos por hilera de la mazorca (GHIL)
Ancho de grano (AGR)

Largo de grano (LGR)

Grosor de grano (GGR)

Prolificidad (PROL)
Peso de 1000 semillas (P1000)

Rendimiento (REND)

Porcentaje de plantas quebradas (PORQ)
Porcentaje de plantas volcadas (PORV)
Proporcion de marlo (PMAR)

MEDICION

Grados dias (GDU)

Grados dias (GDU)

Grados dias (GDU)
Grados dias (GDU)

Centimetros (cm)
Centimetros (cm)

indice

Milimetros (mm)
Namero
Centimetros (cm)
Centimetros (cm)
Centimetros (cm)
Centimetros (cm)

Centimetros ? (cm2)
Centimetros® (cm2)

Centimetros (cm)
Milimetros (mm)
Namero
NUmero
Milimetros (mm)
Milimetros (mm)
Milimetros (mm)

indice

Gramos (gr)

Kilogramos por
hectéarea (Kg/ha)

Porcentaje (%)
Porcentaje (%)

Porcentaje (%)

Se calculé el Porcentaje de plantas volcadas (PORV, %) y quebradas (PORQ,
%) a partir del recuento de plantas volcadas y quebradas respectivamente sobre
cada parcela en su totalidad y su relacion con el ndmero total de plantas
presentes en cada parcela.
Se estimo la proporcion de marlo (PMAR, %) como el porcentaje en peso del
marlo respecto al total de la mazorca a partir del peso de 10 mazorcas que a
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continuacion se desgranaron mecanicamente, recogiendo los granos resultantes y
pesandolos. El porcentaje de marlo se calculé aplicando la siguiente ecuacion:

Peso total — Peso del Grano
% marlo = Poso total x 100

2.2.4. ANALISIS DE DATOS AGROMORFOLOGICOS
2.2.4.1. Estadistica descriptiva de las poblaciones

Las variables fenoldgicas, morfologicas y agrondmicas se sometieron a un
andlisis descriptivo, determinandose los estadisticos de medida central y de dispersion
mas relevantes (media, valores minimos y maximos, desvio estandar y coeficiente de
variacion), los cuales representaron la variabilidad existente en cada una de las
poblaciones en estudio.

2.2.4.2 Evaluacion de la variabilidad entre poblaciones

Los analisis de varianza (Anova) realizados sobre la informacion colectada
fueron de dos tipos: i) a un factor y ii) multifactorial. El primero permitié observar la
variabilidad entre las poblaciones correspondientes a un mismo ambiente, mientras que
el segundo permitié determinar la significancia de los efectos del ambiente y de la
interaccion GxA que no pueden ser determinados al realizar los Anova individuales.

Anova a un factor de clasificacion:
El modelo matematico utilizado para cada ambiente fue:
Yk =H+ Bk + G +eq
Donde: yi = cada una de las variables de respuesta
M = media general
Bk = efecto de bloque, k=1,2,3
G, = efecto de poblacion, i=1...20
ex= error experimental

Las respectivas fuentes de variacion, grados de libertad y cuadrados medios se
presentan en la siguiente Tabla de analisis de la varianza (Tabla 2.5).

Se comprobaron los supuestos del Anova en forma individual para cada variable
en cada ambiente de evaluacion. La independencia de los errores experimentales se
asegurdé con la asignacion aleatoria de los genotipos (poblaciones) en las unidades
experimentales. El supuesto de distribucion normal se analizé utilizando el test de
Shapiro-Wilk. El software estadistico utilizado fue SAS (SAS Institute, 2001). El valor
de "F" se considerd significativo a un nivel de probabilidad del 0,05.
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Tabla 2.5. Tabla de Andlisis de la varianza a nivel de sitios.

Fuente de Grados de Suma de :
Variacion libertad Cuadrados U e 6 LR
Bloques r—1 SCBloques | SCBloques/ (r—1) o’ +tEB %/ (r-1)
Tratamientos t-1 SCTrat SCTrat/ (t— 1) o’ +1.3P %/ (t-1)
Error (t—-1)(r—1) | SCError | SCE/(t—1)(r—1) o’
Total tr—1 SCTotal

Anova multifactorial:

Para que los datos de los distintos experimentos puedan ser reunidos es necesario
que exista homogeneidad de varianzas, esto es, que los cuadrados medios de los
residuos no difieran mucho entre si. Para evaluar esta homogeneidad se utilizo el test de
Levene.

El modelo lineal utilizado para el analisis multifactorial fue:
Yiki =l + Aj + B + G+ Aj X Git gju

Siendo: yjq = cada una de las variables de respuesta

M = media general

A = efecto del ambiente j =1, II, Il y IV

By = efecto de bloque k anidado en el ambiente j, k=1,2,3

G = efecto de poblacion, i=1...20

Aj x G= interaccion poblacion x ambiente

ej«i= error experimental

Para comparar los rendimientos de cada poblacion con los testigos utilizados se utilizd
el test de Dunnett.

2.2.4.3. Estimacion de los Componentes de Varianza y Parametros geneéticos

En base a las esperanzas de los cuadrados medios del Andlisis de la Variancia
Multifactorial, se estimaron los componentes de variancia ambiental, del bloque,
genotipica, de la interaccion y del error experimental (Tabla 2.6).

Las estimaciones de los componentes de la varianza han servido para el calculo
posterior de pardmetros genéticos como la heredabilidad y la constancia de los
caracteres agromorfologicos, los que permitiran determinar cuales caracteres son aptos
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para su utilizacion en la clasificacion taxonomica de las poblaciones y para la seleccion
de individuos en estrategias de mejoramiento posteriores.

Tabla 2.6. Tabla de Andlisis de la varianza multifactorial.

{:/:?,?;;gg Grados de libertad Cl:sgéﬁgos CM esperado
Ambiente a1 CM1 0%+ b.0%ca +0.0%tD.0. 6°A
Bloques a. (b—1) CM2 6t § .07k
Genotipo g-1 CM3 o’ b.o’cea+ b.a. 6%
Gen x Amb (g-1).(@-1) CM4 0%t b.o%cxa
Error a.(b-1).(g-1) CM5 0%
Total @.b.g)-1

Siendo: o’ = efecto debido a las diferencias entre bloques
6°c= componente de la variancia debido a diferencias entre poblaciones
o°a = componente de la variancia debido al ambiente
6’cxa = componente de la variancia debido a las interacciones genotipo-ambiente
6% = componente de la variancia debido al error experimental (azar)
a = nimero de ambientes
b = nimero de bloques completos
g= numero de poblaciones (genotipos)
Heredabilidad en sentido amplio

A partir de las estimaciones de los componentes de varianza se procedio al
calculo de la heredabilidad en sentido amplio (H?), como el cociente entre la varianza
genotipica (o) y la fenotipica (of) de acuerdo a la formula (1):

:_0b _ oG
or g A+4o Gig GXA

H 1)

La variancia fenotipica se calculo segin Falconer (1983), correspondiendo los
subindices con los descritos anteriormente en este apartado.

Las estimaciones de la heredabilidad fueron clasificadas como: altas (>60%),
moderadas (30-60%) y bajas (<30%) como propuso Robinson et al. (1949).
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Constancia

La constancia (C) informa acerca de la estabilidad de un caracter, es decir, de su
comportamiento en una serie de ambientes (Eberhart y Russell, 1966) y se expresa
mediante la siguiente férmula:

2
C= oS
Jze—l—GzA—l—GZGXA

Valores cercanos a 1 se consideran mas estables mientras que valores cercanos a 0
indican una mayor influencia ambiental y de la interaccion GxA.

2.2.4.4 Correlacion entre caracteres agromorfoldgicos

Para determinar las asociaciones entre caracteres agromorfolégicos en la
coleccién de trabajo, se realizd un analisis de correlaciones de Pearson (r) entre los
caracteres cuantitativos evaluados.

Para la interpretacion bioldgica de los resultados se utilizaron los rangos del
coeficiente de correlacién propuestos por Martinez Cruz (2011): débil (< 0,100),
moderada (0,101-0,300), moderadamente fuerte (0,301-0,500), fuerte (0,501- 0,700) y
muy fuerte (>0,701).

2.3. RESULTADOS
2.3.1. AMBIENTES DE EVALUACION

La caracterizacion de los materiales se realizd durante dos campafias agricolas
en cuatro ambientes: 2009/10 (Ambientes | y 11) y 2010/11 (Ambientes 111 y IV). Los
ambientes presentaron condiciones quimicas del suelo contrastantes (Tabla 2.7).

Tabla 2.7. Caracteristicas quimicas del suelo en los cuatro ambientes de evaluacion.

Caracteristica Ambiente
| 1] 1 v

MO (%) 3,70 2,22 2,43 1,49
N (%) 0,35 0,13 0,16 0,13
P205 (ppm) 8,38 4,87 1,22 5,69
K (meq/100g) 1,46 0,48 0,51 0,14
Ca (meq/100g) 15,68 3,08 13,64 14,53
Mg (meqg/100g) 3,79 1,09 3,18 5,38
pH Agua 6,45 5,02 5,84 5,21
Relacion C/N 8,18 12,83 11,47 8,74
Al (meq/100g) nd 0,82 nd 0,38

Ppm: mg kg™*; Meq/100g: cmol(+) kg™; % : dg kg™.

El ambiente | correspondié a un suelo de tipo Udortente Litico del Orden de los
Entisoles, con valores caracteristicos de suelos toscosos, buena calidad quimica,
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contenidos adecuados de Materia Organica (MO), Nitrogeno (N), Fosforo (P) y pH, y
altos de Potasio (K), Calcio (Ca) y Magnesio (Mg).

El ambiente 11 fue un Kandiudulte tipico del Orden de los Ultisoles, suelo rojo
tipico, de baja fertilidad, con valores limitantes para la mayoria de sus componentes
(MO, N, P, Ca, Mg). El bajo valor de pH y el alto tenor de Aluminio (Al) presente en el
perfil redujeron la disponibilidad de elementos de por si deficitarios (P).

Los ambientes 111 y IV correspondieron a suelos de tipo Argiudol oxico del
Orden de los Molisoles, conocidos como suelos rojos-toscosos, con altos contenidos de
bases (Ca, Ky Mg) y valores limitantes de MO, P y N. El ambiente 1V, correspondio a
un suelo muy desgastado por la actividad agricola, con contenidos altamente limitantes
de MO y N (1,49% y 0,13%) y trazas de Al en el perfil del suelo (0,38).

En los ambientes | y 11, el ciclo de produccién se caracterizdé por abundantes
precipitaciones por encima del promedio histérico para el periodo del afio considerado
(850,1 mm para la serie 1967/2008), totalizando 1148 y 1175mm, respectivamente. La
distribucion de lluvias en ambos ambientes fue similar, observandose altos registros
desde el establecimiento del cultivo a floracion, pero con grandes diferencias al final del
ciclo: el ambiente 1 mostr6é una tendencia al aumento del nimero de precipitaciones, en
tanto que el ambiente 1l mostré una brusca caida del registro hacia el final de ciclo
(Figuras 2.3y 2.4).
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Figura 2.3. Precipitaciones mensuales durante el ciclo de cultivo en el ambiente I. Ventana
floracion femenina (rojo) y masculina (celeste). Fecha de siembra (flecha).
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Figura 2.4. Precipitaciones mensuales durante el ciclo de cultivo en el ambiente Il. Ventana
floracion femenina (rojo) y masculina (celeste). Fecha de siembra (flecha).

En los ambientes Il y IV se registraron valores similares de precipitacion
respecto de los reportados para la serie histérica 1968/2009 (825,7mm vs 855,6mm),
aunque con un patron de distribucion sumamente irregular. Se observaron valores
limitantes durante los primeros estadios del cultivo y valores intermedios a intermedios-
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altos durante el periodo critico, fase de llenado y madurez fisiologica (Figuras 2.5y

2.6).
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Figura 2.5. Precipitaciones mensuales durante el ciclo de cultivo en el ambiente I1l. Ventana

floracién femenina (rojo) y masculina (celeste). Fecha de siembra (flecha).
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Figura 2.6. Precipitaciones mensuales durante el ciclo de cultivo en el ambiente IV. Ventana

floracién femenina (rojo) y masculina (celeste). Fecha de siembra (flecha).

Las temperaturas medias y maximas fueron mas elevadas durante 2009/10,
excepto para el mes de enero cuando los mayores valores se registraron durante la
camparia 2010/2011 (Figuras 2.7 y 2.8).

En los ambientes | y 111 se observé un acortamiento del ciclo hasta la floracién,
mayor sincronia entre las floraciones masculinas y femeninas, mayor altura de planta,
mayor longitud de mazorca, mayor nimero de hileras y de granos por hilera, mayor
rendimiento y mayor peso de mil granos, con respecto a los ambientes 11 y IV (Tabla

2.8).
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Figura 2.7. Temperatura media registrada en las campafas agricolas 2009/10 y 2010/11.
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Figura 2.8. Temperatura maxima registrada en las campafas agricolas 2009/10 y 2010/11.

Tabla 2.8. Valores medios sobre el total de los materiales y sobre el grupo de testigos, para cada
variable y ambiente de evaluacion.

. Ambiente | Ambiente Il Ambiente Il Ambiente IV
Variable Media Rango | Media Rango | Media Rango Media Rango
GDUF 1095 @ 902-1252 @ 1272 | 984-1376 | 1105 | 768-1367 1294 920-1468
GDUM 1029 | 844-1178 | 1168 | 919-1294 | 1020 | 768-1212 1169 889-1326
ASI 66,2 0-203 104 0-196,4 | 85,1 0-280,6 125 0-203,3
GDMF - - - - 1414 | 1157-1562 | 1600 | 1285-1705
ALTPL 227 172-290 @ 184,8 118,3-243  233,4 172-303,5 179,8 124,5-224
ALTMZ | 138,8 | 82-194 | 106,6 54,2-156,5| 141 76-190,5 98,5 | 58,5-127,5
INS 1,7 | 1,44-225 1,8 1,55-225 1,7 1,4-2,4 1,9 1,59-2,41
DT 21,9 | 16,3-27,6 | 17,9 | 12,8-25,5 - - - -
NH 17,6 | 13,8-21,7 16,8 @ 12,3-19,5 18 13,4-20,8 @ 16,4 12,9-18,9
LMZ 15,4 | 12,4-18,5 | 135 @ 9,8-16,8 | 14,8 | 10,2-17,7 | 14,1 | 11,8-16,9
DMZ 42,3 | 30,1-52,6 @ 40,2 | 28,7-48,6 | 41,3 @ 30,8-48,8 | 41,3 28,3-50,6
NHIL 14,1 10,7-22 13,7 9-20,8 13,8 10,6-20,3 13,0 9,4-19,8
GHIL 35,5 28-47 29,2 | 21,3-449 @ 31,3 | 21,5413 @ 294 24,6-37,9
AGR 8,7 |676-995 8,4 6,8-9,71 8,5 7,2-9,8 8,6 7,0-9,6
LGR 10,9 @ 8,6-13,7 @ 10,8 | 8,5-13,0 | 10,9 8,1-12,9 11,1 7,6-14,5
GGR 4,2 3,38-5,17 4,2 3,4-5,2 4,1 3,2-4,7 4,1 3,4-5,0
P1000 @ 209,2 @ 135-330 | 162,7 @ 107-252,5 193 152-306 | 178,4 | 118,7-244
REND | 4254 |1205-7902 | 2764 |1498-4820 | 3249 | 1275-5854 | 2730 | 1421-3967
AHB - - - - 125,7  67,3-1882 | 144,8 | 55,4-285,4
AHE - - - - 572,9 | 428-773 | 518,5 253-744
PMAR 25,2 | 17,6-56,8 | 26,5 @ 17,5-62,9 21,7 | 14,5-35,4 20,6 15,1-27,5
PORQ 1,1 0-40 4,1 0-100 4,3 0-18,8 8,7 0-35,3
PORV 15,5 0-95 20,1 0-100 19,9 0-82,4 2,5 0-33,3
PROL 1,1 1-1,9 0,7 0,36-1,23 1 1-1,4 0,9 0,6-1,1

GDUF: grados dia a floracion femenina; GDUM: grados dia a floracion masculina; ASI: asincronia floral; GDMF: grados dia a
madurez fisiolégica; ALTPL: altura de planta; ATMZ: altura de insercion de mazorca; INS: relacion altura de planta/altura de
insercion de mazorca; DT: didmetro de tallo; NH: nimero de hojas; AHB: area de hoja bandera; AHE: area hoja de la espiga; LMZ:
longitud de mazorca; DMZ: diametro de mazorca; NHIL: nimero de hileras; GHIL: namero de granos por hilera; AGR: ancho de
grano; LGR: longitud de grano; GGR: grosor de grano; P1000: peso de mil; REND: rendimiento; PMAR: proporcién de marlo;
PORQ: porcentaje de quebrado; PORV: porcentaje volcado; PROL: prolificidad.



28

2.3.2. ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LAS POBLACIONES

Todos los caracteres presentaron un amplio rango de variacion (Tabla 2.9). La
asincronia floral (ASI) y el porcentaje de quebrado y volcado (PORQ y PORV), se
destacaron como las variables con mayores coeficientes de variacion y diferencias entre
los valores minimos y maximos. En tanto que los caracteres altura de insercion de
mazorca (ALTMZ), area de hoja bandera y de la espiga (AHB y AHE), peso de mil
granos (P1000), proporcion de marlo (PMAR), prolificidad (PROL) y rendimiento
(REND) mostraron valores maximos de 3 a 6 veces superiores a los minimos. Los
demas caracteres mostraron variabilidad, destacandose por su importancia agronémica,
grados dias a floracién femenina y masculina (GDUM y GDUF), altura de planta
(ALTPL), relacién altura de planta/altura de insercion (INS), diametro del tallo (DT),
diametro de mazorca (DMZ), nimero de hileras y de granos por hilera (NHIL y GHIL).

Tabla 2.9. Valores medios, coeficientes de variacion y rangos obtenidos para cada variable
agromorfoldgica en todos los ambientes de evaluacion.

Variable Media cv Rango Max/Min
GDUF 1192 13,12 768,5-1468,8 1,91

GDUM | 1096 10,63 768,5-1326,1 1,73
FENOLOGICAS

ASl | 9509 | 60,31 0-280 280,00
GDMF | 1507 8,98 1158-1705 1,47
ALTPL = 206,25 | 1856 | 118,3-303,5 2,57
ALTMZ | 121,2 | 26,95 54,2-194 3,58

INS 1,76 11,36 1,4-2,4 1,71

DT 19,93 | 16,34 12,8-27,6 2,16

NH | 1569 @ 1537 9,3-20,8 2,24

AHB | 135,01 | 30,04 55,4-285,4 5,15

MORFOLGGICAs AHE | 5465 | 2077 | 252,6-772,9 3,06

LMZ | 14,44 | 11,19 9,8-18,6 1,90

DMZ | 4124 | 13,19 28,3-52,6 1,86
NHIL | 13,63 | 16,15 sep-22 2,44
GHIL | 31,34 | 14,68 21,3-47 2,21

AGR | 855 6,88 6,8-9,95 1,46

LGR = 10,92 | 11,99 7,6-14,5 1,91

GGR | 4,13 9,16 3,2-5,2 1,63
P1000 185,55 | 19,76 | 107,1-329,7 3,08
REND | 32365 @ 36,62 1205-7902 6,56

AGRONGMIcAs | TVAR | 2348 | 2312 14,5-62,9 4,34
PORQ | 4,55 | 219,58 0-100 100,00
PORV = 14,5 154,7 0-100 100,00
PROL | 0,95 23,19 0,36-1,9 5,28

Los testigos mostraron mayores valores medios de los componentes de
rendimiento y menor porcentaje de volcado y quebrado que las poblaciones locales,
ademas presentaron los ciclos mas cortos, floraciones mas sincrénicas y menor altura de
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planta y de insercién de mazorca. Por su parte, las poblaciones locales mostraron un
rango mas amplio que los testigos para todas las variables evaluadas (Tabla 2.10),
observandose algunas que superaron o igualaron en cuanto a rendimiento (REND) a los
testigos utilizados (Tabla 2.11).

Tabla 2.10. Variables fenoldgicas, morfol6gicas y agrondmicas. Valores medios y rango
obtenidos sobre el total de materiales y sobre el grupo de testigos para cada variable en todos los
ambientes.

POBLACIONES TESTIGOS
Variable
Media Min. Max. Media Min. Max.
2 GDUF 1205,0 907,5 | 1332,3 1122,9 1033,6 | 1294,3
§ GDUM 1103,7 867,4 | 1213,5 1060,5 996,6 | 1181,5
g ASI 101,2 40,1 | 154,1 62,4 30,2 | 112,8
t GDMF 1510,3 1290,4 | 1615,1 1490,9 1421,8 | 1558,1
ALTPL 209,0 163,6 246,9 191,6 162,7 245,8
ALTMZ 123,5 77,4 155,1 109,3 84,9 153,1
INS 1,76 1,60 2,20 1,83 1,60 2,00
NHOJ 17,3 13,5 19,0 16,6 15,2 19,2
" DT 20,0 16,9 22,5 19,4 18,0 21,7
§ AHB 135,4 77,4 177,9 130,0 95,6 174,3
8 AHE 551,7 381,4 679,0 512,7 409,1 704,2
§ LMZ 14,4 12,6 15,7 15,0 14,3 15,7
é DMZ 40,7 30,6 48,5 43,9 43,7 44,1
NHIL 13,56 10,8 19,4 13,9 12,5 14,9
GHIL 31,4 28,1 37,8 31,12 29,2 33,8
AGR 8,5 7,3 9,3 9,0 8,7 9,5
LGR 10,9 8,5 13,0 10,8 10,5 11,3
GGR 4,1 3,5 4,7 4,4 4,2 4,6
P1000 182,6 154,9 249,2 199,8 179,7 230,8
g REND 3138,5 1901,9 | 4176,4 3715,4 3302,9 | 3991,6
g PMAR 23,5 18,9 29,2 23,3 21,9 24,5
g PORQ 4,7 0,5 14,2 3,87 1,9 6,9
§ PORV 16,3 57 | 373 4,7 05 | 93
PROL 0,95 0,9 1,1 0,97 0,9 1,0

Exceptuando a las poblaciones de endosperma harinoso (P1, P2, P3, P12, P16y
P17), el resto presentd un comportamiento para REND igual o superior (aunque sin
significancia estadistica; test de Dunnett) a los testigos actuales (T18 y T20). En tanto,
las poblaciones dentadas y semidentadas de la colecta actual (P5, P6, P7, P8, P9, P10) y
una poblacion dentada procedente del BAG (P14) mostraron rendimientos similares al
testigo antiguo (T19) (Tabla 2.11).
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Tabla 2.11. Test de Dunnett para la variable Rendimiento (REND).

Unilateral derecha * Unilateral izquierda b
Poblacion
T18 T19 T20 T18 T19 T20
P1 773,5 **%* | 1462,2 *** | 1322,1 *** 7735 1462,2 | 1322,1
P2 784,1 %% | 1472,8 ¥*¥* | 1332,7 *** | 784,1 1472,8 | 1332,7

P3 1401,1 *** | 2089,7 *** | 1949,7 *** | 1401,1 2089,7 | 1949,7

P5 -524,8 163,8 23,8 -524,8 | 163,8 | 238

P6 -674,3 14,4 -125,7 -674,3 14,4 | -1257
P7 -349,6 339,1 199,0 -349,6 | 339,1 | 199,0
P8 -319,0 369,6 229,6 -319,0 | 3696 | 2296
P9 -873,4 -184,8 -324,8 | -873,4* | -184,8 | -324,8
P10 -353,8 334,9 194,8 -353,8 | 3349 | 194,8
P11 68,0 756,6 * 616,6 68,0 756,6 | 616,6
P12 421,4 | 1110,0 *** = 970,0 ** 421,4 | 1110,0 = 970,0
P13 133,5 822,2 ** 682,1 133,5 | 822,2 | 6821
P14 -92,9 595,8 455,7 -92,9 595,8 | 455,7
P15 127,1 815,8 * 675,8 127,1 | 8158 | 6758
P16 870,2 ** | 1558,8 *** | 14188 *** = 870,2 | 1558,8 | 141838

P17 1177,9 *** | 1866,6 *** | 1726,5 *** | 1177,9 1866,6 | 1726,5

®Test de Dunnett (unilateral derecho): Ho: P=T; HA: T>P. P: poblacién; T: testigo.
*Test de Dunnett (unilateral izquierdo): Ho: P = T; HA: T<P. P: poblacién; T: testigo.
***=p<0,001; **= p<0,01; * = p<0,05.

2.3.3. EVALUACION DE LA VARIABILIDAD ENTRE POBLACIONES

Los datos obtenidos se sometieron a analisis de la varianza. Previamente se
verificaron los supuestos asociados al mismo, transformando aquellas variables que no
lo cumplian para mejorar la fiabilidad del analisis.

Para determinar la posibilidad de andlisis de cada variable a través de los
ambientes de evaluacion se tuvieron en cuenta los resultados del analisis de
homogeneidad de variancias (Test de Levenne). Las variables REND, P1000, PORQ y
PORYV debieron ser sometidas a transformaciones de escala. Para todas estas variables,
la transformacion logaritmica (log10 +1) fue la que permitié que las mismas se adecuen
a los supuestos. En tanto que las variables ALTMZ, INS, NH, PMAR y PROL fueron
omitidas del andlisis conjunto por no cumplir con el supuesto de homogeneidad de
varianzas bajo ninguna de las transformaciones a las cuales fueron sometidas. Se
encontraron diferencias significativas (P < 0,05) o altamente significativas (P< 0,01)
entre poblaciones en cada ambiente, para la mayoria de los caracteres fenologicos y
morfoldgicos, a excepcion del DT, que no mostrd diferencias significativas en el
ambiente 11 (Tabla 2.12).
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Tabla 2.12. Analisis de la Variancia individual para evaluar la significancia de los genotipos, a
través de cada variable y ambiente de evaluacién.

Variables Caracter Amb. | Amb. Il | Amb.lll | Amb. IV
GDUF *% * * *
GDUM % e * *
FENOLOGICAS a6 " . . .
GDMF - - *x *x
ALTPL *% e x *% *%
ALTMZ *% * * *
INS *% e x *% *%
NH * % * % * *
DT *k Ns - -
LMZ * % * * *
DMZ *% * % *% *%
MORFOLOGICAS
NHIL * % * % * *
GHIL % e * *
AGR % e * *
LGR % e * *
GGR *% * % * *
AHB ) ) s’ s’
AHE ) ) s k s k
P1000 % s s’ s’
REND *% * % * *
LOG_PMAR ns Ns ns *k
AGRONOMICAS
PORQLOG - - ns *
PORVLOG ns Ns ok ns
LOG_PROL * Ns o ns

Test F de significancia: ns: no significativo; *: P<0,05; **: P<0,01; -: dato faltante.

Las variables agronémicas P1000 y REND mostraron diferencias significativas o
altamente significativas entre poblaciones en todos los ambientes evaluados. Los
caracteres LOG_PMAR y PORQLOG mostraron diferencias altamente significativas y
significativas respectivamente, unicamente en el ambiente 1V, mientras que PORVLOG
lo hizo en el ambiente Il y LOG_PROL en los ambientes 1 y Il (Tabla 2.12). Estas
variables no mostraron diferencias significativas en el resto de los ambientes.
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El analisis multifactorial de la varianza revelo efectos ambientales y genotipicos
significativos para los 19 caracteres analizados y también para la interaccién GxA de
todas las variables fenoldgicas, morfologicas y agrondmicas excepto por GDMF, DT y
PORQLOG (Tabla 2.13). El efecto de repeticion dentro de ambientes resultdé no
significativo para ASI, LMZ, DMZ, AHE, LOGP1000 y PORVLOG, siendo para el
resto de las variables significativa o altamente significativa.

Tabla 2.13. Anélisis de la varianza mulfactorial para los caracteres agromorfologicos.
Cuadrados medios (CM) y test F de significancia.

Variable Ambiente Rep/E Poblacion (P) GxA E[;)r
2 GDUF 640565,3 | ** | 5804,5 | * | 159985,3 | ** | 6741,32  ** | 2367,1
§ GDUM 394458,9 | ** | 8070,1 | **  82442,4 | ** | 3066,04 @ ** | 1300,1
g' ASI 36320,1 | **| 1683,4 | ns | 15657,2 | ** | 2380,1 | * | 1483,7
= GDMF 985669,8 | ** | 16664,0 | ** | 46025,9 | ** | 2262,1 | ns | 2057,5
ALTPL 44248,7 | ** 432,9 *k 8781,2 *ok 346,6 ** 1 135,8
DT 457,84 *k 16,83 *k 16,08 *k 4,83 ns 4,12
LMz 40,13 *k 2,37 ns 8,32 *ok 2,16 * 1,29
i DMZ 41,78 *x 2,99 ns 323,5 o 5,87 ** 1 2,55
g NHIL 13,12 *k 1,67 *k 50,81 *ok 1,07 *ok 0,45
g GHIL 474,12 | ** | 18,02 * 70,63 ** 1 16,67 | **| 7,19
léo:h AGR 0,48 *x 0,19 * 2,82 *x 0,21 ** 10,09
. LGR 0,98 o 0,55 * 18,18 *x 0,39 ** 10,21
GGR 0,15 o 0,04 * 1,20 *x 0,08 ** 10,04
AHB 10146,0 | ** | 3341,7 | ** 4909,7 **11993,1 | ** | 481,0
AHE 82193,6 | **| 88499 | ns | 46220,1 | **  11950,2 @ ** | 3656,2
2 | LOG_P1000 0,12 ** 1 0,002 | ns 0,03 ** 1 0,005 |**| 0,002
% LOG_REND 0,37 o 0,03 o 0,11 *x 0,02 ** 10,01
§ PORQLOG 0,23 o 0,79 o 0,1 * 0,07 ns | 0,04
2 PORVLOG 1,37 *x 0,08 ns 0,18 *x 0,13 * 0,06

Test F de significancia: ns: no significante; *: P < 0,05; **: P <0,01.

2.3.4. ESTIMACION DE LOS COMPONENTES DE VARIANZA Y
PARAMETROS GENETICOS

A partir de la suma de cuadrados del ANOVA multifactorial, se estimaron las
variancias ambiental (Va), genotipica (Vg), de la interaccion GXA (Vga), de bloques
dentro de ambientes (V) y del error experimental (V). (Tabla 2.14).
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Tabla 2.14: Magnitudes relativas de los componentes de varianza expresados como porcentajes
de la varianza total. Parametros genéticos: constancia (C) y heredabilidad (H2).

Variable

GDUF

GDUM

AS|

FENOLOGICAS

GDMF

ALTPL

DT

LMz

DMZ

NHIL

MORFOLOGICAS

GHIL

AGR

LGR

GGR

AHB

AHE

VA

39,73

43,23

16,95

62,52

45,28
52,82

23,14

2,02

3,76

33,70

0,84

0,25

0,83

5,42

8,42

LOG_P1000| 27,94

LOG_REND

PORQLOG

AGRONOMICAS

PORVLOG

20,92

0,00

19,47

VG

45,88

42,38

31,69

26,83

41,60
12,82

18,35

86,02

81,98

19,34

61,14

83,53

63,11

28,35

42,16

28,98

27,10

2,72

3,79

VGA

5,24

3,77

8,56

0,25

4,16
1,62

10,37

3,60

4,09

13,59

11,24

3,38

9,02

29,40

20,41

11,50

12,04

10,87

21,22

VB

0,65

2,28

0,30

2,83

0,93
4,57

2,03

0,08

1,27

2,45

1,48

1,01

0,00

8,78

2,02

0,00

3,80

42,92

0,96

Ve

8,50

8,33

42,50

7,57

8,04
28,17

46,11

8,29

8,90

30,92

25,30

11,83

27,05

28,05

26,99

31,74

36,13

43,49

54,57

H?
0,50
0,47
0,55
0,30

0,46
0,19

0,35
0,94
0,91
0,29
0,83
0,96
0,87
0,45
0,59
0,42
0,45
0,20

0,09

0,85

0,74

0,46

0,37

0,71
0,15

0,22

6,15

4,55

0,24

1,57

5,07

1,71

0,40

0,73

0,41

0,37

0,03

0,04

V: varianza ambiental; Vg: varianza genotipica; Vga: varianza de la interaccion Genotipo x Ambiente;
Vp: varianza de bloques dentro de ambientes; V.: varianza del error experimental; H: heredabilidad en

sentido amplio; C: constancia.

Esta descomposicion de los componentes de varianza puso en evidencia que para

DMZ, NHIL, AHE, AGR, LGR y GGR la mayor parte de la variacion total se debi6 al
genotipo (entre 42,16 a 86,02 % del total), en cambio para DT y GDMF el ambiente fue
responsable de la mayor parte (52,82% y 62,52% respectivamente). Por su parte
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caracteres como ASI, LMZ, PORQLOG y PORVLOG presentaron valores elevados del
error experimental (Tabla 2.14).

Otras variables presentaron efectos marcados de dos componentes, como el caso
de GDUF, GDUM y ALTPL que mostraron grandes efectos del genotipo y del
ambiente. En tanto que las variables agronémicas LOG_REND y LOGP1000 son el
resultado de la influencia del genotipo, del ambiente y del error experimental (Tabla
2.14).

La componente de interaccion genotipo-ambiente (Vga) presentd un menor peso
relativo. Los caracteres que mostraron un mayor efecto para esta componente fueron
AHB, AHE y PORVLOG (>20%), en tanto los caracteres LMZ, GHIL, AGR,
LOG_P1000, LOG_REND y PORQLOG presentaron valores por encima del 10%.

La variacion asociada a los bloques dentro de ambientes (V) presentd un valor
muy bajo (menor al 10% de contribucion al valor total) para todos los caracteres
excepto para PORQLOG que mostré un valor mayor al 40% (Tabla 2.14).

Por su parte, la mayoria de los caracteres evaluados presentaron valores
moderados de heredabilidad en sentido amplio (0,30 < H? < 0,60), con excepcién de DT,
GHIL, PORQLOG y PORVLOG que mostraron valores bajos (H? < 0,30) y DMZ,
NHIL, AGR, LGR y GGR que registraron valores altos (H*> > 0,60). Estos Gltimos
atributos (DMZ, NHIL, AGR, LGR y GGR) mostraron ademas de coeficientes altos de
heredabilidad (H*> 0,80) un elevado grado de estabilidad del caracter a través de los
ambientes evaluados (C > 1).

2.3.5. CORRELACION ENTRE CARACTERES AGROMORFOLOGICOS

La matriz de correlaciones entre los caracteres fenolégicos, morfoldgicos y
agronomicos de las poblaciones evaluadas se presentan en la Tabla 2.15.

Las correlaciones mas altas se dieron entre los caracteres fenoldgicos y
morfolégicos de planta. Todas estas variables estan altamente correlacionadas entre si,
destacandose la relacion entre las variables GDUF y GDUM (r=0,99), ALTPL y
ALTMZ (r=0,98), ALTPL y NH (r=0,90).

A nivel de caracteres de la mazorca se observo una alta correlacion positiva del
DMZ con NHIL (r=0,80) y con LGR (r=0,89). EIl rendimiento se asoci
significativamente con el DMZ (r=0,85), P1000 (r=0,72), LGR (r=0,85), NHIL (r=0,54)
y GHIL (r=0,59). Y los caracteres de grano (LGR y GGR) mostraron una fuerte
asociacion negativa entre si (r= -0,81). A su vez, algunos de estos caracteres (DMZ,
LGR y REND) presentaron una fuerte asociacion positiva con el caracter fenologico
GDMF.
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Tabla 2.15. Matriz de correlaciones de Pearson para las variables agromorfoldgicas.
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En negrita se muestran las correlaciones mas importantes.

-

2.4. DISCUSION

z

2.4.1. AMBIENTES DE EVALUACION

En los ambientes donde las condiciones edaficas y climaticas fueron mas
favorables para el desarrollo del cultivo pudo observarse un mayor crecimiento
vegetativo y mayor sincronia entre las floraciones masculinas y femeninas, mayor

de hileras y granos por

7

, umero

longitud de mazorca y mayor rendimiento, peso de mil

hilera en las mazorcas. La mejor disponibilidad de nutrientes en tales ambientes en los
momentos de mayor demanda del cultivo habria permitido un buen desarrollo foliar

alrededor de floracion, una eficiente intercepcion de la radiacién incidente en la
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canopia, una alta eficiencia de conversion de esa radiacion capturada en crecimiento y
una buena particion de dicho crecimiento hacia las mazorcas, posibilitando un buen
estado fisiologico del cultivo durante el periodo critico para la determinacion del
rendimiento (Andrade et al., 1996; Dreccer et al., 2003).

Teniendo en cuenta que para la conduccion de los ensayos se utilizo el sistema
de manejo tradicional empleado por los productores locales (labranza convencional,
siembra manual y sin aplicacion de fertilizantes) y que las condiciones edéficas de los
sitios de evaluacion representaron diversas situaciones contrastantes a nivel de los
nutrientes principales (N y P), situacion frecuente en la region, es posible suponer que
las deficiencias de Nitrogeno durante las etapas tempranas del desarrollo del cultivo en
los ambientes Il y IV se tradujeron en un menor crecimiento del cultivo debido a una
reduccion del area foliar y eficiencia de intercepcion y uso de la radiacion disponible, y
también en cambios fenoldgicos tales como retrasos en la ocurrencia de las floraciones
y aumento de la asincronia floral (Andrade et al., 1996). En este sentido, se han
indicado que valores limitantes de nitrogeno para el desarrollo del cultivo producen
aumento de la asincronia floral, reportandose retrasos de hasta 9 dias para las fases
vegetativas y de hasta 11 dias para la aparicién de estigmas cuando el estrés nitrogenado
se produce durante el primer mes después de la siembra (Girardin et al., 1987; Uhart y
Andrade, 1995a). La deficiencia de este elemento produce importantes mermas en los
rendimientos por reduccién tanto del nimero de granos como del peso de los mismos
(Uhart y Andrade, 1995b). Los componentes del rendimiento més afectados son la
cantidad de espigas por planta y los granos logrados por évulo diferenciado. Asimismo,
al aumentar el intervalo entre antesis y la aparicion de estigmas podria limitarse la
fertilizacion de los 6vulos (Uhart y Andrade, 1995a, b), la que en situaciones de estrés
se ve agravada por la generacion de estructuras abortivas que se pierden incluso ante la
presencia de polen fresco y viable (Westgate y Boyer, 1986; Otegui et al., 1995).
Ademas, ha sido reportado que la cantidad y disponibilidad de Fdsforo se relaciona con
mermas importantes de los rendimientos a través de la reduccion del nimero de granos,
aunque sin efectos notorios sobre el peso de los mismos (Andrade et al., 1996).

La eleccion de ambientes con diferente historial de uso agricola y situaciones
nutricionales contrastantes permitieron poner en relieve el profundo impacto que tiene
la diversidad ambiental existente en la provincia y el sistema de manejo empleado por
los agricultores sobre el potencial productivo de los materiales (Tabla 2.8). La
utilizaciéon de un sistema agricola convencional basado en un criterio de explotacion
netamente extractivo tiene ademas grandes efectos sobre el recurso edéafico, provocando
la degradacion fisica, quimica y bioldgica del suelo, incrementando las superficies con
problemas de erosion hidrica y ocasionando la pérdida paulatina de la productividad de
los suelos (Salinas, 1996; Acevedo y Martinez, 2003). La produccién de alimentos y
forrajes afecta los ecosistemas, sin embargo para conseguir la sostenibilidad a largo
plazo es necesario preservar la calidad de los recursos naturales (Garcia, 2004). Los
métodos de produccion con labranza minima o sin labranza han mejorado
considerablemente las condiciones del suelo al reducir los procesos de erosion y la tasa
de oxidacion de la materia organica lo que se traduce en un incremento de la
productividad al aumentar el contenido de C del suelo (Acevedo y Martinez, 2003;
Martinez et al., 2008; Reicosky y Saxton, 2008). De esta manera, la utilizacion de
sistemas que contemplen el uso de siembra directa, rotacion y fertilizacion adecuados
permitira mantener y/o alcanzar contenidos de materia organica sustentables para la
produccién agricola (Garcia, 2004).
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2.4.2. ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LAS POBLACIONES

La mayoria de los caracteres mostraron un amplio rango de variacion, lo que era
de esperar al trabajar con poblaciones locales de gran variabilidad genética. La
generacion y conservacion de la misma esta asociada a la multiplicidad de ambientes y
técnicas de produccion, el aislamiento geogréfico, la recombinacién entre poblaciones
aledafnias, el flujo de semillas entre localidades y la selecciéon realizada por los
agricultores para caracteres asociados al rendimiento o usos especificos (Brandolini y
Brandolini, 2001; Pressoir y Berthaud, 2004; Martinez et al., 2006; Gonzalez Huerta et
al., 2008; Defacio, 2009).

Para la mayoria de las variables evaluadas se registraron altos valores de
Coeficientes de Variacion (CV), lo que podria explicarse por la elevada variabilidad
genética intrapoblacional, caracteristica de variedades de polinizacién abierta.
Particularmente, los elevados CV registrados para los caracteres de asincronia floral y
porcentaje de quebrado y volcado podrian explicarse por el bajo valor medio obtenido.
Para disminuir dicho coeficiente se recomienda aumentar el tamafio de la unidad
experimental y el nimero de plantas evaluadas por parcela, aunque en muchos casos
esto no representa una opcion viable debido al gran nimero de materiales en evaluacion
y al incremento del tiempo, espacio y costos asociados (Defacio, 2009). Por otra parte,
numerosos autores consideran a muestras de tamafio similares a las empleadas en este
estudio como apropiadas para determinar el valor de cada réplica y poblacion
(Gouesnard et al., 1997; Alfaro y Segovia, 2000; Ruiz de Galarreta y Alvarez, 2001;
Pinheiro de Carvalho et al., 2008; Defacio, 2009).

Las poblaciones locales mostraron un rango de variacion mas amplio que los
testigos para todas las variables evaluadas, destacandose algunas que, en algunos de los
casos evaluados, superaron o igualaron el desempefio de los testigos para muchas
caracteristicas de interés. Estos resultados estan en concordancia con lo esperado al
evaluar este tipo de materiales ya que, por lo general, las condiciones de cultivo y los
criterios de seleccion utilizados por mejoradores y agricultores son distintos.
Comunmente, el mejoramiento formal se ha enfocado en la produccién en condiciones
Optimas de cultivares mas uniformes, con alto potencial de rendimiento y buen
comportamiento agrondmico (tolerancia a vuelco y estreses bidticos y abidticos). En
contraparte, la agricultura tradicional estd caracterizada por la gran variabilidad de
ambientes de produccion, la diversidad intra e intervarietal y la multiplicidad de
criterios de seleccion (Almekinders y Elings, 2001). El orden de prioridades o peso que
les asignan los agricultores a diferentes caracteres es extremadamente variable y se
encuentra relacionado con la gran heterogeneidad ambiental, socioeconémica y cultural
presentes en estos contextos productivos (Ferro et al., 2008). Asi, por ejemplo, en un
sistema de produccién de bajos insumos en ambientes muy variables, donde las pérdidas
poscosecha pueden alcanzar hasta un 35%, la reduccion de estas pérdidas constituye el
objetivo primario de seleccion, en tanto que los componentes de rendimiento y la
resistencia al vuelco se utilizan como criterios secundarios para elegir sus variedades
recién una vez satisfechas sus expectativas respecto a su objetivo principal (Ferro et al.,
2008). En sistemas productivos con claras diferencias socioconomicas y culturales, los
campesinos seleccionan atributos tales como altura de insercion de la mazorca, longitud
del ciclo del cultivo, grosor del tallo, nimero de mazorcas, color de granos, tamario,
cierre y llenado de mazorca (Fernandez et al., 2003).
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La existencia de poblaciones entre las evaluadas que superaron o igualaron el
desempefio de los testigos pone en evidencia el potencial genético presente en estas
poblaciones, lo que permitira su revalorizacién como recursos de uso directo por parte
de las comunidades autdctonas asi como insumo para el mejoramiento. Por otra parte,
considerando la gran diversidad presente en variables fenoldgicas, vegetativas y
componentes de rendimiento, la intensificacion de la presion de seleccion sobre estos
caracteres podria mejorar las caracteristicas agronémicas de estas poblaciones.

2.4.3. EVALUACION DE LA VARIABILIDAD ENTRE POBLACIONES

Para la mayoria de los caracteres estudiados se encontraron diferencias
significativas o altamente significativas entre los genotipos en todos los ambientes de
evaluacion, indicando la existencia de una importante variabilidad genética en la
coleccion de trabajo.

La variable prolificidad no mostro efectos significativos en los ambientes 11 y
IV. Este carécter es, en general, genotipo dependiente pero esta muy afectado por las
condiciones ambientales y las técnicas de manejo empleadas (Corcuera, 2012).
Ambientes no restrictivos, bien provistos de nitrégeno y densidades menores favorecen
el desarrollo de un mayor numero de espigas productivas (Ritchie y Alagarswamy,
2003). Precisamente, los ambientes 11 y IV presentaron suelos con valores altamente
limitantes de Materia Orgéanica, Nitrogeno y Fosforo, lo que sumado a un esquema
productivo de bajos insumos podria impedir la expresién del potencial presente en
algunas poblaciones para generar mayor numero de espigas por planta. Para los
caracteres diametro del tallo, proporcién de marlo, porcentaje de quebrado y volcado los
niveles de significacion varian segun el ambiente o bien no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, lo que estaria relacionado con la fuerte influencia
ambiental sobre estas variables.

Las diferencias entre poblaciones y ambientes de evaluacion resultaron
altamente significativas en el Anova multifactorial para todos los caracteres evaluados,
a excepcion del porcentaje de quebrado que solo tuvo diferencias significativas entre las
poblaciones (Tabla 2.13). Asimismo, se detectd la presencia de interaccion GxA
significativa para un gran namero de caracteres debido, posiblemente, a la disimilitud
edéafica y climatica existente entre las localidades donde se realizaron los ensayos de
evaluacion. El conocimiento de dicha componente es uno de los aspectos mas relevantes
en cualquier etapa de un programa de mejoramiento ya que, si bien constituye un
fendmeno perturbador, una vez dimensionado y definidos sus mecanismos mas
relevantes puede aprovecharse ventajosamente desde el punto de vista de la mejora
genética (Mariotti, 1994). La existencia de GXA indica que los materiales no
presentaron igual respuesta a todos los ambientes, denotando plasticidad en su
comportamiento y/o adaptabilidad especifica de ciertos materiales a ciertas condiciones
ambientales. La presencia de este fenomeno introduce incertidumbre en el proceso de
seleccién ya que si el componente de interaccibn GxA es grande se tenderd a
seleccionar tipos fuertemente adaptados a la localidad de seleccion que quizas no sean
capaces de reproducir sus cualidades cuando sean probados en otras localidades
(Cooper y DelLacy, 1994; Mariotti, 1994; De la Vega et al., 2001). EI empleo de un
mayor nimero de ambientes de evaluacion permitiria una mayor eficiencia de seleccion
de estos caracteres asi como la posibilidad de adaptacion a una zona mas amplia.
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244. ESTIMACION, DE LOS COMPONENTES DE VARIANZA Y
PARAMETROS GENETICOS

La mayoria de los atributos fenolégicos, vegetativos y agronomicos evaluados
mostraron valores moderados de heredabilidad (0,30 < H? < 0,60) segun la clasificacion
propuesta por Robinson et al. (1949), destacandose por sus elevados registros (H*>
0,80) los caracteres de mazorca y grano DMZ, NHIL, AGR, LGR y GGR. Estos valores
aungue de menor magnitud se corresponden en lineas generales con lo citado por otros
autores. Alvarez y Lasa (1987) y Gouesnard et al. (1997) encontraron heredabilidades
mayores a 0,75 para la mayoria de las variables evaluadas en el presente estudio. En
tanto que Ruiz de Galarreta y Alvarez (2001), obtuvieron valores mas elevados para
caracteres de mazorca, longitud del ciclo y vegetativos. Los caracteres relacionados con
la produccion, tales como rendimiento en grano y peso de mil granos muestran mayores
divergencias en la literatura, reportandose tanto valores altos (Alvarez y Lasa, 1987;
Gouesnard et al., 1997; Defacio, 2009) como valores bajos (Ruiz de Galarreta Gomez,
1993).

Dado que la magnitud de los caracteres agromorfoldgicos varia segin los
ambientes de evaluacion, resulta de gran interés determinar el nivel de estabilidad de los
descriptores a utilizar. Un buen estimador de ello es la repetibilidad o constancia
(Corcuera, 2012). Menores valores de constancia (C < 1), evidencian una mayor
influencia del ambiente y de la interaccion GXA en la expresion de dichos atributos, lo
que se asociaria con cierto grado de plasticidad fenotipica. Esta caracteristica constituye
una parte importante de la habilidad de las plantas a sobrevivir en condiciones
ambientales heterogéneas, permitiendo amortiguar el efecto de la variacion ambiental a
corto plazo y responder favorablemente a la gama de condiciones ambientales que han
experimentado en tiempos evolutivos recientes, 1o que resulta sumamente importante
para los pequefios agricultores de areas marginales (Aulicino y Arturi, 2002).

En el presente trabajo los caracteres mas estables correspondieron a caracteres
de mazorca y grano: diametro de mazorca, nimero de hileras, ancho, largo y grosor de
grano (Tabla 2.14). Estos resultados indican un efecto preponderantemente genético de
dichos atributos, por lo que podria esperarse una respuesta favorable al seleccionar para
estos caracteres en ambientes similares. Por su parte, los caracteres vegetativos
mostraron una menor estabilidad en concordancia con lo reportado por Goodman y
Paterniani (1969), Herrera Cabrera et al. (2000) y Ruiz de Galarreta y Alvarez (2001).
En lineas generales, los caracteres con mayores valores de constancia se
correspondieron con los reportados por Goodman y Paterniani (1969) y Herrera Cabrera
et al. (2000). En tanto que Alvarez y Lasa (1987), Alvarez Rodriguez (1988) y Ruiz de
Galarreta y Alvarez (2001) presentaron en general, valores mas elevados que los
reportados en este trabajo para el conjunto de caracteres. Estas diferencias de magnitud
podrian explicarse principalmente por el grado de amplitud de la diversidad genética
evaluada y por el muestreo de ambientes. Por lo general, la caracterizacion de
poblaciones provenientes de una region de poca amplitud geografica, en que los maices
corresponden a una sola raza o complejo racial, tienden a presentar menores valores de
constancia con respecto a los obtenidos en estudios de comparacion racial (Herrera
Cabrera et al., 2000). Ademas, las diferencias observadas pueden ser atribuibles a la
existencia de una mayor magnitud de las interacciones y un valor més elevado del
componente ambiental de la variacion.
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Varios caracteres presentaron un elevado valor de la componente del error. Esto
podria corregirse incrementando el nimero de repeticiones, aunque una decision mas
eficiente seria incrementar el nimero de ambientes divergentes, ya que de esta manera
se estaria reduciendo la varianza asociada a dos componentes, del error y de la
interaccion GxA (Fehr, 1987). Por lo general, esto no es posible en la practica ya que
los costos asociados son mas elevados y las estimaciones de la varianza genética
poblacional no son extrapolables a otro ensayo, ambiente o poblacion (Mariotti, 1994).
Por lo tanto, se considera conveniente mantener el nimero de ambientes y repeticiones
en evaluaciones preliminares que suponen mayor cantidad de materiales a evaluar vy,
una vez detectados y seleccionados grupos y/o genotipos de interés, ampliar el nimero
de ambientes divergentes que permitan la expresion del potencial y/o caracteres
diferenciales de las poblaciones.

2.4.5.CORRELACION ENTRE CARACTERES AGROMORFOLOGICOS

A pesar de que en el maiz existe un desfasaje entre la floracion masculina y
femenina, estos caracteres estdn muy correlacionados (r=0,99). Resultados similares
fueron reportados en la evaluacion de poblaciones locales de maiz en Espafa (Ruiz de
Galarreta y Alvarez, 1990), Venezuela (Alfaro y Segovia, 2000) y Argentina (Defacio,
2009). En ambientes mas uniformes, se considera suficiente registrar uno de ellos,
cuando la toma de datos esta limitada por tiempo y/o recursos econdmicos (Herrera
Cabrera et al., 2000). Sin embargo, para ambientes marginales donde las condiciones
edafoclimaticas son menos favorables, la medicion del desfasaje floral (ASI) resulta
sumamente importante, ya que es considerado un indicador sensible y heredable de la
particion a la espiga en crecimiento durante floracion y un indice de la tolerancia al
estrés (mayor tolerancia del genotipo, menor incremento del ASI ante un mismo estrés)
(Edmeades et al., 1997a, b). Un ASI largo es asociado generalmente con susceptibilidad
a sequia y deficiencias nutricionales, esterilidad, bajo indice de cosecha, crecimiento
lento de la espiga. En tanto que un ASI corto se asocia con flores que crecen mas
rapidamente en antesis y que son mas tolerantes a reducciones de la fotosintesis
causadas por sequia u otros estreses.

Existe a su vez una alta correlacion entre altura de planta y de insercién de la
mazorca (r=0,98). Plantas mas altas presentan mayor altura de insercion de la primer
espiga. Este resultado estd en linea con el obtenido por otros autores como Ruiz de
Galarreta y Alvarez (1990) (r=0,88), Ruiz de Galarreta Gomez (1993) (r=0,92), Alfaro y
Segovia (2000) (r=0,92), Defacio (2009)(r=0,83) y Martinez et al. (2010) (r=0,80). La
relacién entre estos caracteres cobra importancia para los productores locales, teniendo
en cuenta la preferencia de los mismos por variedades de porte alto y al tipo de cosecha
empleado (manual). A su vez, la altura de planta se correlaciond con el didmetro del
tallo (r=0,70) y con el nimero de hojas (r=0,90). Por lo general, los productores asocian
caracteres como el didmetro de tallo, altura de planta y de insercién de mazorca con la
resistencia al vuelco (Acosta et al., 2007), en tanto que el mejorador busca obtener
plantas con menor altura de insercion de la espiga para disminuir también los
porcentajes de vuelco, por lo cual, esta variable adquiere una marcada importancia
regional y para el mejoramiento.

Las variables fenoldgicas y morfologicas de planta mostraron correlaciones
importantes entre si (entre 0,87 y 0,97). Estos resultados, aunque algo inferiores,
concuerdan con los obtenidos por Ruiz de Galarreta Gomez (1993), Alfaro y Segovia
(2000) y por Brandolini y Brandolini (2001). En general, las poblaciones de ciclo largo
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presentan mayor numero de hojas, altura de planta y de insercion de mazorca, y
disponen de mayores periodos de tiempo para acumular biomasa.

A su vez el rendimiento y sus componentes estan estrecha y positivamente
correlacionados con la biomasa total producida durante el ciclo, tal como puede
observarse en los resultados del presente trabajo (Louette y Smale, 2000; Dreccer et al.,
2003). El rendimiento en maiz se asocia con el nimero de granos logrados por unidad
de superficie (Andrade et al., 1996). Este componente de rendimiento depende de la
radiacion interceptada o la tasa de crecimiento del cultivo en un periodo centrado en
floracion (Andrade et al., 2000; Cantarero et al., 2000). Reducciones en la tasa de
crecimiento durante dicho periodo tienen gran impacto en el rendimiento en grano al
afectar el nimero de mazorcas por planta y el namero de granos por mazorca. La tasa de
crecimiento de la planta depende del genotipo y del ambiente (densidad, radiacion,
temperatura, disponibilidad de agua y nutrientes) (Andrade et al., 2000). El agua y el
nitrégeno afectan el desarrollo reproductivo al controlar la capacidad de utilizacion del
carbono por parte del grano. Las deficiencias en ambos factores durante el periodo
critico reducen la particion de materia seca a la espiga y/o el nimero de granos por
unidad de materia seca translocada a la espiga (Andrade et al., 2000).

El nimero de granos por mazorca se determina en el periodo inmediatamente
posterior a la floracion del cultivo y puede continuar hasta 2 0 3 semanas después
(Kiniry y Ritchie, 1985; Andrade et al., 1996; Cantarero et al., 2000). La disminucion
del nimero de granos por espiga se debe al aborto de granos (o espiguillas) después de
la emergencia de los estigmas (Cirilo y Andrade, 1994; Andrade et al., 2000) y se
relaciona con el estado fisioldgico de la planta en floracion (Andrade et al., 1996;
Cantarero et al., 2000; Andrade et al., 2002). En tanto que los procesos morfogenéticos
que determinan el nimero de hileras de la mazorca y el nimero de granos por hilera son
relativamente insensibles a variaciones ambientales y de manejo (Andrade et al., 2000).
A nivel de caracteres morfolégicos de la mazorca se destacd la correlacion entre el
didmetro de la mazorca y el nimero de hileras que presenta (r=0,80). Mazorcas de
mayor didmetro presentaron mas hileras de granos. En tanto que el rendimiento estuvo
asociado positivamente con el peso de mil granos (r=0,72), el diametro de la mazorca
(r=0,85), el numero de hileras (r=0,54) y el nimero de granos por hilera (r=0,59). Estas
correlaciones encontradas son importantes dado que muchos de estos caracteres
influyen directamente en el rendimiento del maiz, son de facil medicion, no requieren
de equipamientos especiales para su medicion y son usados frecuentemente por
investigadores y agricultores para seleccionar los genotipos de interés. Por lo general,
los agricultores no emplean valores de rendimiento y peso de mil granos para
seleccionar sus variedades, sino que utilizan caracteres facilmente discernibles como
tamafio, llenado y forma de la mazorca; nimero de hileras y de granos por hilera; largo,
diametro y peso de la mazorca. De esta manera, al seleccionar considerando alguno de
estos caracteres, estan influyendo indirectamente sobre el rendimiento y el peso del
grano (Acosta et al, 2007; Martinez et al., 2010).

2.5 CONCLUSIONES

Las poblaciones de maiz colectadas en la provincia de Misiones presentaron una
gran variabilidad para los caracteres morfologicos, fenoldgicos y agronomicos
evaluados.
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La presencia de poblaciones locales que superaron o igualaron el desempefio
agronomico de los testigos mejorados pone en evidencia el potencial genético del
germoplasma local.

La gran diversidad ambiental de la provincia, sumado a un enfoque productivo
de bajos insumos, impacta sobre el potencial productivo de los materiales, los que
responden de manera diferencial en base a su plasticidad fenotipica y/o adaptabilidades
especificas, poniendo en relieve procesos fisiologicos relacionados con el desarrollo
foliar, la intercepcion de la radiacion, la eficiencia de conversion y la particion de
biomasa a las espigas.

La identificacion de caracteres de facil evaluacion y medicién como diametro de
mazorca y numero de hileras, con un alto grado de determinacion genética y asociacion
con el rendimiento, estimula su empleo en programas de mejoramiento formales e
informales.

En el presente capitulo se analizo la variabilidad agromorfoldgica presente en 16
poblaciones locales de maiz evaluadas en el contexto ambiental y productivo de la
provincia de Misiones, identificandose poblaciones que superaron o igualaron el
desempefio agronomico de los testigos, poniendo en relieve el potencial genético del
germoplasma local y la existencia de variabilidad en los caracteres evaluados. Los
siguientes capitulos de esta tesis se centraran en la evaluacién de la calidad nutricional
de dichas poblaciones (Capitulo 3) y la clasificacion de las mismas a través de técnicas
multivariadas que permitiran analizar la relacion entre poblaciones y los patrones de
estructuracion de la diversidad colectada (Capitulo 4), sentando las bases para futuros
programas de mejoramiento locales y el desarrollo de técnicas eficientes de
conservacion de los recursos genéticos locales.



CAPITULO 3

ANALISIS DE LA CALIDAD NUTRICIONAL DE

LOS MATERIALES
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3.1. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays, L.) es uno de los cultivos alimenticios mas importantes a
nivel mundial. Es utilizado para la alimentacion humana y animal, en forma de grano o
forraje, ademas de sus multiples aplicaciones industriales (Martinez Cruz, 2011; Singh
et al., 2014). Como todos los cereales, es rico en carbohidratos y desequilibrado en
proteina, vitaminas y minerales (Diaz Coronel et al.,, 2009; Corcuera, 2012).
Estructuralmente, el grano esta formado por el endosperma (80-85%), el pericarpio (5-
6%) y el germen o embrion (9-10%) (Chaudhary et al., 2014). Los granos de maiz
contienen en su mayor parte almidon (61-78%) y en menor proporcion proteinas (6-
12%), aceite (3,1-5,7%), cenizas (1,1-3,9%) y azucar (1-3%) (Watson, 2003). Las fibras
y cenizas estan concentradas en el pericarpio, en tanto que el germen presenta altos
niveles de aceite y proteina, y el endosperma contiene todo el almidon y el 70% o0 mas
de la proteina total (Rooney et al., 2004; Lee, 2009).

El almidon es la mayor fuente de energia y calorias de la dieta humana,
tipicamente los adultos requieren de aproximadamente 200 g de carbohidratos diarios
para facilitar la funcion cerebral y muscular. Tiene mdltiples aplicaciones ya sea como
modificador de textura, agente espesante y/o materia prima para la produccion de otros
ingredientes y productos alimenticios (Niba, 2005). Es el componente principal del
grano de maiz (% partes del peso seco del grano), estd formado por dos polimeros de la
glucosa, la amilopectina y la amilosa, que difieren en la longitud de cadena y el grado
de ramificacion (Pollak y Scott, 2005; Singh Sandhu y Singh, 2007). La amilopectina
que constituye cerca del 75% del granulo de almidon presenta mas flexibilidad y
resistencia, por lo que materiales con alta proporcién de este polimero son usados
comUnmente en la elaboracién de fideos y productos horneados (Niba, 2005). La
amilosa que constituye aproximadamente un 25% del granulo, es un componente clave
en la absorcion de agua y gelificacion del almidon en el procesamiento de alimentos
(Niba, 2005). Teniendo en cuenta las diferentes propiedades fisicas de estos polimeros,
la proporcién de los mismos desemperfia un rol fundamental en el procesamiento y las
aplicaciones del almiddn, por lo que los esfuerzos del mejoramiento se han centrado en
la modificacion de dichas proporciones (Pollak y Scott, 2005). Existen genes que
alteran la relacion de estos polimeros, los genes waxi y amilose extender, que modifican
el grado de ramificacion del almidén y por tanto originan variaciones en sus
propiedades funcionales y en sus espectros de usos (Robultti et al.; 2000; Robutti, 2004).
Otro objetivo importante para el mejoramiento es el aumento de almidon extraible
durante la molienda humeda (Pollak y Scott, 2005). En este sentido, se han detectado
variaciones entre poblaciones para este parametro, aunque por lo general, las
poblaciones exoéticas presentan un menor rendimiento de molienda comparados con
hibridos comerciales, esto se debe a la tendencia de estos materiales a presentar una
menor cantidad de almidén y un mayor contenido de proteinas y aceites (Singh et al.,
2001).

Aproximadamente el 85% del aceite de maiz estd concentrado en el germen,
mientras que el restante se encuentra disperso en el endosperma y pericarpio del grano
(Chaudhary et al., 2014). Un maiz normal provee entre 2-6% de aceite, mientras que un
maiz de alto-aceite contiene més del 6% (Lambert, 2001; Song et al., 2004). En
promedio, el aceite de maiz contiene cerca del 10% de acido palmitico, 2% de acido
estearico, 25% de acido oleico, 62% de &cido linoleico y 1% de acido linolenico (Pollak
y Scott, 2005). A pesar de que este nutriente no puede ser considerado deficiente en el
grano de maiz, existe gran interés en aumentar la concentracion del mismo, debido a
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que le aporta al grano un mayor valor calérico (2.25 veces el del almidon), lo que
permite una mayor ganancia de peso en aves, ganado lechero, cerdos y ovejas
(Jugenheimer, 1961; Saleh et al., 1997; Heiniger y Dunphy, 2001, Mittelmann et al.,
2011; Singh et al., 2014) ademé&s de reducir la necesidad de suplementacién en la
alimentacion del ganado (Song et al., 2004). Asimismo, el aceite de maiz es valorado
debido a sus bajos niveles de &cidos grasos saturados y sus altos porcentajes de no
saturados, lo que le otorga una mayor digestibilidad y menor riesgo de causar accidentes
cardiovasculares (Mittelmann et al., 2011; Chaudhary et al., 2014). Entre los atributos
relacionados con la calidad para consumo humano resultan relevantes la disminucion de
la concentracion de acidos grasos saturados (<6%) y el aumento de la concentracion de
acido oleico. Por otra parte, el aumento de saturados totales proporciona aceite
"naturalmente” endurecido para la fabricacion de margarina permitiendo minimizar el
procesamiento y la produccion de acidos trans perjudiciales para la salud (Eyherabide et
al., 2005; Pollak & Scott, 2005; Duvick et al., 2006). En numerosos estudios se ha
encontrado una gran variacién en la composicion de cidos grasos en germoplasma
adaptado y exdético (Dunlap, 1995a, b). Teniendo en cuenta la existencia de variabilidad
genética para estos componentes, la cantidad y calidad de los mismos podria ser alterada
significativamente por seleccion, permitiendo dentro de ciertos limites el desarrollo de
aceites especiales de maiz, cada uno con un patron unico de acidos grasos (Pollak y
Scott, 2005).

El adecuado balance de aminodcidos esenciales en los alimentos es fundamental
en la nutricion animal y humana. EI maiz presenta una baja calidad proteica, debido a su
deficiencia de ciertos aminodcidos esenciales: lisina, triptofano y metionina (Gutiérrez-
Rojas et al., 2008; Diaz Coronel et al., 2009; Kriz, 2009; Motto et al., 2011; Hartings et
al., 2012; Chaudhary et al., 2014). En un grano de maiz convencional entre el 50-60%
de las proteinas de reserva son zeinas, las cuales estan desprovistas practicamente de
lisina y triptéfano, lo que hace al maiz nutricionalmente inferior en calidad proteica
comparado con el arroz, trigo y otros cereales mayores (Bhatnagar, 2004). Teniendo en
cuenta que los aminoécidos més limitantes en la dieta de no rumiantes y humanos son la
lisina, seguida del triptéfano y la treonina, el aumento de los mismos es un objetivo
importante de los programas de mejoramiento. Al ser identificadas varias mutaciones
naturales que confieren mayores niveles de estos aminoacidos, se pudieron iniciar
programas tendientes a mejorar estas caracteristicas, una de las mas estudiadas es la
mutacion opaco-2 (Maddaloni et al., 1989). El locus Opaco-2 (02) situado en el
cromosoma 7 codifica un activador transcripcional perteneciente a la familia de las
proteinas con cremallera de leucina (Hartings et al., 1989; Maddaloni et al., 1996). La
proteina funcional O2 activa la transcripcion de varios genes: 22 kDa a-zeinas, 14 kDa
B-zeinas, b-32 y cyPpdkl (Lohmer et al., 1991; Maddaloni et al., 1996; Henry et al.,
2005). Al comparar el alelo salvaje (O2) con variantes recesivas (02), se encontrd
regiones hipervariables en el extremo amino terminal del gen y en algunos casos
grandes deleciones en la region codificante que provocan la terminacion prematura del
polipéptido (Bhatnagar, 2004). La proteina defectuosa resultante (02) se asocia con una
reduccion significativa en la produccion de la fraccion de a-zeinas del endospermo y un
aumento pleiotropico en la proporcién de proteinas no zeinas (fracciones I, IV y V) que
en forma natural contienen niveles mayores de lisina y triptofano (Bhatnagar, 2004;
Vivek et al., 2008). Debido a que el gen opaco-2 es recesivo, su introgresion en lineas
elites requiere de mucho trabajo, tiempo y recursos. Con el desarrollo de marcadores
alelo-especificos basados en PCR (Polymerase Chain Reaction), tales como los SSRs y
los Polimorfismos de Nucledtidos Simples (Single Nucleotide Polymorphism, SNPs,
por su sigla en inglés), la seleccién asistida por marcadores se ha transformado en una
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alternativa muy atractiva para caracteres de herencia simple, permitiendo aumentar la
eficiencia de seleccién y acelerando el desarrollo de nuevos cultivares (Ribaut y
Hoisington, 1998; Babu et al., 2004, 2005). Existen actualmente tres marcadores SSRs
disponibles para el estudio y la seleccion del alelo recesivo opaco-2: phi057, phill2 y
umcl1066. Los mismos se encuentran dentro del locus Opaco-2, lo que significa que
existe una correlacion muy alta entre la presencia de ciertas variantes de los marcadores
y la expresion fenotipica del caracter (Dreher et al., 2003; Yang et al., 2004, Vivek et
al., 2008; Ignjatovic-Micic et al., 2009). ElI marcador phill2 se encuentra localizado
entre la secuencia rio arriba del gen y la UTR 5 prima del gen O2 y su mutacion puede
afectar la transcripcion del mismo, en tanto que los SSRs umcl1066 y phi057 se
localizan en los exones 1 y 6 respectivamente®. Mutaciones en estos exones pueden
aumentar o disminuir el nimero de prolinas y de esta manera afectar la estructura
tridimensional de la proteina O2 y por tanto su actividad como activador transcripcional
(Yang et al., 2004). Teniendo en cuenta la ubicacion de estos marcadores, el estudio de
las variantes alélicas asociadas permitird obtener una buena representacién de la
variabilidad presente dentro del locus Opaco-2 en el germoplasma local.

A pesar de la amplia diversidad de razas presentes en la provincia no existe
informacién previa para caracteres de calidad en el germoplasma nativo en las
condiciones ambientales y de manejos locales, ni trabajos previos de seleccion para
dichos caracteres. Teniendo en cuenta el uso predominantemente alimenticio del maiz
en la provincia, el mejoramiento de las propiedades nutricionales del grano tendria un
valor significativo para el usuario final, permitiendo diversificar y otorgar valor
agregado al cultivo, beneficiando a los agricultores sin la necesidad de modificar sus
habitos alimenticios. El contenido de aceite y proteinas, el balance de aminoéacidos, la
composicion de &cidos grasos y las propiedades fisicas del almidén constituyen
objetivos importantes para el mejoramiento local debido al gran impacto que tienen en
la alimentacién animal, la salud y las aplicaciones industriales. Los objetivos de este
capitulo fueron: 1) evaluar la calidad nutricional de poblaciones locales de maiz de la
provincia de Misiones 2) evaluar la variabilidad genética del locus Opaco-2 en
poblaciones locales de maiz e 3) identificar poblaciones con valor promisorio para el
mejoramiento y/o uso directo.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. MATERIAL VEGETAL

Para la evaluacion de los parametros de calidad bioquimica y molecular, ademas
de las 16 poblaciones locales de maiz originarias de la provincia de Misiones y los 3
testigos comerciales presentados en el capitulo 2 (Tabla 2.1) se incluy6 un hibrido QPM
(T21) proveniente del cruzamiento de dos lineas del CIMMYT (CML161 y CML165).
Las dos lineas QPM (identificadas en este trabajo como T161 y T165) fueron utilizadas
como patrén de referencia para la determinacion de la presencia del alelo 02 en las
poblaciones locales (Tabla 3.1).

* El marcador phil12 se localiza entre la caja TATA y el marco de lectura abierto UTR 5 prima (Open
Reading Frame, ORFs, en inglés), umc1066 se ubica en el exén 1, arrancando en el coddn de inicio y
phi057 se ubica en el exén 6 (44pb del inicio del mismo) (Henry y Damerval, 1997).
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Tabla 3.1. Caracteristicas relevantes de las lineas QPM.

CARACTERISTICAS LINEA CML 161 (T161) LINEA CML 165 (T165)
Origen Poblacién P25 QPM Poblacion 66
Genealogia G25Qc18MH520-1-1#-1-2#-5-3-  Pob66c1HC144-3-1-1-B-B-1-B-

B-1-B-B-B-B-# B-#

Color de grano Amarillo Amarillo

Textura de grano Flint Dentado

Adaptacién y madurez Tropical, tardio Tropical, tardio

Contenido de Proteina (%) 11,2 11,1
Contenido de Triptéfano (%) 0,8 0,8

Extraido de la base de datos del CIMMYT (http://www.cimmyt.org/en/what-we-do/germplasm-and-seed/obtainseed?)

3.2.2. ANALISIS DE LA CALIDAD NUTRICIONAL DE LOS MATERIALES

3.2.2.1. Obtencién de muestras

Las muestras utilizadas para el anélisis de la calidad nutricional se obtuvieron
por cruzamientos controlados para evitar la influencia de polen foraneo sobre la
composicion quimica del grano. Para la obtencion de dichas muestras, se instal6 un
ensayo en la Estacion Experimental Agropecuaria Cerro Azul (27° 39' de LS y 55° 26
LW) en la campafia 2012/13, sobre un suelo Argiudol 6xico del Orden de los Molisoles,
correctamente barbechado.

Los materiales se sembraron en un disefio de bloques completos al azar con 3
repeticiones. La unidad experimental consistio en una parcela de dos surcos, de cinco
metros de longitud distanciados 0,70 m entre si. La densidad final fue de
aproximadamente 57.200 plantas/hectarea. La siembra se realizd el 12 de octubre de
forma manual, alcanzandose la emergencia de todos los materiales el 19/10/2012.

El suelo presentd altos contenidos de bases (Ca, K y Mg) y valores limitantes de
materia organica, fosforo y nitrogeno (Tabla 3.2). Teniendo en cuenta la influencia de la
disponibilidad de nutrientes principales (N) sobre la velocidad de aparicién de estigmas
y la sincronia floral (Girardin et al., 1987; Uhart y Andrade, 1995a) y con el fin de
cubrir los requerimientos de nutrientes del cultivo y asegurar una correcta obtencién de
muestras por cruzamientos controlados, se realizé una fertilizacion a la siembra con 200
kg/ha de fosfato diamonico (18-46-0) y en estadio V4 con 200kg/ha de Urea.

Tabla 3.2. Caracteristicas quimicas del suelo del sitio de evaluacion.

Caracteristica Valores
MO (%) 1,80
N (%) 0,13
P205 (ppm) 6,73
K (meq/1009) 0,22
Ca (meq/100g) 15,29
Mg (meq/100g9) 4,23
pH Agua 5,65

Relacion C/N 7,81
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Para el control de malezas se aplicaron herbicidas de preemergencia en la
totalidad de los ensayos (3 I/ha de atrazina 50%), volviéndose a aplicar 2 I/ha de
atrazina 50% en estado vegetativo previo a V6 (sexta hoja totalmente desplegada).
Ademas, se emplearon métodos manuales de remocion de malezas cuando se considerd
necesario. Para el control de insectos del suelo y nematodos se utilizé Cipermetrina
(250 cc/ha) al momento de siembra y a los 20 dias post-emergencia. Para prevenir el
dafio causado por el ataque de pajaros se tratd la semilla con un repelente antipajaro
(Antranilato de Metilo 30% p/v) al momento de la siembra.

Las muestras de grano para la determinacion de los parametros de calidad se
obtuvieron mediante polinizacion controlada (cruzamientos planta a planta dentro de
una misma poblacién). Para la obtencion de una muestra representativa se requirié la
polinizacion de al menos diez plantas de cada poblacién (por repeticion). Para ello, se
cubrid con bolsas de papel la flor femenina antes de la emergencia de los estigmas. La
polinizacion fue llevada a cabo colectando anteras maduras y esparciendo el polen sobre
los estigmas receptivos. Finalmente, se cubrié con bolsa de papel hasta el momento de
recoleccion para evitar polinizaciones indeseadas, dejando espacio suficiente para el
desarrollo de las mazorcas (Figura 3.1).

Estigmas

receptivos

Figura 3.1. Técnica de cruzamientos controlados

La cosecha de los materiales se realizd luego de alcanzada la madurez
fisiol6gica, con una humedad entre el 20 y 25%. Las mazorcas cosechadas se dejaron
secar a la sombra, sobre zarandas que permitieron el paso del aire hasta alcanzar una
humedad proxima al 14%. Para el armado de cada muestra se tuvo especial precaucion
de seleccionar espigas granadas adecuadamente. Las mismas se desgranaron de forma
manual, tomandose igual cantidad de grano por planta y armandose un pool para todas
las semillas pertenecientes a una misma poblacion y repeticion. Para el analisis de la
composicion relativa de acidos grasos se extrajeron 20 granos del centro de la espiga.

3.2.2.2. Caracteres evaluados

La composicion nutricional se llevo a cabo a través del anélisis del contenido y/o
calidad de los distintos constituyentes: proteina, almidén, amilosa y aceite. Se
determind el perfil de acidos grasos del aceite. Los andlisis quimicos fueron realizados
por el Laboratorio de Calidad de Alimentos, Suelos y Agua (EEA Pergamino), dentro
de los doce meses de cosechada cada muestra, utilizando métodos validados por la
A.O.A.C. (Association of Official Analytical Chemists).
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3.2.2.2.1. Concentracion de proteinas (PRO)

Las proteinas totales se midieron por el método de micro Kjeldhal utilizando la
metodologia descripta por la Asociacion Americana de Quimica de Cereales, Método
AACC 46-13 (AACC, 1995). Esta técnica permite cuantificar el nitrdgeno en muestras
solubles e insolubles. Dado que el nitrogeno presente en cereales se deriva
principalmente de proteina y que la composicion de aminoacidos de las proteinas del
endosperma es constante, es posible fijar la proporcidn nitrégeno/proteina de un cereal
mediante la siguiente formula (Vivek et al., 2008):

% proteina = % nitrégeno X 6,25

Siendo 6,25 el factor de conversion del maiz.

3.2.2.2.2. Concentracion de aceite (ACE)

El contenido de aceite se midié por extraccion continua con solvente utilizando
el sistema de Twisselman, segun el Método AACC 30-25 (AACC, 1995). Se pesaron 5
g de muestra finamente molida en un cartucho de celulosa y se extrajo el aceite con
hexano (calidad analitica, Sintorgan) en caliente a reflujo durante 6 horas. El
procedimiento se repitio tres veces con distintas alicuotas de la misma muestra para
reducir el error en la pesada de la masa de aceite. EI contenido de aceite se determind
por pesada en una balanza analitica luego de evaporar el hexano.

El porcentaje de extracto etéreo se calcul6 de la siguiente manera:

Peso del extracto
% EE = x 100
Peso de la muestra

3.2.2.2.3. Concentracion de almidon (ALM) y amilosa (AMI)

Se utiliz6 como medida del contenido de almidén al contenido de carbohidratos
totales (azucares simples, oligosacaridos, polisacaridos y sus derivados, incluyendo los
metilésteres con grupos reductores libres). Debido a que el grano de maiz tiene como
carbohidrato principal al almidén en el estado de madurez fisioldgica, la contribucion de
los restantes carbohidratos se considera despreciable.

El contenido de almidon se determind por el método de Dubois et al. (1956). El
almidon solubilizado completamente con DMSO 90%, se hidroliz6 en presencia de
acido sulfarico concentrado. Los grupos expuestos, en particular furfural, reaccionaron
con el fenol dando una coloracion anaranjada-amarillenta que se leyé a 490 nm con un
espectrofotometro Spectronic 20D+ (SPECTRONIC Instruments). Para determinar el
porcentaje de almiddn se multiplico la ecuacion de la recta por el factor de dilucién y se
dividié por el peso de muestra expresado en mg. Este resultado se multiplicé por el
factor de conversion, dando el porcentaje de almidén en 100 mg de muestra.

El contenido de amilosa fue determinado con una variante de la clasica reaccion
entre la amilosa y el iodo para formar un complejo azul cuantificado por
espectrofotometria. Se determind en muestras solubilizadas con dimetilsulfoxido al 90%
como se describe en Knutson (1986) con modificaciones de Robutti et al. (2000). Se
calculo la proporcion amilosa/almidon (AMI/AL) como el cociente entre ambas
variables.
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3.2.2.2.4. Perfil de acidos grasos

La extraccion de aceite se realizd a partir de 10 gérmenes de maiz utilizando el
método de extraccion en frio con hexano cromatografico en mortero y la esterificacion
por transmetilacion directa in situ con catélisis alcalina (Percibaldi et al., 1997). Se
utilizé un cromatdégrafo gaseoso VARIAN AEROGRAPH - Mod. 2700. Mediante
pruebas con patrones de acidos grasos se identificd cada pico del cromatograma segun
los tiempos de retencidn caracteristicos de cada &cido graso.

3.2.2.3. Andlisis de datos de calidad nutricional

Las variables de calidad nutricional se sometieron a un analisis descriptivo,
determinandose los estadisticos de medida central y de dispersion mas relevantes
(media, valor minimo y maximo, desvio estandar y coeficiente de variacion), los cuales
representaron la variabilidad existente en cada una de las poblaciones en estudio.

Se realiz6 un andlisis de la varianza para todas las variables evaluadas. Se
comprobaron los supuestos del Anova en forma individual para cada variable. La
independencia de los errores experimentales se asegurd con la asignacion aleatoria de
los genotipos en las unidades experimentales. El supuesto de distribucién normal se
analizo utilizando el test de Shapiro-Wilk. En aquellas variables que mostraron
diferencias significativas en el Anova se aplicd el Test de DGC que permite crear
grupos homogéneos excluyentes preservando las tasas de error de tipo | en el nivel
nominal y las tasas de tipo Il a nivel de LSD de Fisher (Di Rienzo et al., 2002). El
software estadistico utilizado fue Infostat versién 2012 (Di Rienzo et al., 2012).

3.2.3. VARIABILIDAD GENETICA DEL LOCUS OPACO-2

3.2.3.1. Extraccién de ADN genémico

La extraccién de ADN genomico se realizo a partir de material fresco de hojas
jévenes (colectadas entre 5 y 7 dias después de la germinacion) de 30 plantulas por
poblacion siguiendo el protocolo de Kleinhofs et al. (1993).

La germinacion de las semillas se llevo a cabo en bandejas de pléastico utilizando
como sustrato arena estéril (con una proporcion 1Kg Arena/ 100ml de agua) bajo
condiciones controladas en cdmara de germinacion a 25C° hasta disponer de plantulas
sanas y de tamafio adecuado para realizar la extraccion de ADN. Durante la extraccion y
todo el analisis posterior se mantuvo la individualidad de las plantas.

3.2.3.2. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion y control de la integridad del ADN extraido se realizd
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% y tincion con GelRed®. Se
sembré un volumen de muestra de 5ul y 2 ul de buffer de siembra. La electroforesis se
llevd a cabo en buffer TAE 1X (TAE 1X= 100ml TAE 10X/1000ml; stock TAE
10X=400mM Tris, 50mM de &cido acético glacial (NaOAc), 7,7mM EDTA-> Se ajusto
a pH 8.0 con 4cido acético glacial (NaOAc)). Se corrié a un voltaje constante de
aproximadamente 150 Volts/cm durante 30 minutos. La visualizacion del ADN se
realizd bajo luz UV utilizando el sistema digital GenSnap®. Se utilizaron patrones de
concentracion conocidos (Bio-Rad) y se ajustd a una concentracion final de ADN de
50ng/ul.
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3.2.3.3. Loci evaluados

Para la evaluacion de la variabilidad genética del locus Opaco-2 en las
poblaciones locales analizadas se utilizaron tres microsatélites publicos asociados:
phill2, umcl1066 y phi057 (Tabla 3.3). La secuencia de los oligonucleétidos se
encuentran  publicadas en  Maize  Genetics and Genomics  Database
(http://www.maizegdb.org/). La lista de los loci evaluados, la ubicacion cromosémica
(BIN), el motivo y la secuencia de los cebadores flanqueantes se presenta en la Tabla
3.3.

Tabla 3.3. Ubicacion cromosomica (BIN), posicion respecto al locus Opaco-2, motivo y
secuencia de los cebadores asociados al locus Opaco-2.

Localizacion Posicion
Marcador cromosémica respecto al Motivo Secuencia de los cebadores
(BIN) locus Opaco-2
Después de la F: 5-TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT-3’
. TATA box y
phil12 7.01 » AG
Tt LR 2 R: 5-AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC-3
prima
Arranca en el F: 5'-CTCATCAGTGCCGTCGTCCAT-3’
umcl1066 7.01 Codon de Inicio (GCC)a
(Ex6n 1) R: 5’-CAGTCGCAAGAAACCGTTGCC-3’
F: 5’-ATGGAGCACGTCATCTCAATGG-3’
. ; (GCCAGA)
phi057 7.01 Exon 6

e R: 5"-AGCAGCAGCAACGTCTATGACACT-3’

3.2.3.4. Amplificacion por PCR

Se amplific6 el ADN de 30 individuos por cada poblacion analizada. Cada
reaccion de amplificacion consistio en un volumen final de reaccion de 10ul con
50ng/ul de ADN genomico, 2x Quick Taq HS DyeMix (Toyobo, Japén) y 5.0 uM de
cada cebador.

Las reacciones de amplificacion (PCR) se llevaron a cabo en un termociclador
Eppendorf® MastercyclerGradient usando un perfil de desnaturalizacion inicial a 94°C
de 2 minutos, seguido de 40 ciclos compuestos por una desnaturalizacion a 94°C por 1
minuto, hibridacion de los cebadores (annealing) a 62°C por 2 minutos y extension a
72°C por 2 minutos. Finalmente, se termino con un periodo de extension final a 72°C
durante 10 minutos.

3.2.3.5. Visualizacion de los productos de amplificacion

La separacion de los productos de amplificacion se efectu6 mediante
electroforesis vertical en geles de poliacrilamida utilizando una cuba de electroforesis
vertical NA-1114 (NihonEido, Co.) de cuatro geles con placas para 28 muestras por gel
de 1 mm de espesor cada uno. La concentracion del stacking gel fue del 5% vy del
running gel del 16% (29:1, acrilamida: bis-acrilamida). El armado de los geles y
preparacion de los vidrios se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante.
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La electroforesis de las muestras se llevo a cabo en buffer Tris-Glicina 1X. El
tiempo de corrida fue de 24 horas a 60V constantes. La tincion de los geles fue llevada a
cabo con GelRed® y visualizada bajo luz UV utilizando el sistema digital GenSnap®.
El tamafio de los fragmentos se determiné en forma manual por comparacién con el
marcador de peso molecular 100pb DNA Ladder Genbiotech. Los productos de
diferentes tamafios fueron considerados como diferentes alelos.

3.2.3.6. Andlisis de datos moleculares

Se construyé una Matriz Béasica de Datos (MBD) computando las frecuencias
relativas de alelos por microsatélite observadas para cada poblacion. Las frecuencias
alélicas relativas fueron calculadas mediante el método de conteo directo a partir de los
genotipos individuales encontrados en cada una de las poblaciones analizadas.

Para un locus y para cada alelo determinado la frecuencia se calculé como:

2Nxx + Nxy

Frecuencia alelo x =
! 2N

Oal

Donde:

Nxx = namero de individuos homocigotas xx

Nxy = nimero de individuos heterocigotos, donde y puede ser cualquier otro alelo
N= ndmero de muestras

Los pardmetros utilizados como estimadores de la variabilidad genética del locus
Opaco-2 en las poblaciones evaluadas fueron: el nimero de alelos totales observados
(No), el nimero promedio de alelos (Na), el nimero de alelos efectivos (Ne) y la
heterocigosis media esperada (He), también conocida como el Contenido de
Informacion Polimorfica (PIC).

El nimero de alelos observados se determiné por conteo directo para cada locus
en cada poblacion. Esta medida de diversidad es también conocida como riqueza alélica
y esté influenciada por el tamafio muestral. Los alelos que s6lo se presentaron en una
determinada poblacion y ausentes en el resto de las poblaciones se clasificaron como
alelos unicos o privativos de esa poblacidn, mientras que los alelos presentes en <5% de
las poblaciones se clasificaron como alelos raros.

El tamafio de la poblacion es una de las variables de la dinamica poblacional que
puede influir en la fluctuacion de las frecuencias alélicas. EI nimero de individuos que
contribuyen en forma similar al pool génico, determinando la tasa de variacion de las
frecuencias alélicas, se denomina tamafio efectivo de la poblacion. Considerando un
sistema de seleccion neutral de los alelos, el tamarfio efectivo poblacional puede también
referirse como:

Ne=1/'(2pi2)

Donde p i es la frecuencia del alelo i-ésimo (Kimura y Crow 1964). También
puede interpretarse como el numero de alelos que se esperaria encontrar para un locus
determinado, en cada poblacion.

La heterocigosidad esperada (He) se refiere a la proporcion de individuos
heterocigotos que deberian estar presentes en una poblacion con apareamiento al azar
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segun las frecuencias alélicas dadas. La misma fue calculada utilizando el método
descrito por Nei (1973):

Donde:
p i = frecuencia del alelo i-ésimo
k = cantidad de alelos observados

La heterocigocidad esperada también suele referirse como PIC (Contenido de
Informacion Polimorfica) (Smith et al. 1997; Senior et al. 1998) y es un pardmetro
frecuentemente utilizado para medir la capacidad discriminatoria de los loci o
marcadores genéticos. Cuando un locus o marcador es monomorfico, el valor de PIC
tendera a 0, mientras que si es altamente discriminativo tendera a 1, es decir que
presentara muchos alelos en igual frecuencia.

El procesamiento de los datos se realiz6 con el programa GENEALEX 6
(Genetic andlisis in Excel) (Peakall y Smouse 2006).

3.3. RESULTADOS
3.3.1. AMBIENTE DE PRODUCCION

El ciclo de produccion se caracterizo por abundantes precipitaciones por encima
del promedio histérico para el periodo del afio considerado (1073 mm. vs 897,7 mm),
aunque con un patréon de distribucion sumamente irregular. Hubo altos registros al
momento de la siembra, lo que permitid una germinacién uniforme del cultivo. El
desarrollo vegetativo transcurrié con valores muy bajos de precipitacion. Alrededor del
periodo de floracion (09/12/12 al 15/01/13) las precipitaciones fueron muy abundantes,
duplicando los valores histéricos para dichos periodos. La fase de llenado de grano y
madurez fisiologica registrd valores menores que los historicos (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Precipitaciones mensuales durante el ciclo de cultivo. Ventana floracion de los
materiales evaluados (celeste). Fecha de siembra y de cosecha de los materiales (flecha).
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Las temperaturas medias y maximas registradas durante el periodo critico del
cultivo (campafa 2012/13) se mantuvieron constantes en el orden de los 24°C y 30°C
respectivamente, sin detectarse variaciones importantes con respecto a las campafas
2009/10 y 2010/11(Figuras 3.3y 3.4).
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Figura 3.3. Temperatura media registrada en las campafias agricolas 2009/10, 2010/11 y
2012/13. Fecha de siembra y de cosecha de los materiales (flecha).
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Figura 3.4. Temperatura maxima registrada en las campafias agricolas 2009/10, 2010/11 y
2012/13. Fecha de siembra y de cosecha de los materiales (flecha).

3.3.2. ANALISIS DE LA CALIDAD NUTRICIONAL DE LOS MATERIALES

La calidad nutricional de las poblaciones de la provincia de Misiones se evaluo a
través del analisis del contenido y/o calidad de los distintos constituyentes (proteina,
almidon, aceite). Los resultados de los mismos se presentan en la Tabla 3.4. Los
parametros de calidad de los diferentes tipos de endosperma se resumen en la Tabla 3.5.

3.3.2.1. Concentracion de proteina

Los materiales evaluados mostraron diferencias significativas para este caracter
(p<0,01) (Tabla 3.4). La concentracion media de proteina de los mismos fue de 11,74 +
0,71%, con un rango que vario entre 9,9 y 13,4%.

La concentracion de proteina en grano de las poblaciones locales mostré valores
similares a los obtenidos por los testigos de buen comportamiento agronémico (T18,
T19, T20), excepto en dos poblaciones harinosas (P12 y P16) que mostraron los
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menores tenores proteicos, comparables con los obtenidos por el testigop QPM. Cinco
poblaciones (P5, P8, P9, P14, P15) exhibieron valores por encima del 12%.

Tabla 3.4. Concentracion de proteina, aceite, almidon, amilosa, relacién amilosa/almidén de las
poblaciones locales de maiz y testigos evaluados.

Poblacién enzic:)s(:)gfma Floracion Proteina Aceite Almiddn Amilosa ':T::i:so,an/
P1 Harinoso 73,3 11,37 a| 510 b| 71,77 al| 2253 a 31,40 a
P2 Harinoso 74,8 11,63 a| 467 b| 71,47 al| 22,63 a 31,70 a
P3 Harinoso 70,6 11,87 a| 557 a| 6957 b| 2157 a| 31,03 a
P5 Dentado 79,0 12,33 a| 456 b| 6937 b| 2203 a| 31,77 a
P6 Dentado 79,8 11,83 a| 49 b| 68,70 b| 21,40 a 31,17 a
P7 Dentado 79,8 11,70 a| 458 b| 71,33 a| 22,10 a| 31,00 a
P8 Semidentado 83,7 12,07 al| 451 b| 71,80 al| 2260 a| 31,47 a
P9 Dentado 79,2 12,10 a| 463 b| 7040 b| 21,77 a| 30,97 a
P10 Dentado 75,9 11,83 a| 470 b| 7030 b| 22,70 a| 32,30 a
P11 Dentado 77,9 11,73 a| 475 b| 70,10 b| 22,60 a| 32,27 a
P12 Harinoso 81,0 1050 b| 472 b| 72,93 a| 23,27 a| 31,93 a
P13 Dentado 79,6 11,87 a| 531 a| 70,77 b| 22,77 a| 32,17 a
P14 Dentado 76,3 12,20 a| 487 b| 6997 b| 23,03 a| 3297 a
P15 Semidentado 77,1 12,27 a| 494 b| 6790 b| 22,70 a| 33,47 a
P16 Harinoso 77,7 10,70 b| 473 b| 70,50 b| 22,77 a| 3233 a
P17 Harinoso 61,8 1190 a| 498 b 6957 b| 22,10 a| 31,80 a
T18 Cristalino 70,0 12,07 a| 431 b| 6840 b| 22,73 a| 3320 a
T19 Semidentado 81,6 12,47 a| 453 b| 6843 b| 2267 a| 33,13 a
T20 Cristalino 70,4 11,47 a| 38 «c¢| 6920 b| 22,87 a| 33,03 a

T21t Semicristalino 70,0 10,83 b| 553 a| 6953 b| 2247 a| 3233 a
Promedio 76,3 11,74 ** 4,79 *** 70,10 * 22,47 ns 32,07 ns
Minimo# 58,0 9,9 3,81 66,6 20,0 28,6
Maximo# 92,0 13,4 6,11 74,8 24,6 35,6

D.E. 6,8 0,71 0,48 1,83 1,09 1,77
C.V. 8,9 6,03 10,12 2,61 4,84 5,52

Los resultados se presentan como porcentaje de materia seca. THibrido QPM. { Valores minimos y maximos obtenidos teniendo en
cuenta todos los materiales evaluados y las 3 repeticiones/material. ***, *** Significante a p <0,05, 0,01 y 0,001. ns: no
significativo. Valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes P<0,05.

Al agrupar las poblaciones y testigos segun el tipo de endosperma se observaron
diferencias significativas (p<0,05), con concentraciones medias de proteina de 10,83%
para el testigo Semicristalino (hibrido QPM), 11,33% para los genotipos harinosos,
11,77% para los cristalinos, 11,95% para los dentados y 12,27% para los semidentados
(Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Comparacion de pardmetros de calidad segun tipo de endosperma.

Tipo de endosperma  Proteina Aceite Almidén Amilosa
Semicristalino 10,83 a 5,53 C 69,53 a 22,47 a
Harinoso 11,33 a 4,96 b 70,97 a 22,48 a
Cristalino 11,77 b 4,09 a 6880 a| 2280 a
Dentado 11,95 b 4,80 b 70,12 a 22,30 a
Semidentado 12,27 b 4,66 b 69,38 a 22,66 a

Valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes P<0,05.
3.3.2.2. Concentracion de aceite

Se observaron diferencias altamente significativas para este caracter (Tabla 3.4).
La concentracion de aceite vario de 3,81% a 6,11%, con una media de 4,79+0,48%. Los
mayores porcentajes de aceite se detectaron en la poblacion P3, P13 y el testigo QPM
(T21), en tanto que los valores mas bajos se asociaron con el testigo cristalino T20.

En cuanto a su distribucién, el 70% de los materiales presentaron tenores medios
de aceite en un rango comprendido entre 4,5% a 5% (P2, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11,
P12, P14, P15, P16, P17 y T19), un 20% de los materiales evaluados, presentaron
valores por encima del 5% (P1, P3, P13 y el testigop QPM T21), un material (testigo
cristalino T18) presentd una concentracion media comprendida entre 4-4,5% de aceite y
un material (testigo cristalino T20) present6 valores medios inferiores al 4% de aceite
en grano.

Se observaron diferencias significativas (p<0,05) al agrupar las poblaciones y
testigos segun tipo de endosperma (Tabla 3.5), registrandose los mayores valores de
aceite en el testigo semicristalino (5,53) y los menores en los testigos cristalinos (4,09).

3.3.2.3. Concentracion de almidén y amilosa

La concentraciéon de almidon mostré diferencias significativas entre las
accesiones evaluadas (p<0,05), con valores medios de 70,1+1,83% Yy con un rango de
variacion de 66,6% a 74,8% (Tabla 3.4). Por su contenido de almidon en grano se
destacan las poblaciones P1, P2, P7, P8 y P12.

La concentracion de amilosa no mostro diferencias significativas para el
germoplasma evaluado en las condiciones ensayadas, mostrando valores medios de
22,47+£1,09% y rangos del 20% al 24,6% (Tabla 3.4).

Si bien no se encontré asociaciones significativas de la concentracién de
almidon y de amilosa con el tipo de endosperma, se observa una tendencia a disminuir
la concentracion del primero al aumentar la dureza del endosperma (Tabla 3.5).
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3.3.2.4. Perfil de Acidos Grasos

Se detectaron diferencias altamente significativas para contenido relativo de
acido oleico y linolénico (p<0,001) y significativas para la concentracion de linoleico
(p<0,05). En tanto que la concentracion de acidos grasos saturados (palmitico y
estearico) no registro diferencias significativas (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Composicion de &cidos grasos (%) de poblaciones locales de maiz y testigos
evaluados.

Poblacion  PAL EST AOL AL ALN AL/ALN AOL/AL IN:SAT
1 12,57 | 1,97 37,23 a| 4733 b| 09 a| 5293 ©b| 0,77 5,90
2 13,43 | 2,07 3570 a| 4797 b| 083 a| 57,63 b| 077 5,47
3 12,90 | 1,60 40,43 a| 4420 b| 087 a| 51,20 b| 0,90 5,93
5 13,40 | 1,83 33,87 a| 50,10 b, 080 a| 6303 b| 0,70 5,60
6 13,43 | 2,03 34,43 a| 4927 b, 080 a| 6243 b| 0,70 5,50
7 12,93 | 2,27 3763 a| 4640 b, 077 a| 6053 b| 0,83 5,60
8 12,27 | 1,90 36,23 a| 4887 b| 073 a| 6747 a| 0,73 6,10
9 14,60 | 2,03 35,03 a| 4757 b| 077 a| 6243 b| 0,73 5,07
10 13,00 | 1,97 30,80 b| 5350 a; 073 a| 7360 a| 057 5,70
11 13,40 | 2,30 37,27 a| 4637 b, 067 b| 6960 a| 0,80 5,40
12 12,87 | 2,20 41,43 a| 4267 b| 083 a| 5107 b| 097 5,67
13 13,97 | 2,43 39,73 a| 43,10 b| 077 a| 5657 b| 093 5,23
14 13,23 | 2,17 38,43 a| 4533 b| 083 a| 5443 b| 083 5,53
15 14,37 | 1,90 31,47 b| 5153 b 070 b| 7363 a| 0,60 5,13
16 13,43 | 2,40 36,77 a| 46,47 b, 09 a| 5203 b| 0,80 5,30
17 13,27 | 1,90 3053 b| 5337 a 09 a| 60,00 b| 0,60 5,63
Ti8 12,53 | 2,07 34,53 a| 5007 b 077 a| 66,00 a| 0,70 5,87
T19 13,53 | 1,93 3580 a| 4813 b, 060 b, 8250 a| 0,73 5,50

T20 13,60 | 1,57 29,93 b, 5397 0,87 a| 6220 b| 0,57 5,63
T21+ 14,43 | 1,73 3493 a| 4820 b, 0,67 b| 72,83 a| 0,77 5,17

o]

1336 2,01 35,61 48,22 0,79 62,61 0,75 = 555

Promedio ’
Min. ¥ 11,6 1,2 25,4 35,8 0,5 46,2 0,4 4,0
Max. 16,1 4,0 44,9 60,0 1,0 104,8 1,2 6,6
D.E. 0,9 0,56 4,24 4,52 0,11 10,75 0,16 0,5
cv 6,75 27,67 11,91 9,37 13,84 17,16 21,75 9,03

Los resultados se presentan como porcentaje de materia seca. THibrido QPM. } Valores minimos y maximos obtenidos teniendo en
cuenta todos los materiales evaluados y las 3 repeticiones/material. *, *** Significante a p <0,05 y 0,001. ns: no significativo.
Valores seguidos por la misma letra en la misma columna no difieren significativamente a p < 0,05.PAL: &cido palmitico; EST:
acido estearico; AOL: &cido oleico; AL: &cido linoleico; ALN: &cido linolénico; AL/ALN: relacién acido linoleico-linolénico;
AOL/AL: relacién acido oleico-linoleico; IN:SAT: relacion insaturados-saturados.

La concentracion media de acido palmitico fue de 13,36+0,9% (rango=11,6%-
16,1%) y el de &cido estearico de 2,01+0,56% (rango=1,2%-4%). La concentracion
media de acido oleico fue de 35,61+4,24% (rango=25,4%-44,9%). Los menores valores
de este caracter se registraron en P10, P15, P17 y T20. En tanto que la concentracion de
acido linoleico vario entre 35,8% y 60% con un valor medio de 48,22+4,52%,
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destacandose por su contenido P10, P17 y T20. En general, los materiales que
presentaron las mayores concentraciones de linoleico (>53%) se corresponden con los
materiales con menor concentracion de oleico (P10, P17 y T20). La concentracion de
acido linolénico varié entre 0,5% y 1% con un valor medio de 0,79+0,11%. Los
menores valores se registraron en dos poblaciones (P11 y P15) y los testigos T19 y T21.

La relacion entre &cidos grasos saturados e insaturados (IN:SAT) registro
valores medios de 5,55+0,5, en tanto que la relacion AL/ALN y AOL/AL mostraron
valores de 62,61+£10,75 y 0,75+0,16 respectivamente.

3.3.2.5. Correlacion entre caracteres de calidad nutricional

Las correlacion mas importante registrada fue inversa (r=-0,98) y se dio entre la
concentracion de acido oleico y linoleico (Tabla 3.7). La concentracion de almidén se
asocio positivamente con la del &cido oleico (r=0,54) y negativamente con el tenor de
proteina (r=-0,52) y de acido linoleico (r=-0,50). Al aumentar el tenor de aceite en grano
hubo un incremento de la concentracion de acido oleico (r=0,40) y una reduccion del
acido linoleico (r=-0,44). En tanto que el nivel de acido estearico se relaciond de forma
positiva con la concentracion de acido oleico (r=0,46) y de forma negativa con el
linoleico (r=-0,52).

Tabla 3.7. Matriz de correlacion de Pearson y niveles de significancia entre variables de calidad
nutricional.

PRO ALM AMI AMI/AL ACE PAL EST AOL AL ALN

PRO 1
ALM -0,52* 1
AMI -0,30 0,27 1

AMI/AL 0,13 -0,52* 0,68 *** 1
ACE -0,17 0,04 -0,30 -0,30 1
PAL 0,03 -0,38 -0,13 0,19 0,21 1

EST -0,19 0,39 0,30 -0,03 0,01 -0 1
AOL -0,28  0,54* 0,10 -033  04* -03 046* 1
AL 030 -0,50* -0,09 0,30 -0,44* 0,07 -0,52 *-0,98 *** 1

ALN -034 0,31 -0,10 -033 002 -03 -0,02 0,07 -004 1

PRO: proteina; AMI: amilosa; ALM: almidon; AMI/AL: proporciéon amilosa/almidén; ACE: aceite; PAL: 4cido palmitico; EST:
acido estearico; AOL: &cido oleico; AL: &cido linoleico; ALN: &cido linolénico; AL/ALN: relacién acido linoleico-linolénico;
IN:SAT: relacion insaturados-saturados. En negrita se resaltan las correlaciones significativas. *. **, *** = significativo a P < 0,05,
0,01, y 0,001, respectivamente; ns = no significativo.

3.3.3. VARIABILIDAD GENETICA DEL LOCUS OPACO-2

Los tres marcadores asociados al locus Opaco-2 mostraron polimorfismos en las
poblaciones evaluadas. Se detectaron un total de 10 alelos en los tres loci analizados
(Tabla 3.8). El locus phill2 amplifico 3 alelos de tamario diferente: 139, 158 y 164 pb,
con frecuencias de 0,05, 0,54 y 0,42 respectivamente. Para umc1066 se identificaron 4
alelos de 137, 148, 154 y 160 pb, con frecuencias de 0,78, 0,03, 0,09 y 0,10
respectivamente. Finalmente, para phi057 se encontraron 3 alelos de 154, 159 y 163 pb,
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con frecuencias de 0,41, 0,48 y 0,11 respectivamente (Tabla 3.8). El patron de bandas
obtenido para los tres SSR asociados al locus Opaco-2 se muestra en la Figura 3.5.

No se detectaron en las poblaciones evaluadas alelos Unicos y/o raros. El nimero
efectivo de alelos (Ne) fue menor al nimero promedio de alelos (Na) en todos los locus
estudiados, indicando que existen para dichos locus alelos en baja frecuencia en el
germoplasma local (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Numero de alelos (totales, promedio y efectivos), peso (en pb), frecuencia y
Contenido de Informacion Polimorfica (PIC) de los 3 ssr asociados al locus Opaco-2 en los
materiales evaluados.

Locus Alelo Tamaiio Frecuencia No Na Ne PIC
1 139 * 0,05

phil12 2 158 ** 0,54 3 2,58 | 2,12 0,52
3 164 0,42
1 137 *** 0,78

umc1066 2 148 0,03 4 2,90 | 1,67 | 0,35
3 154 0,09
4 160 0,1
1 154 0,41

phi057 2 159 * 0,48 3 2,68 | 1,84 0,43
3 163 ** 0,11

No: NUmero total de alelos; Na: Nimero promedio de alelos; Ne: Numero efectivo de alelos; PIC: Contenido de
Informacion Polimérfica o Heterocigocidad esperada. * Alelo presente en la linea QPM CML165, ** Alelo

presente en la linea QPM CML161, *** Alelo presente en ambas lineas QPM.

El locus phill2 resultdé polimdrfico para todas las poblaciones analizadas,
amplificando 2 o 3 alelos por poblacion (Figura 3.6 A). El Contenido de Informacion
Polimérfica (PIC) mostré un valor de 0,52 (Tabla 3.8), siendo este el Gnico locus con un
PIC > 0,5. Los testigos QPM amplificaron una sola banda, aunque de diferente peso
molecular, T165 present6 el alelo 1 (139 pb) y T161 el alelo 2 (158 pb). Todas las
poblaciones locales y testigos comerciales se caracterizaron por tener una frecuencia
intermedia del alelo presente en la linea QPM T161 (alelo 2) y Unicamente 11
materiales compartieron, aunque en muy baja frecuencia el alelo 1, presente en la linea
T165 (Figura 3.6 A).

El marcador umc1066 con valores de PIC de 0,35 resulté polimorfico para todos
los materiales evaluados, excepto en dos poblaciones (P1 y P3) (Tabla 3.8 y Figura 3.6
B). Los dos testigos QPM utilizados (T165 y T161) amplificaron un dUnico producto de
137 pb (Figura 3.6 B). Todas las poblaciones y testigos comerciales analizados
presentaron una frecuencia alta de este alelo, destacAndose dos poblaciones
monomorficas (P1 y P3) y 8 materiales con frecuencias superiores a 0,75 (P2, P7, P9,
P11, P12, P14, P16, P17, T19).

El locus phi057 resulté polimérfico para todos los materiales evaluados excepto
el testigo T20 que presentd el alelo 1 unicamente (Figura 3.6 C). Este loci mostro
valores de PIC de 0,43 (Tabla 3.8). Los testigos QPM utilizados (T165 y T161)
amplificaron una sola banda, aunque de diferente peso molecular, T165 presento el alelo
2 (159 pb) y T161 el alelo 3 (163 pb). Todos los materiales evaluados, excepto T20 se
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caracterizaron por presentar el alelo 2, aunque la frecuencia del mismo fue muy
variable, con valores minimos de 0,07 y maximos de 0,83. El alelo 3, presente en la
linea QPM T161 estuvo ausente 0 en muy baja frecuencia en los materiales analizados
(Figura 3.6 C).

A.-

"

%WT.“.““.“““.
Figura 3.5. Patron electroforético de los marcadores asociados al locus Opaco-2. A.- Tamafio

(pb) de los alelos para el locus phill2 . B.- Separacion de los productos de amplificacion del
locus umc1066. C.- Tamafio (pb) de los alelos del locus phi057 en la poblacion P7.
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Figura 3.6. Distribucion de frecuencias alélicas de los marcadores asociados al locus Opaco-2
en las poblaciones locales de maiz y testigos evaluados. A.- Locus phill2. B.- Locus umc1066.
C.- Locus phi057.

3.4. DISCUSION

3.4.1. AMBIENTE DE PRODUCCION

La composicion quimica del grano de maiz puede variar en el contenido y/o
calidad de los distintos constituyentes (proteinas, aceite, almidén), determinando su
valor nutricional y propiedades tecnoldgicas finales. La variabilidad observable en la
constitucién quimica del grano depende de mudltiples factores, algunos de ellos son
imponderables (ej. clima y suelo), mientras que otros (genotipo, manejo del cultivo,
manejo postcosecha) pueden ser manipulados para conservar y/o mejorar los niveles de
calidad del grano cosechado (Corcuera, 2012).
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Los resultados de los parametros de calidad nutricional evaluados
correspondieron a un ambiente y condicion de manejo particular. La composicion
quimica del grano es influenciada por las condiciones ambientales, siendo el nivel de
proteina el componente mas sensible a dichos efectos (Mason & D’Croz-Mason, 2002;
Carcova et al., 2003; Corcuera, 2012). La temperatura y la disponibilidad de agua y
nitrdgeno son los factores con mayor influencia sobre el contenido proteico (Mittelmann
et al., 2003; Carcova et al., 2003). Se ha reportado que con temperaturas mayores a
25°C el contenido relativo de proteina aumenta por encima de los valores normales, en
tanto que el mismo varia inversamente con la cantidad de lluvias registradas durante el
periodo de floracion-inicio de llenado de granos (Cércova et al., 2003). Por su parte el
contenido de almidon y aceite estan influenciados principalmente por el genotipo
(Mason & D’Croz-Mason, 2002), no encontrdndose relacion entre el aumento de
temperatura durante el llenado efectivo de granos, el nivel de precipitaciones o el
rendimiento y la concentracion de aceite (Carcova et al., 2003).

Los valores de temperatura observados durante el periodo critico del cultivo se
mantuvieron constantes, con valores medios de 24°C y picos maximos del orden de los
30°C (Figura 3.3 y 3.4). Esto pudo repercutir en un aumento del contenido proteico por
encima de los valores normales, segun lo indicado por Cércova et al (2003). Sin
embargo, se estima que el impacto de dichas temperaturas sobre todos los materiales
evaluados fue de igual magnitud al considerar la constancia de las temperaturas en el
periodo considerado. El nivel de precipitaciones impacté de forma diferencial a los
materiales evaluados, observandose precipitaciones abundantes a floracion en los ciclos
cortos y valores menores en los ciclos mas largos (Figura 3.2). Sin embargo, no pudo
observarse una relacion entre el contenido de proteina de los materiales y el largo del
ciclo (Tabla 3.4). De esta manera, las diferencias observadas en la calidad nutricional de
los materiales evaluados podrian deberse a cuestiones intrinsecas de los mismos y no a
haber estado expuestos a diferentes condiciones de temperatura y precipitacion durante
el periodo critico del cultivo.

3.4.2. ANALISIS DE LA CALIDAD NUTRICIONAL DE LOS MATERIALES

Teniendo en cuenta que en la provincia de Misiones el maiz es utilizado tanto en
la alimentacion humana como animal, las propiedades nutricionales, incluyendo el
contenido de proteina y aceites, tienen un valor significativo para el usuario final.

3.4.2.1. Concentracion de proteina

En el presente trabajo el contenido de proteina en grano oscilé entre 9,9% y
13,4%). Por lo general, este parametro varia de 8 al 11% del peso del grano entero en
variedades comunes de maiz (materiales no mejorados especificamente para esta
caracteristica) (FAO, 1993). A nivel mundial los valores reportados para la
concentracion de proteina en maiz fluctdan, segun la fuente consultada, entre 6,1 a 15%
(ILSI Argentina, 2006) y entre 6 a 12% (Corn Refiners Association, 2006). En la
Argentina al analizar 109 hibridos comerciales cultivados en las provincias de Buenos
Aires y Cordoba se registré un valor medio de 9,5% (rango= 6,9% - 11,8%), en tanto
que la Asociacibn Maiz Argentino (MAIZAR) reportdé valores de 11,59%
(rango=10,35%-12,78%) al evaluar 48 hibridos comerciales de tipo cristalino, dentado y
semidentado en el norte y sudeste de la Provincia de Buenos Aires durante la campafa
2004/05 (ILSI Argentina, 2006). Los datos reportados para diferentes hibridos en seis
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estados de Brasil entre los afios 2004 y 2013 fluctuan entre 7,66% y 14,7%, con un
valor medio de 11,04% (ILSI Crop Composition Database Version 5.0).

Los valores de proteina obtenidos se encuentran dentro de los margenes
reportados mundialmente a nivel de razas locales (Berardo et al., 2009, Flint Garcia et
al., 2009; Martinez et al., 2009; Ignjatovic-Micic et al., 2014). A nivel regional, Robultti
et al. (2000) reportaron rangos de variacion del 8,8 al 11,9% al evaluar 239 accesiones
de maiz de la Argentina de diferentes tipos de endosperma. En tanto, Pinto et al. (2009)
encontraron valores de 10,26 al 12,41% al evaluar 20 razas locales de Brasil. La
amplitud de la variabilidad reportada en cada caso esta asociada principalmente con el
nimero y diversidad racial analizada, la ubicacion geografica, el ambiente de
produccion y las condiciones de muestreo (Corcuera, 2012).

Los resultados de la Tabla 3.4 ponen en relieve que, excepto para las
poblaciones P12, P16 y el testigo QPM, los restantes materiales evaluados superaron el
11%, valor considerado por la FAO (1993) como valor maximo de proteina observado
en variedades comunes de maiz, con resultados comparables a los obtenidos por los
testigos de buen comportamiento agronémico (T18, T19 y T20). A su vez, el promedio
de este caracter determinado para el conjunto de materiales evaluados superd en 23,6%
al valor medio (9,5%) indicado por ILSI (International Life Sciences Institute) para
materiales cultivados en la Argentina (Martin de Portela, 2006). En tanto, cuando se
compara con el 11,5% publicado por MAIZAR (ILSI Argentina, 2006) y el 11,04%
reportado por ILSI para materiales cultivados en Brasil, mas del 80% de las poblaciones
locales evaluadas aqui presentaron niveles superiores a dichos valores.

Se encontrd una asociacion entre la concentracion de proteina y el tipo de
endosperma evaluado, registrandose valores de 10,83% para el testigo semicristalino,
11,33% para los genotipos harinosos, 11,77% para los cristalinos, 11,95% para los
dentados y 12,27% para los semidentados. Estos valores, si bien se encuentran dentro
del rango de valores reportados por MAIZAR (ILSI Argentina, 2006) para hibridos de
tipo Flint (11,13% - 12,37%) y para materiales dentados y semidentados (10,35% -
12,78%), no se corresponde con la tendencia esperada. Por lo general, los endospermas
mas duros contienen mayor concentracion de proteina y menor concentracion de
almidon (Robutti et al., 2000). En este sentido, Dombrink-Kurtzman y Bietz (1993)
mostraron que diferencias en la composicién de los cuerpos proteicos se correlacionan
con la textura de endosperma, especificamente con el nivel de zeinas, reportando
valores tres veces mayores en variedades de endosperma duro que en las de endosperma
harinoso. Méndez Montealvo et al. (2005), al evaluar 20 variedades e hibridos en
México, detectaron mayores concentraciones de proteina en granos de tipo dentado y
semidentado que en los cristalinos y semicristalinos. Por su parte Robultti et al. (2000),
al analizar 239 accesiones de diferentes tipos raciales, no encontraron correlaciones
significativas entre concentracién de proteina y tipo de endosperma.

3.4.2.2. Concentracion de aceite

La concentracion media de aceite de los materiales evaluados, incluyendo a los
testigos, fue de 4,79%. Dicho valor resultd superior al 4,3% reportado a nivel mundial
por Corn Refiners Association (2006) y coincidente con los datos reportados por ILSI
que ubican el rango mundial para esta caracter entre 1,36% y 7,83%, entre 2,35% vy
6,21% a nivel nacional y entre 2,63% y 6,78% en Brasil (ILSI Crop Composition
Database Version 5.0). Por su parte, MAIZAR sefiala valores de 3,88% a 6,48% para
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concentracion media de aceite al evaluar 48 hibridos comerciales muestreados en zona
maicera nucleo (norte de Buenos Aires y sur de Santa Fe) y sudeste de la provincia de
Buenos Aires durante la campafia 2004/05 (ILSI Argentina, 2006).

La concentracion de aceite de los materiales evaluados oscild entre 3,8% y 6,1%.
Este rango se encuentra dentro de los reportados para razas locales. Berardo et al.
(2009), al evaluar 547 poblaciones provenientes de Italia y 449 accesiones foraneas
(China, Japon, USA, Canada, México, Chile, Turquia, Rusia y paises pertenecientes a la
Unién Europea), reportaron valores de 2,27% a 7,74%. En tanto que Flint Garcia et al.
(2009), al evaluar 17 poblaciones locales de amplia diversidad genética provenientes del
NCRPIS (North Central Regional Plant Introduction Station) y de la Universidad M.
Goodman del Estado de Carolina del Norte, encontraron rangos mas estrechos (3,47% a
5,11%), al igual que Ignjatovic-Micic et al. (2014) al evaluar 25 razas locales en Serbia
(3,75% a 5,40%) y Pinto et al. (2009) al analizar 20 razas locales en Brasil (3,63% y
4,98%).

El aceite de maiz tiene 2,25 veces mas contenido caldrico por unidad de peso
que el almidon y un mejor balance nutricional, por lo que incrementos en la
concentracion del mismo revisten interés en la alimentacion de aves, ganado lechero,
cerdos y ovejas (Saleh et al., 1997; Heiniger y Dunphy, 2001, Singh et al., 2014).
Ademas, al evitar o reducir la suplementacion con aceite en la racion de esos animales,
reduce sustancialmente los costos de alimentacion (Corcuera, 2012). El aumento de
concentracion de aceite es importante también para la alimentacién humana debido a la
calidad del aceite de esta especie (Paliwal, 2001) y al concomitante incremento en la
concentracion de proteinas y la calidad de las mismas relacionadas con el aumento del
tamafo del germen (Singh et al., 2014). Si bien los valores reportados en el presente
trabajo se encuentran por debajo del 6% recomendado para ser considerado como maiz
de alto aceite (HOC), los tenores de aceite (5,3-5,6%) detectados en los materiales P3,
P13 y el testigp QPM sugieren una cierta ventaja comparativa en la alimentacion
humana y animal, pudiendo ser de gran utilidad en futuros programas de mejoramiento.

Se encontrd una asociacién entre concentracion de aceite y tipo de endosperma
evaluado (Tabla 3.5), registrandose los mayores valores de aceite en el testigo
semicristalino (5,53%). Este tipo de grano es mas redondo y pequefio que los granos de
los materiales dentados, semidentados y flint evaluados. Teniendo en cuenta que
aproximadamente el 85% de los lipidos del grano se encuentran en el germen y que la
relacion germen-endospermo es una funcion del tamafio del grano, en general, los
granos mas pequefios tienden a presentar mayores contenidos de aceite que los mas
grandes (Robutti, 1995).

3.4.2.3. Concentracion de almidén y amilosa

La concentracion media de almidon fue de 70,1%, con un rango de variacion de
66,6% al 74,8%, coincidente con los reportados por Corn Refiners Association (2006)
que ubica el rango mundial para este caracter entre 61% y 78%, destacandose por su
contenido las poblaciones P1, P2, P7, P8 y P12.

En general, las poblaciones locales presentan menor concentracion de almidon y
mayor concentracion de proteinas con respecto a los materiales mejorados (Singh et al.,
2001, Méndez Montealvo et al., 2005). Los valores obtenidos son similares a los
hallados por Robutti et al. (2000) al evaluar 239 accesiones de Argentina de diferentes
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tipo de endosperma (rango=66,2% - 75,6%) y resultan superiores a los reportados por
otros autores. Berardo et al. (2009), al evaluar 996 accesiones de diferentes origenes,
reportan rangos de 61,2% a 70,1%, en tanto que Singh et al. (2001) encuentran valores
de 65,9% a 69,1% al analizar 49 accesiones del GEM (Germplasm Enhancement of
Maize). Por su parte, Pinto et al. (2009) reportaron valores de 53,1% a 67,1% para 20
razas locales provenientes de Brasil, en tanto que Chander et al. (2008) encontraron
valores minimos de 57,96% y maximos de 70,26% al evaluar 87 lineas endogamicas
selectas a partir de los principales grupos heteréticos del germoplasma de maiz de
China.

La concentracion de amilosa total (22,47%) de las poblaciones analizadas fue
menor a la reportada por Robultti et al. (2000) al evaluar 239 accesiones de Argentina de
diferentes tipos de endosperma (27,2%) y a la hallada por Pinto et al. (2009) en 20
variedades locales de maiz de Brasil (25,6%). Estas diferencias estarian asociadas con el
ambiente de evaluacion en el primer caso (ambiente templado vs subtropical) y con la
diversidad racial analizada en el segundo caso. Pinto et al., (2009) evaluaron variedades
locales dentadas y semidentadas, sin incluir materiales harinosos como los del presente
trabajo. Teniendo en cuenta que la concentracion de amilosa aumenta en endospermas
mas duros (Dombrink-Kurtzman y Knutson, 1997), esto explicaria los valores mas
elevados obtenidos por dicho autor. Por otra parte, Seetharaman et al. (2001), al evaluar
un grupo selecto de 35 landraces de diferentes tipos raciales de Argentina, reportaron
valores medios de 19,33%, con minimo de 16,1% (Raza Dentado amarillo procedente
de Misiones) y méaximo de 23,5% (Raza Canario Formosa, tipo semiflint, origen
Formosa). Por su parte, Singh Sandhu y Singh (2007) encontraron diferencias
significativas en la concentracion de amilosa en nueve variedades mejoradas de la India,
con valores de 16,9% a 21,3%.

Si bien no se encontraron asociaciones significativas de las concentraciones de
almidén y de amilosa con el tipo de endosperma, se observo una tendencia a disminuir
la concentracién del primero al aumentar la dureza del endosperma (Tabla 21). En este
sentido, Dombrink-Kurtzman y Knutson (1997) indican que la mayor concentracién de
almidon presente en endospermas harinosos con respectos a los mas duros es
consistente con el hecho de que estos ultimos presentan mas proteinas solubles en
alcohol, principalmente zeinas. A su vez, los granulos de almidon de endospermas duros
son mas compactos debido a que contienen mayor contenido de amilosa, posiblemente
de mayor peso molecular. Robutti et al. (2000) observaron que las mayores
concentraciones de almiddn estuvieron asociados con la raza semiflint y las menores,
con la dentada, contrariamente a lo esperado. Por otra parte, la tendencia hacia mayores
concentraciones de amilosa al aumentar la dureza del endosperma fue mas evidente
entre las razas harinosas, dentadas y semiflint, no asi entre las razas mas duras, las que
mostraron contenidos intermedios en el trabajo de Robultti et al. (2000).

3.4.2.4. Perfil de acidos grasos

Los resultados obtenidos indican que existe variacion para la composicion de
acidos grasos en el germoplasma evaluado, consistentes con los reportados por Jellum,
1970; Dunlap et al., 1995a, b; Egesel et al., 2011. Las concentraciones media de acido
palmitico (13,4%) y estearico (2,01%) resultaron superiores a las reportadas por ILSI a
nivel mundial (12,5% y 1,9% respectivamente) y a nivel nacional (12,6% y 1,83%
respectivamente), aunque con valores mas proximos a los indicados para Brasil para el
contenido de acido palmitico (13,34%). En cuanto a la concentracion de &cidos grasos
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insaturados, los materiales evaluados presentaron una mayor concentracion media de
acido oleico (35,6%) y una menor concentracion de acido linoleico (48,2%) y linolénico
(0,79%) con respecto a los reportados por ILSI a nivel mundial (26,5%, 56,7% y 1,38%
respectivamente) y a nivel nacional (26,1%, 57,2% y 1,38% respectivamente), aunque
mas similares a los reportados para Brasil (29,5%, 53% y 1,18% respectivamente) (ILSI
Crop Composition Database Version 5.0). Estas diferencias estarian relacionadas
principalmente con los factores ambientales preponderantes en cada ambiente analizado.
Dunlap et al. (1995a) y Eyherabide et al. (2005) indican que aceites provenientes de
regiones mas calidas presentan una mayor proporcion de acidos grasos saturados que
aceites procedentes de climas mas frios, aunque los factores genéticos mantienen un rol
preponderante en la determinacion del perfil de acidos grasos. Resultados similares son
reportados por Egesel et al. (2011), quienes ademas de los efectos genéticos y
ambientales detallados por Dunlap et al. (1995a), reportaron la influencia de la
componente de interaccion GxA. Por otra parte, se ha indicado en la literatura que
existen efectos de la temperatura durante la fase de llenado del grano que pueden afectar
la relacion oleico-linoleico (Eyherabide et al., 2005).

Entre los atributos relacionados con la calidad para consumo humano resultan
relevantes la disminuciéon de la concentracion de &cidos grasos saturados (<6%), el
aumento de la concentracion de acido oleico y el aumento de saturados totales. Esto
proporciona aceite naturalmente endurecido para la fabricacion de margarina y, de esta
manera, disminuye el contenido de acidos trans producidos durante el procesamiento
industrial (Eyherabide et al., 2005; Pollak & Scott, 2005; Duvick et al., 2006).

El perfil de &cidos grasos de los materiales evaluados indica una relacién
adecuada entre grasas insaturadas y saturadas (media=5,55), contrariamente a lo
observado en la leche y carne vacuna (0,11-0,15) en las que el perfil es considerado
sumamente perjudicial para la salud humana (Corcuera, 2012). Esta relacion se
corresponde con lo reportado por Olivera Carrion (2006) para maiz (IN/SAT=5,25). La
alta proporcion de é&cidos grasos mono y poli-insaturados en el maiz tiene efectos
importantes sobre la salud ya que su consumo esta asociado a disminuciones de las
concentraciones séricas de colesterol y de la presiéon sanguinea (Yu et al., 1995; Kris-
Etherton, 1999; Frenoux et al., 2001).

Sin embargo, para un correcto funcionamiento del organismo, es necesario que
la proporcién de acido linoleico (€26) y linolénico (€23) sea la adecuada (rango 4:1). En
el aceite de maiz y otros aceites vegetales esta relacion presenta un claro desequilibrio
(10:1 o més) (Olivera Carridon, 2006). Los valores encontrados (€26/€23=62,6) responden
a esta tendencia, con resultados similares a los reportados por Corcuera (2012) para 13
hibridos cultivados en las provincias de Buenos Aires y Santa Fe (Q6/Q3=63,6), aunque
de mayor magnitud que los indicados por la Asociacion Argentina de Grasas y Aceites
(ASAGA) a nivel pais (Q6/Q3=46:1) (Olivera Carrion, 2006). Teniendo en cuenta que
estos acidos grasos no son fabricados por el cuerpo humano, se consideran esenciales.
Debido al importante papel que desempefian en diversas rutas metabolicas a nivel de
membrana celular y en el cerebro, a sus propiedades antiartriticas, antiescleréticas,
antiinflamatorias e hipercolesterolimicas (Olivera Carrion, 2006) resulta esencial
incorporarlos a través de la dieta en las proporciones adecuadas. Una relacién
desequilibrada en el aceite y la ingesta excesiva de &cido linoleico como el que se
observa en comunidades que presentan al maiz como elemento esencial de su dieta
pueden promover la patogenesis de enfermedades cardiovasculares, cancer,
enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Geay et al., 2001; Simopoulos, 2002; 2006;
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Olivera Carridn, 2006; Corcuera, 2012). Con relacion a la nutricion animal, la
utilizacion de maiz en altas proporciones en la alimentacion de bovinos produciria carne
con un perfil menos deseable de &cidos grasos debido a su mayor proporcion de acido
linoleico y oleico y menor concentracion de linolénico con respecto a las pasturas
tradicionales (Depetris y Santini, 2006). Aungue dependiendo del nivel de inclusion en
la dieta y al tiempo de suministro previo a la faena, los efectos no serian tan marcados,
generando carnes aceptables a nivel nutricional y sensorial. EI empleo de maiz en la
dieta de aves ponedoras provoca un aumento del tamafio de los huevos y una mayor
concentracion de Omega-6 y Omega-3 como consecuencia del incremento en la ingesta
de &cidos grasos poliinsaturados (Moraes y Vartorelli, 2006).

Teniendo en cuenta el potencial observado en el germoplasma local para los
caracteres de calidad, seria posible obtener ganancias adicionales a través del
mejoramiento para dichos caracteres. Considerando ademas, los antecedentes favorables
respecto al progreso obtenible por seleccion para perfil de acidos grasos (Eyherabide et
al., 2005; Pollak y Scott, 2005) podria ser posible desarrollar materiales con un patrén
adecuado de acidos grasos para diferentes usos.

3.4.2.5. Correlacion entre caracteres de calidad nutricional

Las concentraciones de aceite, proteina y almidon son caracteristicas que pueden
estar correlacionadas. Al analizar los resultados se evidencid una asociacion negativa,
altamente significativa, entre la concentracion de proteina y almidén del grano,
coincidente con lo reportado por Dorsey-Redding et al. (1991), Séne et al. (2001), Lee
et al. (2005), Clark et al. (2006), Dudley (2007), Chander et al. (2008), Pinto et al.
(2009), Guo et al. (2013) e Ignjatovic-Micic et al. (2014). En cambio, no se encontrd
correlacion significativa del tenor de aceite con las concentraciones de proteina y de
almidon. El grado de asociacion entre estas caracteristicas reportado en la literatura
muestra una gran variacion entre autores, observandose correlaciones positivas,
negativas e inclusive no significativas (Dorsey-Redding et al., 1991; Séne et al., 2001;
Lee et al., 2005; Clark et al., 2006; Dudley et al., 2007; Coutifio Estrada et al., 2008;
Chander et al., 2008; Saleem et al., 2008; Pinto et al., 2009; Bilgin et al., 2010;
Corcuera, 2012; Guo et al., 2013; Ignjatovic-Micic et al., 2014). Alexander y Lambert
(1968) concluyeron que la capacidad de la planta de producir carbohidratos y sintetizar
aceite son fisiolégicamente independientes en el intervalo de 4 a 7 % de aceite, lo que
podria explicar las diferencias en los patrones de correlacion encontrados por diversos
autores para estos caracteres, teniendo en cuenta la diversidad de germoplasma
evaluado. La relacion negativa entre aceite y almidon estaria asociada a cambios en la
proporcion embridn-endospermo en materiales de alto aceite (HOC) y a la localizacion
diferencial de ambos caracteres en dichos compartimientos del grano.

Las variaciones en el tenor de aceite se tradujeron en cambios en la composicion
de acidos grasos, particularmente en la cantidad relativa de acido oleico (correlacion
positiva) y de acido linoleico (correlacion negativa). Otros estudios utilizando distintos
fondos genéticos también reportaron estas asociaciones (Misevic y Alexander, 1989;
Alrefai et al., 1995; Dunlap et al., 1995a; Wassom et al., 2008). La asociacion positiva
aceite-oleico y negativa aceite-linoleico sugiere una mayor acumulacion de oleico en
lineas de alto-aceite, probablemente asociada a una capacidad limitada de conversion
oleico a linoleico por parte de las &cido graso desaturasas, que son las enzimas
encargadas de este proceso (Wassom et al., 2008). La presencia de una asociacion
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positiva entre contenido de aceite y acido oleico permitiria el mejoramiento simultaneo
en cantidad y calidad del aceite en estas poblaciones.

Las correlaciones méas importantes a nivel de acidos grasos fueron encontradas
entre los &cidos de 18 carbonos, lo que puede ser atribuido a que éstos comparten una
ruta biosintética comdn de insaturacion en el orden: acido estearico (18:0), oleico
(18:1), linoleico (18:2) y linolénico (18:3) (Jellum, 1970; Wassom et al., 2008;
Alezones et al., 2010, Corcuera et al., 2012). A su vez, Alrefai et al. (1995) encontraron
los mismos QTL (12 locis agrupados en 8 regiones) asociados a las concentraciones de
acido oleico y linoleico al analizar una poblacion segregante (alto aceite x bajo aceite),
lo que explicaria la fuerte correlacion existente entre ambos. El control genético
asociado a los acidos estearico y linolénico presenta mayor complejidad (Alrefai et al.,
1995). La fuerte asociacién negativa entre los &cidos grasos insaturados y la
concentracion de palmitico y estearico podria ser explicado por el predominio de estos
componentes sobre la composicién de &cidos grasos totales y al proceso de elongacion
de la cadena en los plastidios y el cese del alargamiento adicional después de la
exportacion al citoplasma, donde se produce el montaje de triglicéridos (Wassom et al.,
2008).

3.4.3. VARIABILIDAD GENETICA DEL LOCUS OPACO-2

El pre-mejoramiento se ha centrado en la diseccion de la base genética de la
variacion natural relacionada con caracteres de interés tales como rendimiento,
contenido de lipidos, proteinas y almidon, y calidad proteica. Grandes esfuerzos se han
dedicado al screening de grandes colecciones de recursos genéticos con el fin de
identificar regiones cromosdmicas, genes, polimorfismos o haplotipos involucrados en
la variacion de dichas caracteristicas (Manicacci et al., 2009).

Teniendo en cuenta que los aminoacidos mas limitantes en la dieta de no
rumiantes y humanos son la lisina, seguida del triptéfano y la treonina, el aumento de
los mismos tiene una gran relevancia para comunidades con fuerte dependencia de este
cereal como alimento béasico, asi como para la nutricion de animales monogastricos
(Vivek et al., 2008, Diaz Coronel et al., 2009). En su gran mayoria los estudios
relacionados con el incremento de lisina y triptéfano se han basado en comprender los
mecanismos genéticos y fisioldgicos asociados a la mutacion opaco-2 y a la introgresion
de dicha mutacion en diversos fondos genéticos. Sin embargo existe escasa informacién
acerca del papel que desempefia la diversidad alélica a nivel del locus sobre la variacion
fenotipica de dichos caracteres.

El sistema de separacion empleado en este trabajo permitié distinguir
polimorfismos en las poblaciones evaluadas para los tres marcadores asociados al locus
Opaco-2. El contenido de informacién polimdrfica brinda informacion sobre los loci
SSR utilizados y su potencial para detectar diferencias entre los materiales evaluados,
basados en su relacion genética. Los marcadores umc1066 y phi057, con valores de
0,35 y 0,43 respectivamente, se consideraron moderadamente informativos (0,25 < PIC
> 0,5) para las poblaciones analizadas segun la clasificacion propuesta por Botstein et
al. (1980). En cambio, phill2, con un valor de 0,52, fue clasificado como muy
informativo (PIC > 0,5). En este sentido, Senior et al. (1998) y Xia et al. (2000)
reportaron valores de PIC de 0,45 y 0,83 para phill2; Bantte y Prasanna (2003),
Morales et al. (2010), Ruiz Ronquillo (2011) y Nikhou et al. (2013) encontraron valores
de 0,08, 0,69, 0,59 y 0,78 respectivamente para el locus phi057; y Bhatnagar (2004),
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Enoki et al. (2002), Bonamico et al. (2004) y Nguyen et al. (2012) y Nagy et al. (2009)
presentaron valores de 0,06, 0,49, 0,53 y 0,56 y 0,80 para umc1066. Las diferencias
entre estos trabajos pueden ser atribuidos principalmente a diferencias en el tamafio de
la muestra y la base genética de la poblacion analizada en cada estudio (Morales et al.,
2010). Los valores extremadamente bajos informados por Bantte y Prasanna (2003) y
Bhatnagar (2004) estarian asociados a la naturaleza del germoplasma evaluado,
teniendo en cuenta que en ambos casos se utilizaron lineas QPM que han sufrido una
gran presion de seleccion para esta region gendmica. Por su parte, los valores altos
detectados por Xia et al. (2000) para el locus phill2 se explican por la gran diversidad
del germoplasma evaluado (57 lineas y 7 poblaciones provenientes del CIMMYT) vy al
gran tamafio muestral (48 individuos por poblacion).

El cebador phil12 amplifico un total de 3 alelos con peso molecular de 139, 158
y 164 pb. Estos rangos (pb) coinciden con los obtenidos por otros autores. Senior et al
(1998) revelaron para este locus la presencia de 5 alelos con fragmentos que varian de
136 a 160 pb en 94 lineas provenientes de la coleccion de germoplasma de USA. En
tanto que Xia et al (2000) informaron la presencia de 13 bandas de diferente peso
molecular en un rango de 136 a 175 pb en 57 lineas y 7 poblaciones provenientes del
CIMMYT. Las lineas QPM utilizadas en el presente trabajo, T165 y T161, amplificaron
bandas de 139 y 158 pb respectivamente (Tabla 3.8 y 3.9). Numerosos estudios de
seleccion asistida por marcadores (MAS) reportaron la presencia de polimorfismo de
tipo dominante (presencia/ausencia) entre lineas normales y QPM (Moura Duarte, 2004;
Babu et al., 2005, Danson et al., 2006; Ignjatovic-Micic et al., 2009; Dang, 2010),
donde la ausencia de un fragmento aproximado de 150-160 pb en los productos de
amplificacion de las lineas QPM las diferencia claramente de las variantes normales.
Sin embargo y tal como ocurre en el presente trabajo, existen evidencias que indican
que en distintas genealogias del germoplasma de maiz del CIMMYT, hay lineas 0202
que presentan bandas para este marcador (Vivek et al., 2008). Esto es sustentado
también por lo obtenido por Yang et al. (2004) quienes encontraron al menos 4 alelos
para este locus, un alelo dominante (174 pb aproximadamente) y 3 recesivos (un alelo
nulo y dos alelos recesivos con deleciones de 1 y 15 pb con respecto al alelo
dominante). La falta de productos de amplificacion en ciertas lineas QPM podria estar
asociada con mutaciones en esta region que interfieren con la amplificacion de los
microsatélites (YYang et al., 2004).

Tabla 3.9. Rangos alélicos reportados para los marcadores SSR asociados al locus Opaco-2 en
diferentes fuentes de germoplasma.

phil12 umc1066 phi057

Normal QPM Normal QPM Normal QPM

Moura Duarte, 2004 165 alelo nulo 138,150y 156 138 | 150, 156y 165 165
Yang et al., 2004 174 alelo nulo, 159y 173 160-170 150 178 180y 184

Babu et al., 2005 150 alelo nulo 160-170 150 160 170

Danson et al., 2006 136y 160 alelo nulo 134 134 159 165

Ignatovic-Micic et al., 2009 | 150-160 alelo nulo banda mayor | 150 banda menor 170

Presente trabajo * 139, 158, 164 137, 148, 154, 160 154, 159, 163

* Alelos encontrados en los materiales evaluados (16 poblaciones locales de maiz, 3 testigos comerciales y 2 lineas QPM). En
negrita se resaltan las bandas obtenidas por los testigos QPM.

El marcador phi057 reveld la presencia de 3 alelos de 154, 159 y 163 pb en las
poblaciones evaluadas. Las lineas QPM utilizadas en el presente trabajo, T165 y T161,
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amplificaron bandas de 159 y 163 pb, respectivamente. Estos resultados se
corresponden con los reportados por Dang (2010) que encontré productos de 155 pb
para el alelo O2 y fragmentos entre 160-170 pb para el alelo 02. En tanto que Yang et
al. (2004) detectaron 3 alelos de mayor peso molecular (entre 178 y 184 pb), un alelo
02 de 178 pb y dos alelos 02 de 180 y 184 pb.

Para el locus umc1066 se encontraron 4 alelos de 137, 148, 154 y 160 pb. En
diferentes fuentes de germoplasma se han informado la presencia de 3 alelos
(Bhatnagar, 2004; Bonamico et al., 2004; Vaz Patto et al., 2008), 4 alelos (Nguyen et
al., 2012) y 5 alelos (Enoki et al., 2002; Nagy et al., 2009) que variaban entre 138 y 158
pb. Estos datos coinciden, en lineas generales, con los aqui presentados. Los testigos
QPM utilizados (T161 y T165) resultaron monomorficos para este marcador,
amplificando un producto de 137 pb (Tabla 3.8 y 3.9). Diversos autores reportan bandas
de 150 pb en materiales QPM y fragmentos mayores (entre 160 y 170) para los no QPM
(Yang et al., 2004; Babu et al., 2005; Ignjatovic-Micic et al., 2009; Kostadinovic et al.,
2014). Sin embargo, en ciertos casos la utilizacion de los marcadores umc1066 y phi057
no ha permitido la diferenciacién de linajes normales y QPM (Moura Duarte, 2004;
Danson et al., 2006) (Tabla 3.8 y 3.9). La secuenciacion de alelos amplificados por el
cebador umc1066 en dos linajes normales y una linea QPM revela diferencias en el
namero de repeticiones del microsatélite GCCAGA. La deteccion del mismo alelo (pb)
en lineas normales y QPM sugiere que la delecion observada en estos linajes no afecta
la actividad del gen (Moura Duarte, 2004).

El andlisis de los marcadores SSRs asociados al locus Opaco 2 evidencié que
dentro las poblaciones locales evaluadas existian genotipos que presentaban el mismo
patron de amplificacion que las lineas QPM utilizadas como testigos. Sin embargo al no
existir informacion certera acerca del origen de los materiales locales y/o su relacion
con los testigos QPM utilizados, no es posible afirmar con certeza que dichos alelos
presentes en el germoplasma local corresponderian al alelo recesivo 02. Para ello, es
necesaria la realizacion de estudios adicionales de heredabilidad y mapeo que permitan
medir el grado de correlacion entre materiales con ciertos patrones alélicos y su
contenido de lisina y tript6fano a nivel bioquimico.

El anélisis de diversidad genética a nivel de los locus phill2, umc1066 y phi057
en poblaciones locales de maiz de la provincia, representativas de diferentes formas
raciales y tipos de endosperma permitié poner en evidencia la existencia de variabilidad
alélica asociada al locus Opaco-2 en el germoplasma local. La caracterizacion de dicha
variabilidad permitird sentar las bases para estudios mas profundos como el disefio de
estrategias de mapeo y desarrollo de marcadores dirigidos a regiones de interés
polimérficas. Por otra parte, la secuenciaciéon del gen en poblaciones locales del NEA
permitira establecer si las variantes alélicas detectadas en el presente trabajo se
corresponden con lo reportado en la literatura o si son variantes nuevas.

3.5. CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos en este capitulo y discutidos en la seccion
precedente se puede concluir que:

Las poblaciones locales evaluadas mostraron diferencias significativas para
concentracion de proteina, aceite, almidon y perfil de acidos grasos (acido oleico,
linoleico y linolénico), evidencidndose materiales con un desempefio superior o igual a
los testigos comerciales utilizados. El analisis de diversidad genética a nivel de los locus
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phill2, umcl1066 y phi057 puso en evidencia la existencia de variabilidad alélica a nivel
del locus Opaco-2 en el germoplasma local.

El potencial observado en el germoplasma nativo para los caracteres de calidad
evaluados sugiere cierta ventaja comparativa en la alimentacion humana y animal,
pudiendo ser de gran utilidad en futuros programas de mejoramiento. Teniendo en
cuenta que no existe informacion previa para caracteres de calidad nutricional en el
germoplasma local, ni trabajos previos de seleccion para dichos caracteres, los
resultados obtenidos proveen informacion valiosa para su utilizacion futura en
programas de mejoramiento centrados en la mejora de estos caracteres. Sin embargo al
tratarse de resultados obtenidos en un ambiente y condicién de manejo particular, seria
conveniente extender la evaluacion a nuevos ambientes y condiciones de manejo. Esto
permitira aumentar la eficiencia de seleccion de las poblaciones, identificar materiales
con adaptacion a nichos especificos o a zonas mas amplias y generar informacion para
el ajuste y validacion de protocolos de produccidn que permitan expresar ademas del
potencial agrondmico una mayor calidad definida en funcion de la demanda.



CAPITULO 4

CALIFICACION DE LOS MATERIALES EN BASE
A CARACTERES AGROMORFOLOGICOS Y DE

CALIDAD NUTRICIONAL
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4.1. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays, L.) presenta elevada variabilidad genética, contenida en sus
numerosas razas locales. La provincia de Misiones es el segundo centro de variabilidad
genética del norte argentino con al menos 14 razas nativas de maiz identificadas
(Cémara Herndndez & Miante Alzogaray, 2003; Melchiorre et al., 2006; Bracco et al.,
2012, 2013; Camara Hernandez et al., 2012). Las mismas han sido mantenidas y
mejoradas mediante précticas agricolas tradicionales por comunidades de la etnia
Guarani y pequefios agricultores de subsistencia. Presentan una gran adaptacion al
ambiente natural y antropoldgico en el que se desarrollaron (Esquinas Alcazar, 1987;
Maxted et al., 1997), su valor potencial reside en genes de resistencia a enfermedades y
plagas, calidad nutritiva y adaptacién a condiciones ambientales cambiantes (Ruiz de
Galarreta Gomez, 1993; Araujo y Nass, 2002). Representan una fuente de caracteristicas
importantes para la adaptacion local, la estabilidad econdmica y la sostenibilidad del
agricultor (Mwololo, 2010).

Actualmente, el corrimiento de la frontera agricola, la sustitucion por cultivares
comerciales mas productivos y la pérdida de costumbres y tradiciones asociadas a su
uso representan una seria amenaza para las variedades nativas de la region (Bravo,
2004; Camara Hernandez y Arancibia de Cabezas, 2007, Bracco et al., 2012, 2013). De
esta manera a menos que se realicen acciones tendientes a la defensa y recuperacion del
germoplasma autdctono, estas reservas genéticas se irdn erosionando con el paso del
tiempo.

El desarrollo de estrategias eficientes de conservacion y utilizacion de los
recursos fitogenéticos requiere de lineas de investigacion que aseguren los
conocimientos necesarios para el mantenimiento de la variabilidad existente en las
poblaciones naturales (Pezoa, 2001; Seguel Benitez, 2001). Las tareas de
caracterizacion 'y evaluacion comprenden aspectos morfolégicos, agronémicos,
bioquimicos y moleculares, y varian segln la especie, el tipo de germoplasma y la
finalidad de la investigacion (Mohammadi y Prassanna, 2003; Clausen et al., 2008;
Pefialoza et al., 2010). La evaluacion simultdnea de los mismos permite una medicion
mas precisa de las diferencias entre poblaciones, asi como una evaluacion rapida de su
potencial para el mejoramiento. Sin embargo, la descripcién de multiples caracteres
puede llevar a problemas en el analisis e interpretacion de los resultados (Brandolini y
Brandolini, 2001).

En este sentido, las técnicas multivariadas son herramientas muy utiles para
caracterizar germoplasma ya que permiten describir y/o agrupar un conjunto de entradas
teniendo en cuenta varios caracteres en forma simultanea, proporcionando un resumen
sintético de las variables mas relevantes y estableciendo las relaciones existentes entre
las mismas. De esta manera las poblaciones evaluadas pueden ser facilmente utilizadas
por los fitomejoradores (Bramardi, 2000; Ruiz de Galarreta y Alvarez, 2001; Rojas,
2003). Las técnicas multivariadas mas utilizadas para la caracterizacion de poblaciones
locales de maiz son el Analisis de Componentes Principales (ACP), el Anélisis de
Coordenadas Principales (ACooP) y el Analisis de Cluster (Hidalgo, 2003; Mohammadi
y Prassanna, 2003; Defacio, 2009). Cuando se trabajan con variables de diferente
naturaleza (cualitativa, cuantitativa, molecular) el Andlisis de Procrustes Generalizado
(APG) es una metodologia que permite analizar toda la informacion en conjunto sin
pérdida de informacion por transformaciones o adecuacién de variables. Es una técnica
muy utilizada en evaluaciones de datos agromorfologicos y moleculares en forma
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conjunta (Bramardi et al., 2005; Defacio et al., 2006, 2007; Lopes et al., 2006; Costa
Tartara et al., 2011; Grandon et al., 2013).

La caracterizacion de razas locales de maiz de la provincia de Misiones es
sumamente escasa. Estudios previos indican la presencia de altos niveles de diversidad
genética en el germoplasma local (Melchiorre et al. 2006; Bracco, 2012; Bracco et al.,
2012, 2013). Sin embargo hasta el momento existen pocos trabajos que analicen
aspectos de la diversidad genética a traves de marcadores agromorfoldgicos,
moleculares y de calidad nutricional. En este sentido, Bracco et al. (2012, 2013) al
evaluar 12 razas locales de maiz procedentes de comunidades aborigenes de la etnia
Guarani del norte de la provincia determinaron la presencia de dos acervos génicos
principales (reventadores y harinosos) con un alto grado de diversidad y diferenciacion
entre las poblaciones evaluadas. En tanto que Melchiorre et al. (2006) al evaluar
poblaciones nativas del NEA a través de caracteres morfologicos, fenoldgicos y
reproductivos reportaron una clara diferenciacion de estos acervos en base a la longitud
del ciclo y caracteres morfoldgicos asociados (altura de planta, nimero de hojas, etc.).

En este capitulo, se analiz6 la diversidad genética existente en poblaciones
locales de maiz de la provincia de Misiones, a través de caracteres agromorfolégicos y
de calidad nutricional. Este estudio permitira determinar las caracteristicas diferenciales
de las razas locales, aportar al conocimiento del estado y evolucion de la diversidad
genética local, generando herramientas y capacidades para el manejo, conservacion y
aprovechamiento de germoplasma nativo. Los objetivos del mismo fueron: i) agrupar
las poblaciones locales evaluadas por métodos de taxonomia numérica, ii) caracterizar y
elegir las variables agromorfoldgicas y de calidad nutricional que mejor explican la
variacion existente, iii) evaluar la diversidad genética de las poblaciones locales de maiz
colectadas, y iv) identificar poblaciones o grupos de poblaciones con valor promisorio
para el mejoramiento y/o uso directo.

4.2. MATERIALES Y METODOS

42.1. CLASIFICACION DE LAS POBLACIONES EN FUNCION DE
CARACTERES AGROMORFOLOGICOS

La caracterizacion de poblaciones en base a variables agromorfologicas
cuantitativas se llevé a cabo mediante la técnica de ACP. La matriz de datos fue
estandarizada (media=0 y varianza=1), los CP fueron calculados a partir de la matriz de
correlaciones entre los caracteres. Para determinar el nimero adecuado de CP se
tuvieron en cuenta la proporcion de la variacion explicada por cada uno, la variancia
total acumulada y la interpretacion bioldgica de los valores. La interpretacion visual de
los resultados se obtuvo mediante la construccion de un gréafico bidimensional,
utilizando los dos primeros CP. Para obtener una mejor claridad en la interpretacion de
los resultados, un Arbol de Minima Distancia (MST) originado de la matriz de
distancias Euclideas, obtenida a partir de los datos cuantitativos estandarizados, fue
superpuesto sobre el grafico del ACP. Otra tecnica que permite observar el
agrupamiento de las poblaciones es el Andlisis de Claster. EI mismo se baso en la
matriz de distancias Euclideas estandarizadas y el método de encadenamiento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages). Los analisis fueron
llevados a cabo usando el software estadistico Infostat Version 2012 (Di Rienzo et al.,
2012).
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4.2.2. CLASIFICACION DE POBLACIONES EN BASE A CARACTERES DE
CALIDAD NUTRICIONAL

La caracterizacion de las poblaciones en base a parametros de calidad nutricional se
llevo a cabo mediante la aplicacion de técnicas de Analisis Multivariado previamente
descriptas en el apartado 4.2.1.

4.2.3. CLASIFICACION DE LAS POBLACIONES EN BASE A CARACTERES
AGROMORFOLOGICOS Y DE CALIDAD NUTRICIONAL EN FORMA
CONJUNTA

Al caracterizar a las poblaciones con distintos tipos de variables se obtienen
diferentes configuraciones complementarias entre si. Para evaluarlas en forma conjunta
sin pérdida de informacion, se utilizo la técnica de APG.

Dado que las variables son de diferente naturaleza, fue necesario extraer las
coordenadas apropiadas para cada conjunto de datos. Para las variables morfoldgicas
cualitativas se realizé un ACooP, utilizando una extension del coeficiente de similaridad
de Emparejamiento Simple, guardandose los ejes resultantes. La definicion de este
coeficiente s;; es el nimero de caracteres en comdn a las entradas ; y j, dividido por el
numero total de caracteres. Para las variables cuantitativas (agromorfoldgicas y de
calidad) se realiz6 un ACP sobre las variables estandarizadas, conservandose los ejes
resultantes. Para las variables moleculares, se utilizo la distancia de Prevosti (Prevosti,
1974, citado por Wright, 1978), calculada como:

[
dij = _Z|xik — ;|
Pzt

Donde dj es la distancia entre el elemento ; y j, , es el nimero total de bandas y
Xik Y Xjx representan la frecuencia relativa de presencia de la banda k. La matriz de
distancia genética se sometié a ACooP y se guardaron los ejes resultantes.

A partir de la matriz de datos obtenida de las coordenadas resultantes en los
andlisis de los distintos tipos de datos en forma separada se calculd la matriz de
consenso Yy la dispersién de los datos respecto a ésta. La representacion grafica se
realiz6 en el plano con dos ejes. En la misma se observaron los valores de dispersion de
los datos cuantitativos, cualitativos y moleculares de cada poblacion, unidas a su
respectivo valor consenso por vectores. Un MST originado de las dos primeras
coordenadas del APG fue superpuesto en el gréafico observandose mas claramente la
formacion de grupos.

El dendrograma obtenido del Analisis de Cluster a partir de las dos primeras
coordenadas del APG vy utilizando el método de encadenamiento UPGMA se utilizd
para corroborar el agrupamiento obtenido a partir del APG.

Los analisis fueron llevados a cabo usando el software estadistico Infostat
Version 2012 (Di Rienzo et al., 2012).
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4.3. RESULTADOS

43.1. CLASIFICACION DE LAS POBLACIONES EN FUNCION DE
CARACTERES AGROMORFOLOGICOS

A partir de la matriz de correlaciones se realiz6 un ACP sobre los valores
medios obtenidos por poblacion. Para explicar la variabilidad encontrada se utilizaron
los CP que presentaron un valor eigen mayor que 1. Los primeros cinco CP explicaron
88% de la variabilidad total encontrada entre los genotipos (Tabla 4.1).

En particular, el primer CP, que explica el 55% de la variacion total, mostré una
correlacion fuerte con caracteres de ciclo (GDUF, ASI, GDMF), caracteres vegetativos
(ALTPL, ALTMZ, INS, NH, DT, AHE, AHB), rendimiento y sus componentes (DMZ,
GHIL, P1000, REND, PROL), caracteres de grano (LGR, GGR) y porcentaje de
quebrado (Tabla 4.2). Los atributos INS, GGR, PROL y PORQ mostraron una
asociacion negativa con esta CP (Tabla 4.2). Es decir que poblaciones con altos valores
en la CP1 tienen un ciclo de crecimiento mas largo, mayor porte y area foliar y mayores
rendimiento y peso de mil granos.

El segundo CP, que explicé el 13%, estuvo asociado positivamente con LMZ y
AGR, y negativamente con NHIL y DMZ. De esta manera, poblaciones con valores
altos en esta componente, se caracterizaron por presentar mazorcas largas de menor
diametro con granos anchos y menor namero de hileras.

Tabla 4.1. Valores propios y proporcion de varianza explicada en el analisis de Componentes
Principales para los caracteres agromorfoldgicos de poblaciones locales de la provincia de
Misiones.

Proporcion de la varianza

Componentes | Valores total explicada

Principales propios
Absoluta Acumulada

(%) (%)

1 13,32 55,0 55,0
2 3,08 13,0 68,0
3 2,27 9,0 78,0
4 1,43 6,0 84,0

1,03 4,0 88,0
6 0,87 4,0 92,0
7 0,65 3,0 94,0
8 0,40 2,0 96,0
9 0,26 1,0 97,0

10 0,23 1,0 98,0
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Tabla 4.2. Correlacion con las variables originales y proporcién de varianza explicada por cada
variable original sobre los cinco primeros Componentes Principales en la caracterizacion
agromorfolégica de poblaciones locales de maiz de la provincia de Misiones.

Variable

GDUF
GDUM
ASI
GDMF
ALTPL
ALTMZ
NH
INS
DT
LMZ
bDMZ
NHIL
GHIL
AGR
LGR
GGR
AHB
AHE
P1000
REND
PMAR
PORQ
PORV
PROL

0,92
0,93
0,81
0,95
0,87
0,92
0,93
-0,94
0,84
-0,15
0,74
0,47
0,62
0,08
0,86
-0,75
0,77
0,86
0,60
0,77
-0,53
-0,60
0,37
-0,65

Componentes Principales

2
0,24
0,21
0,29
0,06
0,23
0,20
0,23
-0,13
0,21
0,79
-0,53
-0,71
0,25
0,59
-0,42
0,33
0,09
0,40
0,07
-0,24
0,35
0,32
-0,02
0,36

3
0,22
0,14
0,38
-0,05
0,10
0,08
0,13
-0,06
0,17
-0,28
-0,20
0,24
-0,22
-0,66
-0,17
-0,06
0,01
0,17
-0,63
-0,48
0,29
0,25
0,68
0,18

4
0,001
-0,01
0,02
-0,04
-0,09
-0,08
-0,11
0,05
-0,08
0,27
-0,27
-0,19
0,63
-0,30
-0,04
-0,41
0,16
-0,14
-0,38
0,01
-0,48
-0,31
-0,03
0,21

5
-0,06
-0,12
0,10
-0,05
-0,05
-0,04
-0,11
0,09
-0,03
0,22
0,10
0,26
0,28
-0,25
0,03
0,002
0,43
0,09
-0,09
0,22
0,43
0,37
-0,31
-0,19

En negrita se muestran las correlaciones mas importantes.

Proporcién de
la varianza
0,956
0,943
0,895
0,913
0,830
0,901
0,959
0,915
0,786
0,846
0,951
0,886
0,971
0,943
0,947
0,843
0,812
0,956
0,914
0,929
0,903
0,758
0,697
0,665

El tercer CP explica el 9% de la variabilidad total encontrada y se correlaciono

positivamente con el PORV y negativamente con AGR, P1000 y REND. En tanto que la

CP4 (6% de la variabilidad) se encontré asociada principalmente en forma positiva con
GHIL y en forma negativa con PMAR y GGR. La quinta CP se correlacion6
positivamente con AHB, PMAR y PORQ.

La representacion de las poblaciones en el plano principal (Figura 4.1) se realizo
mediante las dos primeras CP, las que juntas representan un 68% de la variabilidad total
del sistema. Con las mismas se diferenciaron siete grupos que reflejaron diferencias de
rendimiento y sus componentes, longitud y sincronia del ciclo y desarrollo vegetativo

(Tabla 4.3):

e Grupo 1: grupo extremo, constituido por una sola poblacién de tipo harinoso
(P17), caracterizado por registrar el ciclo mas precoz y sincronico, menor porte y
area foliar y rendimientos bajos. Presentdé ademas, mazorcas largas y finas con
bajo nimero de hileras y granos pequefios y livianos.
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e Grupo 2: comprendio cuatro poblaciones de tipo harinoso (P1, P2, P3 y P16),
bajos rendimientos y peso de mil, ciclo corto, plantas bajas, mayor prolificidad,
alta proporcion de marlo y mayor porcentaje de quebrado.

e Grupo 3: comprendio los dos testigos actuales (T18 y T20), caracterizado por
ciclos cortos y sincronicos, plantas bajas, valores intermedios-altos de
rendimiento y sus componentes.

e Grupo 4: formado en su mayoria por poblaciones del BAG (P10, P11, P13, P14
y P15). Registro valores intermedios a altos de rendimiento y sus componentes,
desarrollo vegetativo y ciclo.

e Grupo 5: formado por una poblacion de granos harinosos (P12) cuya
caracteristica principal es la produccién de mazorcas muy largas con menor
namero de hileras y granos anchos. Ademas presentd valores intermedios de
rendimiento y sus componentes y también de los caracteres fenologicos y
vegetativos. Este grupo también registr6 mayor prolificidad, proporcion de
marlo y porcentaje de quebrado.

e Grupo 6: grupo formado por una poblacion (P7) que se caracterizo
principalmente por presentar las mazorcas de mayor diametro y nimero de
hileras, con granos largos y finos. Plantas muy altas de gran &rea foliar, ciclo
muy largo y asincronico y es la poblacién con mayores rendimientos.

e Grupo 7: en este grupo se ubicaron cuatro poblaciones pertenecientes a
pequefios productores, derivadas de la colecta actual (P5, P6, P8, P9) y el testigo
antiguo (T19). Es un grupo extremo, que comprendio las poblaciones mas altas,
de ciclo muy largo y asincrénico, con mayores rendimientos y peso de mil
granos.
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Figura 4.1. Andlisis de Componentes Principales de variables agromorfoldgicas en poblaciones
locales de maiz de la provincia de Misiones. Colecta actual: 1 (Catete oscuro), 2 (Avati moroti
ti), 3 (Avati moroti mita), 5 (Dentado amarillo marlo fino), 6 (Dentado amarillo), 7 (Cravo), 8
(Semidentado), 9 (Semidentado), 10 (Dentado blanco). Materiales del BAG: 11 (Dentado
amarillo), 12 (Avati moroti), 13 (Dentado blanco), 14 (Cravo), 15 (Tuzén), 16 (Avati moroti ti),
17 (Avati moroti mitd). Testigos: 18 (Leales 25 plus), 19 (Centralmex) y 20 (Santa Helena
5090).

Los grupos descriptos presentaron la misma conformacion a los obtenidos en el
dendrograma resultante del analisis de claster (Figura 4.2). Las caracteristicas
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principales de los grupos son presentados como valores medios dentro de cada grupo en
la Tabla 4.3.

La clasificacion de las poblaciones en base a caracteres fenoldgicos,
morfolégicos y agrondmicos, permitié mostrar una separacion de las mismas basada en
el origen, textura del endosperma y la fecha de colecta de los materiales (Figura 4.1).

Los grupos 1y 2 correspondieron a materiales de tipo harinoso pertenecientes a
comunidades originarias, caracterizados por ciclos cortos, portes y rendimientos bajos,
mazorcas largas y finas, con bajo nimero de hileras. De estos materiales, la poblacion
(P17) mostré una clara separacion en cuanto a precocidad, altura y rendimiento con
respecto a las deméas poblaciones de este origen, y con respecto a su homologo actual
(P3).

El grupo 3 reuni6 a los testigos actuales de grano cristalino, que compartieron
con los grupos antes citados el menor porte de planta y la menor longitud del ciclo pero
con una clara diferenciacion en cuanto a rendimiento.

Tabla 4.3. Media de los caracteres agromorfoldgicos para los cinco grupos resultantes de la
clasificacion.

Grupo
Variable
1 2 3 4 5 6 7
GDUF 907,48 | 1137,70 | 1037,15 | 1213,03 @ 1326,23 | 1290,20 | 1286,78
GDUM | 867,38 | 1061,64 | 1000,05 | 1113,79 | 1172,18 | 1154,33 | 1166,38
ASI 40,08 76,08 37,13 99,23 154,08 135,83 120,39
GDMF | 1290,37 | 1427,16 | 1457,34 | 1529,86 | 1584,08 | 1557,00 | 1586,82
ALTPL 163,58 193,00 164,44 207,75 208,40 233,30 234,77
ALTMZ 77,43 106,83 87,32 124,77 124,75 142,50 146,49
INS 2,20 1,87 1,93 1,71 1,68 1,70 1,64
DT 16,89 18,87 18,18 20,46 21,35 21,00 21,06
NH 13,55 16,27 15,25 17,75 18,40 18,10 18,47
Lmz 15,58 14,41 14,67 13,91 15,80 12,63 1491
DMz 30,60 34,84 43,98 44,11 37,38 48,50 43,75
NHIL 10,75 11,67 14,64 14,69 13,28 19,38 13,17
GHIL 29,35 29,97 29,84 30,50 30,90 31,43 34,50
AGR 8,38 8,55 8,81 8,40 8,78 7,28 8,91
LGR 8,53 9,55 10,52 11,48 9,58 12,50 12,00
GGR 4,73 4,30 4,48 4,02 4,60 3,73 3,86
AHB 90,97 112,71 107,90 140,88 142,65 155,27 159,31
AHE 381,37 | 488,12 417,01 566,03 678,96 583,64 614,81
P1000 159,93 163,14 184,07 189,39 171,20 162,75 212,24
REND | 2125,01 | 2331,66 | 3577,24 | 3326,55 | 2993,97 | 3652,51 | 3918,99
PMAR 29,15 23,99 22,79 23,07 26,10 23,20 22,24
PORQ 14,15 6,21 2,35 3,95 5,83 2,43 3,00
PORV 5,68 13,07 4,90 21,14 21,30 20,68 12,03
PROL 1,00 1,00 0,98 0,92 1,07 0,90 0,91
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Los demés grupos correspondieron a poblaciones provenientes de pequefios
productores separados entre si, por el tiempo de colecta (Grupo 4 y 7), tipo de grano
(Grupo 5) y o caracteristicas especiales de mazorca (Grupo 6). Estos grupos tendieron a
presentar ciclos mas largos, mayores ASI, gran desarrollo vegetativo, altos rendimientos
y peso de mil, mazorcas de mayor diametro, nimero de hileras y de granos por hilera.

Por su parte, las poblaciones conservadas en el BAG mostraron una tendencia a
presentar un comportamiento medio para las variables evaluadas, mientras que la
mayoria de las colectadas actualmente resultaron mas altas y con rendimientos
superiores (Figura 4.1).

Promedio (Average linkage)

Distancia: (Euclidea)
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Figura 4.2. Andlisis de cllster para variables agromorfoldgicas en poblaciones locales
de maiz de la provincia de Misiones, utilizando distancias Euclideas y método de
encadenamiento UPGMA.

4.3.2. CLASIFICACION DE POBLACIONES EN BASE A CARACTERES DE
CALIDAD NUTRICIONAL

Los primeros cuatro componentes principales (con valores propios mayores a 1)
explicaron el 82% de la variacion observada para los 13 caracteres de calidad analizados
(Tabla 4.4). El primer CP que contribuyo en 37% a la variacion total se relaciono con la
concentracion de almidon, proteina, acidos grasos oleico y linoleico y la relacién
AL/ALN y AOL/AL. El segundo CP que explicé el 19% de la variacion se correlaciono
principalmente con la concentracién de &cido palmitico, linolénico y con la relacion
IN:SAT. El tercer CP se relacion0 con la concentracion de amilosa, aceite y la relacion
AMI/AL, contribuyendo con un 15% a la varianza total. En tanto que el cuarto CP con
10% estuvo determinado principalmente por la concentracion de acido linolénico.

Las caracteristicas de calidad de las poblaciones se representaron en el plano
principal usando las primeras dos dimensiones (Figura 4.3), que juntas representan un
56% de la variabilidad total del sistema.
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Tabla 4.4. Andlisis de Componentes Principales para caracteres de calidad nutricional en
poblaciones locales de maiz de la provincia de Misiones. Valores propios, proporcién de la

varianza explicada, correlacion con las variables originales.

il Varianza total | Correlacion con las variables originales

alor
CP . Absoluta | Acumulada

e @) |PRO|ALM [AMI| AMIAL | ACE| PAL|EST |AOL| AL | ALN|AL/ALN|AOL/AL| INSAT
1 4,81 37,0 37,0 -0,54 0,76 0,08 -0,51 0,38 -0,34 0,49 0,89 -0,86 0,43 -0,79 0,91 0,15
2 2,46 19,0 56,0 0,07 0,18 -0,23 -0,35 -0,33 -0,74 -0,42 -0,24 0,40 0,57 -0,30 -0,26 0,86
3 1,97 15,0 71,0 -0,21 0,24 0,92 0,63 -0,58 -0,36 0,32 0,01 0,04 -0,21 0,11 0,02 0,20
4 1,36 10,0 82,0 -0,53 0,06 0,13 0,07 -0,08 0,39 0,01 -0,34 0,25 0,61 -0,40 -0,16 -0,40

PRO: proteina; AMI: amilosa; ALM: almidon; AMI/AL: proporcion amilosa-almidén; ACE: aceite; PAL: &cido palmitico; EST:
acido esteérico; AOL: &cido oleico; AL: &cido linoleico; ALN: &cido linolénico; AL/ALN: relacion &cido linoleico-linolénico;
AOL/AL: relacion écido oleico-linoleico; IN:SAT: relacion insaturados-saturados. En negrita se muestran las correlaciones
mas importantes.

El andlisis de componentes principales (Figura 4.3) y el andlisis de cllster
(Figura 4.4) permitieron identificar 8 grupos que reflejaron diferencias en el contenido
de almiddn y composicion de acidos grasos principalmente:

5,004

2,504

0,00

CP 2 (18,9%)

-2,504

-5,00-‘ . : i ,
-6,00 -3,00 0,00 3,00 6,00
CP 1 (37,0%)

Figura 4.3. Anéalisis de Componentes Principales para caracteres de calidad nutricional en
poblaciones locales de maiz de la provincia de Misiones. Para una mejor interpretacion del
grafico se incluye un Arbol de Minima Distancia (MST) que muestra las interdistancias
euclidianas entre poblaciones (longitudes de segmentos). Colecta actual: 1 (Catete oscuro), 2
(Avati moroti ti), 3 (Avati moroti mita), 5 (Dentado amarillo marlo fino), 6 (Dentado amarillo),
7 (Cravo), 8 (Semidentado), 9 (Semidentado), 10 (Dentado blanco). Materiales del BAG: 11
(Dentado amarillo), 12 (Avati moroti), 13 (Dentado blanco), 14 (Cravo), 15 (Tuzén), 16 (Avati
moroti ti), 17 (Avati moroti mitd). Testigos: 18 (Leales 25 plus), 19 (Centralmex) y 20 (Santa
Helena 5090).
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Promedio (Average linkage)

Distancia: (Euclidea)
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Figura 4.4. Andlisis de clUster para variables de calidad nutricional en poblaciones locales de
maiz de la provincia de Misiones, utilizando distancias Euclideas y método de encadenamiento
UPGMA.

Grupo 1: formado por dos materiales semidentados (P15 y T19), con altas
concentraciones de &cido linoleico, proteina y acidos grasos saturados (PAL y EST) y
una relacién AL/ALN muy desbalanceada. Este grupo presenta los valores méas bajos de
acido oleico y almidon.

Grupo 2: formado por tres poblaciones de tipo dentado (P5, P6, P10), una
harinosa (P17) y los dos testigos cristalinos (T18 y T20). Este grupo se caracterizé por
presentar valores intermedios-altos de &cido linoleico, proteinas y de la proporcion
IN:SAT, y bajos para el resto de los caracteres evaluados.

Grupo 3: formado por las poblaciones P9, P11 y el testigop QPM (T21). Se
caracteriz6 por valores medios-altos de acidos grasos saturados y valores medios de
proteina y acido oleico.

Grupo 4: integrado por una poblacion semidentada (P8) caracterizada por
presentar una alta proporcion IN:SAT, altas concentraciones de &cido linolénico,
intermedios de proteina, acido oleico y linoleico y almidon.

Grupo 5: formado por dos poblaciones harinosas (P1 y P3), que presentaron altas
concentraciones de &cido linolénico y almidén, valores intermedios-altos de acido
oleico, medios de aceite, bajos de proteina y acido linoleico, y una relacién IN:SAT alta.

Grupo 6: grupo intermedio en cuanto a la composicion de &cidos grasos
saturados-insaturados y acido linolénico, con valores medios-altos de almiddn y acido
oleico. La concentracion de proteina y acido linoleico fue de tipo intermedio-bajo. En
este grupo se ubicaron las poblaciones harinosas P2, P16 y las dentadas P7 y P14.

Grupo 7: conformado por una poblacion de tipo dentada (P13) caracterizada por
altas concentraciones de acidos grasos saturados (PAL y EST) y valores medio-altos de
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almidon y &cido oleico. Esta poblacion presenta valores bajos de proteinas y acido
linoleico.

Grupo 8: formado por una poblacion de endosperma harinoso (P12) la cual se
diferencid del resto por presentar las mayores concentraciones de almidén y &cido
oleico y las menores concentraciones de proteinas y acido linoleico, presentando valores
medios para aquellas caracteristicas relacionadas con la segunda CP.

4.3.3. CLASIFICACION DE LAS POBLACIONES EN BASE A CARACTERES
AGROMORFOLOGICOS Y DE CALIDAD NUTRICIONAL EN FORMA
CONJUNTA

A fin de analizar la variabilidad con los distintos tipos de datos en forma
conjunta, se utilizo la técnica de APG. La Figura 4.5 muestra el ordenamiento consenso
obtenido a partir de las coordenadas resultantes de los analisis de los datos cualitativos,
cuantitativos (agromorfoldgicos y de calidad nutricional) y moleculares. Para facilitar la
conformacion de los grupos y realizarlo en forma correcta se superpuso sobre el plano
de las dos primeras coordenadas un MST originado de la matriz de distancias euclideas
de las mencionadas coordenadas.

Configuracion de consenso
SC(ARM)=0,127

0,00

CP 2 (28,3%)

-0,30 . r : ,
-0,40 -0,23 -0,05 0,12 0,30

CP 1(38,4%)

Figura 4.5. Analisis de Procrustes Generalizado. Representacion puntos consenso entre
caracterizacion cualitativa, cuantitativa (agromorfoldgica y de calidad) y molecular. Para una
mejor interpretacion del grafico se incluye un Arbol de Minima Distancia (MST) que muestra
las interdistancias euclidianas entre poblaciones (longitudes de segmentos). Colecta actual: 1
(Catete oscuro), 2 (Avati moroti ti), 3 (Avati moroti mitd), 5 (Dentado amarillo marlo fino), 6
(Dentado amarillo), 7 (Cravo), 8 (Semidentado), 9 (Semidentado), 10 (Dentado blanco).
Materiales del BAG: 11 (Dentado amarillo), 12 (Avati moroti), 13 (Dentado blanco), 14
(Cravo), 15 (Tuzdn), 16 (Avati moroti ti), 17 (Avati moroti mitd). Testigos: 18 (Leales 25 plus),
19 (Centralmex) y 20 (Santa Helena 5090).

Los primeros tres componentes son responsables del 38,4, 28,3 y 10% de la
variacion total respectivamente. EI APG identifico claramente 4 grupos distintos (Figura
4.5). Mediante el dendrograma obtenido a partir de las distancias Euclideas con criterio
de encadenamiento UPGMA (Figura 4.6) se obtuvo la misma conformacion de los
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grupos que con el APG. Las caracteristicas principales de los grupos son presentados
como valores medios dentro de cada grupo en la Tabla 4.5:

Tabla 4.5. Media de los caracteres cuantitativos (agromorfologicos y de calidad) para los cuatro
grupos resultantes del Analisis de Procrustes Generalizado.

Grupo
Variable
1 2 3 4
GDUM 1003,45 | a 1130,57 b 1128,9 b | 1047,68 | ab
ASI 30,18 a 91,89 b 111,37 b 83,08 b
ALTPL 162,68 a 219,6 b 217,03 b 190,66 | ab
DMz 43,83 b 43,69 b 44,53 b 34,55 a
NHIL 14,88 b 13,48 ab 14,74 b 11,78 a
AGR 8,73 ab 9,02 b 8,4 a 8,55 ab
LGR 10,58 b 11,17 bc 11,87 c 9,38 a
GGR 4,6 o 4,17 ab 3,89 a 4,42 bc
P1000 188,45 | ab @ 203,39 b 193,38 | ab 163,94 a
REND 3851,54 | b | 3638,84 | b | 358518 | b 2407,6 a
PRO 11,47 ab 12,2 b 11,99 ab 11,33 a
ACE 3,86 a 4,45 b 4,81 b 4,96 b
AOL 29,93 a 35,52 ab 35,41 ab 37,02 b
AL 53,97 b 49,02 ab 48,13 ab 47 a
ALN 0,87 b 0,7 a 0,76 ab 0,87 b
AL/ALN 62,2 ab 71,99 b 64,03 ab 54,14 a
AOL/AL 0,57 a 0,72 ab 0,74 ab 0,8 b

Para cada grupo, letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas con el Test de Tukey

Grupo 1: formado por el testigo hibrido de endosperma cristalino (T20),
caracterizado por presentar altos rendimientos, porte bajo, ciclo corto y sincrénico,
granos gruesos de color anaranjado, mayor concentracion de &cido linoleico y linolénico
y menores de aceite y acido oleico.

Grupo 2: integrado por dos testigos varietales (T18: cristalino y T19:
semidentado) y una poblacion local (P8) de endosperma semidentado que presentaron
altos rendimientos, pesos de mil granos, granos anchos y profundos y que comparten
caracteristicas de calidad tales como mayores concentraciones de proteina y aceite y
menores de &cido linolénico.

Grupo 3: constituido por 9 poblaciones locales (P5, P6, P7, P9, P10, P11, P13,
P14, P15) en su mayoria de textura dentada, caracterizadas por ciclos largos y
asincronicos, gran porte y altos rendimientos, con granos finos y profundos y valores
intermedios para la mayoria de los caracteres de calidad, excepto por las altas
concentraciones de aceite.

Grupo 4: incluyd 6 poblaciones locales (P1, P2, P3, P12, P16 y P17), todas ellas
de endosperma harinoso, con granos pequefios, dispuestos sobre mazorcas finas con
pocas hileras, bajos rendimientos y peso de mil. Mayores concentraciones de aceite,
acido oleico y linolénico y menores de proteina y acido linoleico.
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Figura 4.6. Analisis de Cluster para los valores consenso de la caracterizacion cualitativa,
cuantitativa (agromorfoldgica y de calidad) y molecular, utilizando distancias euclideas y el
método de encadenamiento UPGMA.

4.4. DISCUSION

4.4.1. CLASIFICACION DE LAS POBLACIONES EN FUNCION DE
CARACTERES AGROMORFOLOGICOS

Las primeras cinco componentes del ACP representan el 88% de la variacion
total, mientras que las CP1 y CP2 en conjunto explican 68% de la variabilidad
encontrada entre las poblaciones evaluadas. Resultados similares aunque levemente
inferiores son reportados por Gouesnard et al., 1997 (r = 51%), Brandolini y Brandolini,
2001 (r = 52%), Defacio, 2009 (r = 53%), N'Da et al., 2014 (r = 55%) al utilizar las dos
primeras CP para explicar la variabilidad encontrada al evaluar poblaciones locales de
maiz. El alto porcentaje de variacion total explicada por estas componentes en el
presente estudio sugiere que los caracteres utilizados mostraron una gran capacidad
discriminatoria de la coleccién de trabajo, resultando Utiles para la caracterizacion
agromorfoldgica de la misma. La diferencia con los resultados reportados por dichos
autores se relacionaria con el mayor nimero de poblaciones evaluadas en esos trabajos.

Las variables que mas influyeron en la separacién de las poblaciones fueron las
relacionadas con el crecimiento vegetativo, las variables fenoldgicas y los componentes
de rendimiento. Las poblaciones ubicadas en el lado positivo del CP1 tendieron a
presentar ciclos mas largos, mayor altura de planta y area foliar, mayores rendimientos
y peso de mil granos. En tanto que los valores mas altos del CP2 se asociaron con
poblaciones de mazorcas largas, menor nimero de hileras y granos anchos (Figura 4.1).
Los atributos que integraron las primeras dos componentes, ademas de explicar la
méaxima variabilidad entre las poblaciones evaluadas, son importantes para el
mejoramiento genetico ya que estan relacionadas con el rendimiento y sus componentes,
con la arquitectura de la planta y con la duracion del ciclo. Al evaluar poblaciones
locales de maiz de diferentes partes del mundo, Alika et al. (1993), Brandolini y
Brandolini (2001), Lucchin et al. (2003), Defacio (2009), Santa Rosa et al. (2012) y
N'Da et al. (2014) encontraron que las variables relacionadas con el ciclo, el porte de
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planta y el rendimiento y sus componentes son los caracteres que mas contribuyen a la
diferenciacion entre genotipos. El aporte de estas variables en la estructuracion de la
diversidad es un reflejo de la seleccion fenotipica directa o indirecta realizada por el
agricultor, basada principalmente en caracteres facilmente discernibles (fenoldgicos,
vegetativos y de mazorca). Esto se corresponde con lo descripto por Louette y Smale
(2000) y Bellon et al. (2002) en dos sistemas productivos de México.

La disposicion de los grupos en el grafico biplot delinea la presencia de un
continuo fenotipico en caracteristicas tales como ciclo, crecimiento vegetativo y
rendimiento y sus componentes. Esto refleja una progresion gradual en el nivel de
expresion de tales atributos a nivel de grupos, desde el méas precoz, con plantas mas
pequefias y menores valores de rendimientos (Grupo 1), hasta los més tardios, con
plantas de mayores porte y rendimiento (Grupos 6 y 7), pasando por los de expresion
intermedia (Grupos 2, 3, 4 y 5). Este patron de distribucion de la diversidad refleja el
largo proceso co-evolutivo de agricultores y sus cultivos y podria asociarse a los
factores reportados por Pressoir y Berthaud (2004) para explicar la diversificacion
fenotipica de maices nativos de los Valles Centrales de Oaxaca (México) tales como
flujo génico entre y dentro de localidades, diferentes practicas de manejo y distintas
estrategias de seleccion.

Por otra parte, pudo observarse que mientras que las poblaciones conservadas en
el BAG mostraron una tendencia a presentar un comportamiento medio para las
variables evaluadas, la mayoria de las poblaciones colectadas recientemente resultaron
mas altas, con ciclos mas largos y rendimientos superiores (Figura 4.1). Estas
diferencias podrian estar asociadas con el proceso de seleccion practicado por los
agricultores, con la sustitucién por materiales mejorados provenientes de otras regiones
y/o con la “contaminacién” con polen de variedades/hibridos modernos.

Por lo general, las poblaciones locales pasan de un agricultor a otro durante
generaciones. Muchas provienen de variedades antiguas, con introgresion de genes de
variedades y/o hibridos mejorados, siendo el origen de estas poblaciones, en la mayoria
de los casos, desconocido. La seleccidn usada es de tipo masal, centrada principalmente
en caracteres de la mazorca, con una presién de seleccion baja; no obstante, fue posible
observar una tendencia al aumento de la productividad en las colectas actuales. Por otra
parte, a pesar de que la seleccion se basa principalmente en estos caracteres, existe una
selecciéon indirecta de caracteristicas vegetativas dada la alta correlacion positiva
existente entre los componentes de rendimiento y la biomasa total producida durante el
ciclo del cultivo (Louette y Smale, 2000; Dreccer et al., 2003).

La avidez del agricultor por probar nuevos materiales ha llevado, en muchos,
casos al reemplazo de sus poblaciones locales por variedades mejoradas mas
productivas y, en otros, a la recombinacion consciente y/o inconsciente de ambos tipos
de poblaciones. La cercania geografica de las areas de produccion de Brasil, que
presenta ambientes con caracteristicas edafoclimaticas similares a las observadas en la
region y los estrechos vinculos de tipo familiar y social existente entre ambos paises han
llevado a una continua introduccion de numerosos hibridos o variedades mejoradas
provenientes de las zonas productivas limitrofes. Esta tendencia, sumada al manejo
tradicional practicado en chacras de escasas superficies (25 ha promedio), conduce a la
siembra en areas contiguas de materiales comerciales y poblaciones locales, sin barreras
fisicas ni temporales que permitan el aislamiento reproductivo. De esta manera, la



87

“contaminacion genética” causada por la dispersion de polen procedente de materiales
comerciales ha ocurrido y seguira ocurriendo.

La diferenciacion genética observada en las poblaciones procedentes de la
colecta actual (Grupo 6 y 7) con respecto a las colectas méas antiguas (Grupo 4) sugiere
cierto grado de erosion genética de estos materiales (Figura 4.1). Por su parte, la
asociacion del testigo antiguo (T19) con las poblaciones de tipo dentado y semidentado
de la colecta actual, sumado a los mayores valores absolutos de rendimiento, porte y
ciclo presentes en este grupo, sugieren cierto grado de introgresion genética de este u
otro material mejorado. Es importante recalcar que los materiales del BAG fueron
colectados en el afio 1977 y que la fecha de ingreso a la provincia de dicho testigo data
ya desde 1969. Por su parte los testigos actuales (T18 y T20) son de difusion posterior.

Una situacion similar puede observarse en el contexto productivo de los pueblos
originarios, donde la continua expansion y transformacion de la frontera agricola
comercial a expensas de sus territorios ocasiona importantes cambios estructurales y
funcionales en sus sistemas, implicando muchas veces el abandono de sus préacticas
culturales y/o productivas, lo que ocasiona un brusco cambio en su habito alimenticio
tradicional. Los que otrora disponian de vastas superficies, ricas en diversidad, aisladas
cultural y productivamente, hoy se ven expuestos a superficies cada vez mas reducidas,
menos diversas y mas susceptibles a la influencia de las costumbres y cultivos foraneos.
La adopcion de nuevas practicas, tales como la cria de aves, conduce a la incorporacion
de nuevos cultivares de maiz (dentados en su mayoria) mas adecuados para Su
alimentacion. Esto, sumado a la cercania de sus lotes de produccion de maiz con los de
otros productores locales, sin barreras de aislamiento espacial o temporal adecuadas,
conduce a cierto grado de contaminacion genética de estos materiales. Todo esto podria
contribuir a explicar la gran diferenciacion fenotipica observada al comparar las
poblaciones P17 y P3 correspondientes a la colecta antigua y reciente, respectivamente,
donde la P3 muestra un alargamiento del ciclo, un aumento del porte y del rendimiento.

Los resultados obtenidos realzan la importancia de complementar la
conservacion de recursos genéticos en el agroecosistema donde se desarrollaron (in situ)
con la realizada en bancos de germoplasma (ex situ). La primera en un sistema dinamico
que ayuda a mantener intacto el contexto técnico, social, cultural y ambiental en el que
estas poblaciones se desarrollaron (Lucchin et al., 2003), en tanto que la segunda
permite el resguardo de las variedades originales y el mantenimiento de variantes Gtiles
para mejoradores y/o agricultores.

Teniendo en cuenta que la introduccion de nuevos materiales y el flujo genético
entre campos es un proceso que seguira ocurriendo, la intensificacion de la presién de
seleccion sobre caracteres de mazorca y vegetativos podria mejorar las caracteristicas
agrondmicas de las variedades sin modificar drasticamente su diversidad.

4.4.2. CLASIFICACION DE POBLACIONES EN BASE A CARACTERES DE
CALIDAD NUTRICIONAL

El andlisis de componentes principales proporciond una caracterizacion
preliminar de la calidad nutricional de las poblaciones evaluadas. El agrupamiento de
las poblaciones se baso principalmente en las concentraciones de almidon y proteina y
en la composicién de acidos grasos. Las poblaciones se distribuyeron en los cuatro
cuadrantes del biplot (Figura 4.3) mostrando una gran variabilidad genética en la
composicion bioquimica de los granos. Diversos estudios sugieren la presencia de gran
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diversidad para estos parametros en diferentes fuentes de germoplasma (Pollak y Scott,
2005; Jaradat y Goldstein, 2013). El cultivo por afios de esas poblaciones en diferentes
localidades y bajo diferentes condiciones de manejo podrian haber contribuido a generar
las diferencias de composicion entre variedades (Osorno y Carena, 2008), al igual que
las correlaciones positivas 0 negativas con otras caracteristicas bajo seleccion, tales
como rendimiento, peso de mil granos, etc. (Jaradat y Goldstein, 2013).

Tanto el ACP como el andlisis de clister muestran una clasificacion preliminar
de los materiales en grupos de diversidad genética similar, de manera que el mejorador
puede visualizar las distancias genéticas entre las accesiones y decidir las mejores
variedades a ser seleccionadas basadas en los caracteres de importancia (Shegro et al.,
2013). Del mismo modo, puede proveer una indicacion preliminar de cuales genotipos
tienen una mayor probabilidad de tener éxito como parentales, disminuyendo el nimero
de combinaciones posibles a ser usadas en un programa de mejoramiento para esos
caracteres (Osorno y Carena, 2008). El siguiente paso deberd incluir el mejoramiento de
estos nuevos grupos de diversidad genética a través de seleccidn recurrente reciproca, lo
que permitird aumentar las respuestas heterdticas entre poblaciones. Ademas la
incorporacion del andlisis de otros atributos de calidad adicionales, tales como
contenido de carotenoides, tocoferoles y composicion de aminoacidos, reviste también
gran interés, si se tiene en cuenta el uso principalmente alimenticio que tiene el maiz en
la region.

4.4.3. CLASIFICACIQN DE LAS POBLACIONES EN BASE A CARACTERES
AGROMORFOLOGICOS Y DE CALIDAD NUTRICIONAL EN FORMA
CONJUNTA

En esta tesis se caracterizd poblaciones locales de maiz de la provincia de
Misiones en base a caracteres agromorfologicos y de calidad nutricional. Dichas
mediciones provienen de ensayos realizados en diferentes campafias agricolas. Los
datos agromorfoldgicos (Capitulo 2) corresponden al promedio de 4 ambientes
diferentes de la provincia por lo que se considera que representan adecuadamente la
variabilidad ambiental presente en la misma. En tanto que la informacion resultante de
la caracterizacion nutricional (Capitulo 3) surge de una camparfia agricola (2012/13), en
la que no pudo observarse un impacto diferencial de las condiciones climéticas sobre los
distintos materiales y caracteres evaluados.

El uso de técnicas multivariadas que permiten integrar distintos tipos de datos,
tales como el APG, posibilitd la observacion méas detallada de la relacion entre
poblaciones, a través de la formacion de 4 grupos mas homogéneos (Figura 4.5),
ademas de permitir la deteccion de casos especiales, en los que ciertas poblaciones se
agruparon de determinada forma usando ciertos caracteres y presentando caracteristicas
diferentes al usar otro tipo de variables. En estudios realizados en pepino (Cucumis
sativus L.) Bramardi et al. (2005) realzo6 la importancia y el poder discriminatorio del
analisis conjunto de variables agronémicas y moleculares, indicando que el APG fue la
técnica mas precisa para clasificar las entradas, ademas de permitir un estudio mas
profundo de las relaciones entre las ordenaciones relativas de un mismo genotipo bajo
diferentes tipos de descriptores. Estos resultados se corresponden en lineas generales
con los reportados por Lopes et al (2006) al evaluar la relacién entre caracteristicas
enoldgicas y moleculares de 37 cepas patagonicas de levadura (Saccharomyces
cerevisiae).
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Del analisis conjunto se destaca una fuerte asociacion de las poblaciones locales
con el tipo de endosperma y/o forma racial a la que pertenecen, tal como se muestra en
el APG (Figura 4.5) y el dendrograma obtenido a partir de la matriz de distancia de los
valores consenso (Figura 4.6). Los cuatro grupos obtenidos reflejan ademés claras
diferencias en cuanto a crecimiento vegetativo, longitud del ciclo y sincronia floral,
rendimiento y sus componentes, forma del grano, concentracion de aceite, proteina y
perfil de &cidos grasos (Tabla 4.5).

Este tipo de evaluaciones tienen una gran importancia para el mejoramiento
genético del cultivo ya que permiten agrupar poblaciones en base a su similitud y
mediante técnicas adicionales es posible identificar cuales caracteres son los que las
diferencian y, de esta manera, realizar una preseleccion en base a los mismos. El uso de
distintos marcadores y los distintos agrupamientos obtenidos con las técnicas utilizadas
permitirdn una seleccién o screening méas rapido y eficiente de poblaciones para
continuar con evaluaciones mas especificas, como resistencia a estrés biético y abiotico,
calidad asociada a usos especificos, etc.

La variabilidad encontrada en las poblaciones evaluadas en este estudio es de
gran utilidad para el mejoramiento genético. Existen diversas formas de incorporar
dichas poblaciones a los programas de mejoramiento del cultivo (Defacio, 2009). Una
de ellas consiste en seleccionar, dentro de cada grupo identificado, un bajo nimero de
poblaciones y, de esta manera, la variabilidad total del sistema evaluado se encontrara
representada en un menor nimero de poblaciones. Un ejemplo de esto es la seleccion de
Colecciones Nucleo que se realiza en base a la forma racial, caracteristicas geogréficas
de la zona de origen y ciertas caracteristicas diferenciales de interés para curadores y/o
mejoradores (Taba, 1999, Li et al., 2004; Gouesnard et al., 2005; Coimbra et al., 2009).

Otra forma consiste en seleccionar un mayor numero de poblaciones de un grupo
de interés para formar compuestos y/o poblaciones sintéticas o realizar cruzamientos
con material €lite y, a partir de ahi, derivar lineas. Salhuana et al. (1998) identificaron
germoplasma con un comportamiento igual o superior al de los testigos al evaluar los
cruzamientos de 69 poblaciones selectas del LAMP (Latin American Maize Project) con
dos probadores (hibridos simples) originarios de U.S.A. pertenecientes a los dos grupos
heter6ticos mas importantes de ese pais y encontraron que ciertas accesiones
presentaron un buen desempefio en la mayoria de los paises donde se evaluaron. Nass y
Coors (2003) detectaron numerosos cruzamientos con potencial para elevar el
rendimiento y la calidad de silaje en el germoplasma de U.S.A. al evaluar la
introgresion de germoplasma latinoamericano proveniente del GEM (Germplasm
Enhancement of Maize) en un programa de mejoramiento de maiz para silo. Rodriguez
et al. (2007) identificaron germoplasma base promisorio para mejorar la tolerancia a
bajas temperaturas al cruzar nueve poblaciones de polinizacién abierta tolerantes al frio
con cinco lineas endogamicas, tres de ellas tolerantes a bajas temperaturas y dos testigos
de buena aptitud combinatoria. Delucchi et al. (2012) encontraron un gran potencial
para el desarrollo de lineas puras y para mejorar la variabilidad genética del cultivo de
maiz al evaluar el potencial agronémico de 15 landraces procedentes de Argentina, a
través de cruzamientos con cinco lineas de diferentes grupos heterdticos. La eleccion de
una u otra estrategia dependera de los objetivos y de la etapa en la que se encuentre el
programa de mejoramiento.
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4.5. CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados obtenidos es posible concluir que las poblaciones
locales examinadas en este trabajo albergan niveles considerables de diversidad genética
para los caracteres agromorfolégicos y de calidad evaluados.

La diferenciacion fenotipica observada entre poblaciones esta fuertemente
asociada con el tipo de endosperma, la arquitectura de planta, la duracién del ciclo, los
componentes de rendimiento y de calidad del grano.

La diversidad observada mostro patrones consistentes con el origen y tiempo de
colecta de los materiales. Las diferencias en las preferencias, usos, costumbres y el
relativo aislamiento existente entre integrantes de “pueblos originarios” y “pequefios
productores” pueden haber contribuido a la gran diferenciacion agromorfoldgica
detectada entre poblaciones locales de maiz provenientes de ambos grupos. La
tendencia a mayores rendimientos, crecimiento vegetativo y longitud del ciclo en las
colectas actuales sugieren la existencia de procesos de seleccion, sustitucion y/o
introgresion genética de materiales mejorados. Estos resultados tienen profundas
implicancias sobre la conservacion de los recursos genéticos locales, realzando la
importancia de la complementacion de métodos de conservacion de recursos genéticos
en el agroecosistema donde se desarrollaron (in situ) con la realizada en bancos de
germoplasma (ex situ).

El uso de técnicas multivariadas permiti6 la identificacion y seleccion preliminar
de poblaciones o grupos de poblaciones con caracteristicas diferenciales para los
caracteres agromorfoldgicos y de calidad evaluados, sentando las bases para futuros
programas de mejoramiento locales.



CAPITULO 5

DISCUSION GENERAL
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5.1. SINTESIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

El presente trabajo se centr6 en una de las zonas menos estudiadas de la
distribucion de maiz en nuestro pais, el noreste argentino (NEA). En esta region existen
comunidades aborigenes y pequefios agricultores de subsistencia que aln conservan una
gran variedad de razas nativas de maiz para su alimentacion (Bracco et al., 2012). Sin
embargo el avance de la frontera agricola y la pérdida de costumbres y tradiciones
asociadas a su uso, ponen en serio riesgo su conservacion (Wood y Lenne, 1997;
Lucchin et al., 2003; Lobo Arias y Medina Cano, 2009; Granados Sanchez et al., 2009;
Berretta et al., 2010).

Al momento de iniciada esta tesis los estudios a nivel regional estuvieron
centrados en el andlisis de la diversidad genética y estructura poblacional de razas de
maiz pertenecientes a dos acervos genéticos principales: reventadores y harinosos
(Melchiorre et al., 2006; Bracco et al., 2009, 2012, 2013; Bracco, 2012). Todos estos
trabajos describen la presencia de altos niveles de diversidad genética en el
germoplasma local mediante el empleo de marcadores microsatélites (Bracco et al.,
2009, 2012, 2013; Bracco, 2012) vy caracteres morfologicos, fenoldgicos vy
reproductivos (Melchiorre et al., 2006). Se reportan ademas diferentes niveles de
diversidad entre los acervos génicos identificados y un alto grado de diferenciacion
genética a nivel de razas relacionados con procesos de erosion genética diferencial y
existencia de barreras biologicas y/o humanas que reducirian el flujo génico (Bracco et
al., 2012, 2013). Sin embargo hasta el momento no existia informacion acerca de
variables agronémicas y de calidad de poblaciones locales de estas y otras formas
raciales, ni estudios que aporten al conocimiento del estado y evolucidon de la diversidad
genética del cultivo en la region.

De acuerdo a esto y con el objetivo de aportar informacion relevante para la
generacion de estrategias locales de conservacion, utilizacién y revalorizacion de los
recursos genéticos nativos se estudiaron 16 poblaciones locales de maiz mediante
descriptores agromorfoldgicos, de calidad nutricional y moleculares asociados al locus
Opaco-2. Las poblaciones evaluadas reflejaron diferente origen y fecha de colecta,
siendo seleccionadas considerando diferentes tipos raciales y ambientes de desarrollo.

Los resultados presentados constituyen una contribucion original al
conocimiento ya que aportan informacion novedosa del comportamiento agronémico y
caracteristicas nutricionales de poblaciones locales de maiz en el contexto ambiental y
productivo de la provincia, ademas la utilizacion de poblaciones con diferente origen y
fecha de colecta permite aportar al conocimiento del estado y evolucién de la diversidad
genética del cultivo en la region. La informacién generada es de gran importancia para
el desarrollo de medidas tendientes a la proteccion y utilizacion de dichos recursos.

La caracterizacion agromorfoldgica de las poblaciones locales se realizé en
cuatro ambientes de la provincia siguiendo un esquema de manejo de bajos insumos
comunmente utilizado por los productores locales. La eleccién de ambientes con
diferente historial de uso agricola y situaciones nutricionales contrastantes permitieron
poner en relieve el profundo impacto que tiene la diversidad ambiental existente en la
provincia y el sistema de manejo empleado por los agricultores sobre el potencial
productivo de los materiales (Tabla 2.8). A pesar de que en este trabajo no se midieron
aspectos fisiologicos relacionados con el desarrollo foliar y la eficiencia de intercepcion
y uso de la radiacion, las diferencias observadas a nivel de biomasa producida y
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rendimientos sugieren cambios en estos procesos, tal como se describen en numerosos
estudios en situaciones de estrés nutricional (Girardin et al., 1987; Uhart y Andrade,
1995a,b; Andrade et al., 1996). Por otra parte, la existencia de interacciones GxA
significativas en los materiales evaluados revela cierto grado de plasticidad fenotipica
y/o la presencia de adaptabilidades especificas de ciertos materiales a ciertas
condiciones ambientales. Esta interaccion sumada a la gran variacion ambiental
existente en la provincia dificulta enormemente la identificacion de los mejores
genotipos en los programas de mejora, ademas de condicionar los objetivos del
mejoramiento (adaptacion amplia o especifica) y la eleccion de las localidades de
seleccidn. Esto pone en evidencia la necesidad de contar con estudios mas extensos, con
un mayor nimero de ambientes de evaluacion y variaciones interanuales, para aumentar
la eficiencia de la seleccion de las poblaciones, e identificar materiales con adaptacion a
nichos especificos o a zonas mas amplias.

Los resultados muestran que las poblaciones locales de la provincia de Misiones
albergan considerables niveles de diversidad genética en caracteres de importancia
agronémica (Figura 4.1) y de calidad nutricional (Figura 4.3), identificandose materiales
con un desempefio superior o igual a los testigos comerciales utilizados. Los parametros
de calidad evaluados brindan informacion preliminar valiosa desde el punto de vista del
mejoramiento genético y la revalorizacion de los recursos nativos. Sin embargo al
tratarse de resultados obtenidos en un ambiente y condicién de manejo particular, seria
conveniente extender la evaluacion a nuevos ambientes y condiciones de manejo lo que
permitira generar informacion para el ajuste y validacion de protocolos de produccion
que permitan expresar ademas del potencial agrondmico una mayor calidad definida en
funcion de la demanda.

El empleo de técnicas multivariadas permitié la identificacion y seleccion
preliminar de poblaciones o grupos de poblaciones con caracteristicas diferenciales para
los caracteres agromorfoldgicos y de calidad evaluados, sentando las bases para futuros
programas de mejoramiento locales. Ademas la aplicacion de estas técnicas permitid
obtener informacion adicional acerca de la relacion de estas poblaciones y el estado y
evolucion de la diversidad del cultivo en la regién. La diversidad observada mostrd
patrones consistentes con el origen y tiempo de colecta de los materiales (Figura 4.1y
4.2), observandose una clara separacion de las poblaciones locales procedentes de
pueblos originarios y pequefios productores y una tendencia a mayores rendimientos,
crecimiento vegetativo y longitud del ciclo en las colectas actuales. Esto pone de
manifiesto por un lado la existencia y persistencia de barreras geograficas y culturales
que preservan la identidad de las razas locales dentro de cada origen. Y por otro la
naturaleza dinamica de la conservacion de estos recursos, sometida a procesos de
seleccidn, sustitucion y/o introgresion genética de materiales mejorados. Esto tiene
profundas implicancias sobre la conservacion de los recursos genéticos locales,
realzando la importancia de la complementacion de métodos de conservacion de
recursos geneticos en el agroecosistema donde se desarrollaron (in situ) con la realizada
en bancos de germoplasma (ex situ).

5.2. CONCLUSIONES RELEVANTES

Sobre la base de los resultados obtenidos en esta tesis y discutidos en las
secciones precedentes se puede concluir que:
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Las poblaciones de maiz colectadas en la provincia de Misiones presentaron
variabilidad para los caracteres agromorfologicos, moleculares y de calidad nutricional
evaluados, identificandose poblaciones locales que superaron en rendimiento, calidad y
otros atributos agronémicos la performance de los testigos mejorados.

La gran diversidad ambiental de la provincia, sumado a un enfoque productivo
de bajos insumos, impacta sobre el potencial productivo de los materiales, los que
responden de manera diferencial en base a su plasticidad fenotipica y/o adaptabilidades
especificas.

Se evidencidé una capacidad diferencial de las poblaciones locales para aportar
avances en cada uno de los caracteres de calidad evaluados. Se identificaron materiales
con caracteristicas sobresalientes en cuanto a concentracion de proteina, almidén vy
aceite en grano y en la composicion de &cidos grasos, sugiriendo cierta ventaja
comparativa para la alimentacién humana y/o animal.

Los marcadores microsatélites utilizados permitieron poner en evidencia la
existencia de variabilidad alélica a nivel del locus Opaco-2 en el germoplasma local lo
que permitird sentar las bases para estudios de mapeo y desarrollo de marcadores
dirigidos a regiones de interés.

La diversidad evaluada mostrd diferencias en cuanto a su origen y tiempo de
colecta. Esto sugiere como altamente probable la incidencia de factores de tipo racial y
uso especificos en la diferenciacion agromorfoldgica ocurrida entre las poblaciones
procedentes de “pueblos originarios” y aquellas pertenecientes a “pequefios
productores”. La tendencia a mayores rendimientos, crecimiento vegetativo y longitud
del ciclo en poblaciones actuales reflejaria procesos de seleccion, sustitucion y/o
“contaminacién” con polen de variedades/hibridos modernos, realzando la importancia
de la complementacion de métodos de conservacion de recursos genéticos en el
agroecosistema donde se desarrollaron (in situ) con la realizada en bancos de
germoplasma (ex situ).

Las técnicas multivariadas empleadas permitieron la identificacion de materiales
con caracteristicas similares y/o diferenciales para los caracteres evaluados, lo que
facilitara la seleccion preliminar de los mismos para su posterior incorporacion y
utilizaciéon en programas de mejoramiento. Del analisis conjunto se destaca una fuerte
asociacion de las poblaciones locales con el tipo de endosperma y/o forma racial a la
que pertenecen.

5.3. IMPLICANCIAS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES

Los resultados aqui presentados proveen informacion util para el disefio de
estrategias de conservacion y uso de los recursos genéticos locales. Teniendo en cuenta
que no existe informacion previa para variables agrondmicas y de calidad nutricional en
el germoplasma local en los contextos productivos de la provincia, ni trabajos previos
de seleccion para dichos caracteres, los resultados obtenidos proveen informacion
valiosa para su utilizacion futura en programas de mejoramiento centrados en la mejora
de estos caracteres. La deteccion de poblaciones locales de buen comportamiento
agrondémico y con caracteristicas de calidad diferenciales pone en evidencia el potencial
geneético presente en el germoplasma local, lo que permitird su revalorizacion como
recursos de uso directo por parte de las comunidades autdctonas asi como insumo para
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el mejoramiento genético de la especie. La realizacion de estudios que abarquen un
mayor numero de poblaciones y de ambientes de produccion permitira detectar
variacion genetica adicional asi como patrones de adaptacién amplia o especifica de los
materiales.

En base a los resultados obtenidos, se plantean algunas posibles propuestas de
trabajo a futuro:

e Concientizacién de los productores respecto a la importancia de la conservacion
de la diversidad del maiz, difusion de técnicas de manejo y almacenamiento
adecuadas que eviten la pérdida y/o “contaminacion” de estos invaluables
recursos genéticos. Promocion de redes de resguardo e intercambio de
germoplasma al que tengan acceso los productores (ej. Ferias de semillas).

e Establecimiento de estrategias de mejoramiento participativo que permitan
mejorar las caracteristicas agrondmicas de las poblaciones, satisfaciendo la
demanda de materiales con adaptacion a condiciones e intereses especificos.

e Mejoramiento de los grupos de diversidad genética obtenidos a través de
seleccion recurrente reciproca, lo que permitird aumentar las respuestas
heteroticas entre poblaciones.

e Seleccion de grupos de interés para formar compuestos y/o poblaciones
sintéticas o realizar cruzamientos con material élite y, a partir de ahi, derivar
lineas de utilidad en los programas de mejoramiento.

e Establecimiento de estrategias de mejoramiento para caracteres de calidad.

e Incorporacion de analisis de calidad adicionales, tales como contenido de
carotenoides, tocoferoles y composicion de aminoacidos que revisten gran
interés considerando el uso principalmente alimenticio que tiene el maiz en la
region.

e Estudios adicionales de heredabilidad y mapeo que permitan medir el grado de
correlacion entre materiales con ciertos patrones alélicos y su contenido de lisina
y triptéfano a nivel bioguimico.

e Estudios de secuenciacién del locus Opaco-2 en poblaciones locales del NEA.

e Diseminacién de las accesiones con mejores resultados y los productos
mejorados derivados de las mismas.
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