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RESUMEN

El maiz es el cereal de mayor importancia en el mundo. Las caracteristicas quimicas del grano,
y la gran variabilidad existente en esta especie, influyen en las propiedades nutricionales,
funcionales y organolépticas de los alimentos derivados de este cereal. El objetivo de este
trabajo de tesis fue evaluar el valor nutricional de los maices opaco-2 (02) y morado, a fin de
seleccionarlos por su calidad agroalimentaria. Se trabajé con germoplasma introducido de
distintos origenes de ambas variedades. Se seleccionaron familias individuales de medios
hermanos y se realiz6 una prueba de progenies durante los ciclos 2013/14/15. Los genotipos se
caracterizaron a campo y se evalu6 la composicion quimica a partir de la harina de grano entero.
Se utilizaron harinas de maiz pisingallo y maiz blanco duro como controles. Los rendimientos
a campo mostraron diferencias significativas entre progenies, tanto en maiz opaco-2 como en
morado. La composicion centesimal de las harinas de ambas variedades no mostré diferencias
respecto a los maices blanco y pisingallo. En cuanto a la composicion proteica, los genotipos
opaco-2 mostraron menor proporcion de zeinas y mayor contenido de albuminas, globulinas y
glutelinas. En comparacion a los controles, las progenies de maiz opaco mostraron mayor
contenido de lisina y mayor digestibilidad in vitro de las proteinas. Las diferencias obtenidas en
el perfil proteico de las progenies, permitieron identificar genotipos con menor nivel de zeina 'y
alto contenido de lisina, lo que evidencia su mayor calidad proteica. En relacién a la
composicion y propiedades del almidén, se encontraron diferencias significativas entre
genotipos opaco-2, cuyo contenido de amilosa fue significativamente menor a los controles. La
mayor viscosidad maxima y la menor temperatura de pasting de genotipos opacos, indica una
mayor capacidad de hinchamiento de los granulos. La mayor entalpia de gelatinizacion de
genotipos 02 coincidio con el menor contenido de amilosa, indicando mayor orden molecular
de la region cristalina de los granulos respecto a los no-opacos. La entalpia total de
retrogradacion de genotipos 02 no difirié significativamente con maiz blanco y pisingallo, y la
entalpia de fusion del complejo amilosa-lipido correlaciond positivamente con el contenido de
lipidos. En referencia a los compuestos bioactivos, el contenido polifenoles totales, de
antocianinas y la capacidad antioxidante (FRAP y ABTS) presentaron un amplio rango de
variacion entre las progenies de maiz morado, cuyos valores fueron significativamente mayores
a los mostrados por los genotipos controles. El poder reductor (FRAP) fue el mecanismo de
capacidad antioxidante que predomind en todos los genotipos analizados. Los resultados
obtenidos en la composicion y propiedades de las proteinas, del almidén y de los compuestos
bioactivos evidencian caracteristicas de calidad diferenciada en el material genético analizado
en esta tesis en relacion al maiz tradicional. Del mismo modo, las diferencias obtenidas entre
las progenies individuales posibilitarian la identificacion de genotipos de maiz opaco-2 y
morado con mejores caracteristicas de calidad nutricional, permitiendo dar continuidad al
proceso de seleccion y mejora genética para la obtencion de variedades de polinizacion libre
mejoradas en rasgos nutricionales.

Palabras clave: maiz opaco-2, almidon, proteinas, maiz morado, antocianinas



ABSTRACT

Corn is the most important cereal in the world. The chemical characteristics of the grain and the
great variability of this species influence the nutritional, functional and organoleptic properties
of maize food processed. The objective of this study was to evaluate the nutritional value of
opaque-2 and purple corn, in order to select them according to their agri-food quality.
Germoplasm used of both varieties was introduced from different origins. Half-sib individual
families were selected and their progenies were obtained during 2013/14/15 cycles. The
genotypes were agronomically characterized and chemical composition was evaluated from
whole grain flour. Popcorn and hard white corn flours were used as controls. Field yields showed
significant differences between progenies, both in opaque-2 (02) and purple maize. The
centesimal composition of flours of both varieties did not show differences with respect to
popcorn and white corn. Regarding to the protein composition, the opaque-2 genotypes showed
a lower zein proportion and higher albumin, globulin and glutelin contents. Compared to the
controls, the opaque progenies showed higher lysine content and higher in vitro protein
digestibility. The differences showed by the protein profiles of progenies, allowed to identify
genotypes with lower zein level and high lysine content, which evidences its higher protein
quality. In relation to starch composition and properties, significant differences were found
between opaque-2 genotypes, and the amylose content was significantly lower than the non-
opaque controls. The higher maximum viscosity and the lower pasting temperature of opaque
genotypes indicate a greater swelling capacity of the starch granules. The higher gelatinization
enthalpy of 02 genotypes was coincident with a lower amylose content, indicating greater
molecular order of the crystalline region of the granules compared to the non-opaque controls.
The total retrogradation enthalpy of 02 genotypes did not show differences respect to popcorn
and white corn, and the melting enthalpy of amylose-lipid complex correlated positively with
lipid content. Regarding to bioactive compounds, total polyphenols and anthocyanins content,
and the antioxidant capacity (FRAP and ABTS) presented a wide range of variation among
progenies of purple corn, which values were significantly higher than those shown by the control
genotypes. Reducing power (FRAP) was the predominant antioxidant capacity system on all
genotypes analyzed. The results obtained in the composition and properties of proteins, starch
and bioactive compounds evidence differential quality in the genetic material of this study in
relation to traditional corn. In the same way, the differences obtained between the individual
progenies would enable the identification of genotypes of opaque-2 and purple maize with the
best nutritional quality characteristics, allowing to continuing with the selection and genetic
improvement to obtain open-pollination varieties improved in nutritional traits.

Key words: opaque-2 corn, starch, proteins, purple corn, anthocyanin
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

IMPORTANCIA DEL MAIZ EN EL MUNDO

Diversas fuentes consideran al maiz como el cereal de mayor importancia en el mundo
(Ortega-Paczka, 2003; Vivek et al., 2008; Kato et al., 2009; Serna-Saldivar, 2010; Naqvi et al.,
2011; Arendt y Emanuele, 2013; fyo, 2014; Bolsa de Comercio de Rosario, 2017a; USDA,
2017). Entre 2000 y 2008, su produccién mundial crecio 39 % y alcanz6 los 822 millones de
toneladas, mientras que el trigo y el arroz, que por varios afios fueron los cultivos de mayor
volumen producido, s6lo aumentaron en un 15 % (MAIZAR, 2011). En el mismo periodo, el
consumo industrial de maiz reportd un crecimiento de 84 %, mientras que su destino como
forraje crecid un 15 %. De esta manera, se transformo en el cereal méas producido del mundo,
superando al trigo y al arroz (fyo, 2014). Entre los afios 2007 y 2008, mas del 95 % de la
produccion mundial de maiz fue destinado para alimentacion humana y animal (Naqvi et al.,
2011).

Segun los prondsticos actuales de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), la produccion mundial de cereales en 2017 se situara 0,5
% por debajo del afio 2016. Gran parte de esta expectativa se debe a una reduccion del 2,2 % de
la produccion mundial de trigo y un descenso en la de cebada y sorgo. Estas disminuciones
contrarrestarian el aumento previsto del 1,4 % en maiz, y del 0,7 % en arroz (FAO, 2017). Las

previsiones indican que la produccion mundial de maiz, para el periodo 2017/18 disminuira 3,31



%, ubicando a Estados Unidos como el principal productor de este cereal a nivel mundial
(USDA, 2017).

DIVERSIFICACION DEL MAIiZ

Existen actualmente controversias respecto al origen del maiz (Serratos-Hernandez,
2009; Kato et al., 2009). A pesar de ello, varias investigaciones consideran que México es el
principal centro de diversidad genética, y la region Andina el secundario, donde el cultivo ha
tenido, y posee aun, una rapida evolucion (Wilkes, 1988; Acosta, 2009; Serratos-Hernandez,
2009). En el continente americano existen alrededor de 220 a 300 razas nativas de maiz
(Vigouroux et al., 2008; Kato et al., 2009), de las cuales 59 son salvaguardadas en territorio
mexicano (Sanchez et al., 2000; Fernandez-Suérez et al., 2013). El proceso de diversificacion
se ha mantenido activo durante afios. Esto conllevo a la seleccion y modificacion en
caracteristicas genotipicas de la planta, que le han permitido la formacion de nuevas poblaciones

adaptadas a diversos climas y tipos de suelos (Mera-Ovando, 2009).

Diversos estudios se han basado en explorar la diversidad genética del maiz. Anderson
y Cutler (1942) y Wellhausen et al. (1951) clasificaron las diferentes categorias raciales a partir
de los rasgos morfologicos de la mazorca. Posteriormente, con el desarrollo de métodos de
estadistica multivariada, fue posible analizar la variabilidad de una forma mas sistematica, a
través de lo que se denomind taxonomia numérica (Goodman y Bird, 1977). Estos avances
permitieron corroborar las relaciones genealdgicas inferidas en estudios previos. En afios mas
recientes, el uso de técnicas bioguimicas y moleculares, y el desarrollo de nuevas herramientas
estadisticas, permitieron explorar la variabilidad genética con mayor claridad. Las
caracteristicas quimicas del grano y el andlisis de metabolitos secundarios han permitido definir
con mayor precision la diversidad racial presente en América (Arnason et al., 1994; Sanchez et
al., 2000; Pressoir y Berthaud, 2004; Narvéez et al., 2007).



Desde el punto de vista bioldgico, los principales procesos que generan y mantienen la
variabilidad genética del maiz son mutacién, seleccién, y recombinacion. Estos fendmenos a su
vez son muy dinamicos y estan ligados a las necesidades a largo plazo de las poblaciones
humanas en crecimiento y con expectativas de vida cada vez mayores (Wilkes, 1979; Mapes-
Sanchez y Mera-Ovando, 2009). Los pequefios productores que aln siembran maiz en sistemas
agricolas tradicionales, han mantenido los recursos genéticos mediante la seleccién y manejo de
los granos (Bellon et al., 1997). El reciclamiento de semillas permite un gran flujo genético y
de polen, que son factores que poseen un fuerte impacto en la evolucion de las diferentes razas

y variedades de esta especie (Berthaud y Gepts, 2004).

El maiz es posiblemente el cultivo mas domesticado a lo largo de la historia (Acquaah,
2012). Los intentos deliberados de su mejora genética comenzaron con el desarrollo de
variedades de polinizacion libre, que incluso siguen siendo comunes en los paises en desarrollo
(CIMMYT, 1999; Pixley, 2006; Kutka, 2011; Acquaah, 2012). Las primeras investigaciones
que marcaron las bases genéticas para el advenimiento de los hibridos en maiz, datan desde
finales de la década de 1900, a partir de cruzas simples (East, 1908; Shull, 1909). Sin embargo,
la produccion comercial de este tipo de semilla se hizo factible con el desarrollo de los hibridos
dobles (Jones, 1918), dominando la produccion del cereal hasta la década de 1960 (Acquaah,
2012). El predominio de este tipo de cultivares se debid a sus caracteristicas superiores,
especialmente mayor uniformidad y rendimiento, tolerancia a estrés biotico y abidtico, y
facilidad para la mecanizacion (Pixley, 2006; Acquaah, 2012). Méas del 60 % de los aumentos
en el rendimiento de los nuevos hibridos fueron logrados gracias al mejoramiento de las lineas
endocriadas parentales (Hallauer y Carena, 2012). De esta manera, se obtuvieron hibridos
simples mas productivos y uniformes, reemplazando eventualmente a los dobles vy triples,
dominando el mercado mundial de semilla comercial de maiz (Cordova et al., 1994; Rossi,
2007; Acquaah, 2012; Ordas et al., 2012).



En los Gltimos treinta afios, la biotecnologia ha tomado gran relevancia en el proceso de
mejoramiento ya que contribuye a la disminucion en los tiempos de seleccion (Kutka, 2011;
Cooper et al., 2014). La aplicacion de marcadores moleculares para la identificacion de
materiales resistentes a enfermedades, mejoran la eficiencia en rasgos fundamentales como el
rendimiento (Gowda et al., 2015). Por otra parte, una gran cantidad de técnicas biotecnoldgicas
han focalizado su interés en la creacion de nuevos eventos transgénicos. Sin embargo, la
eficiencia de los genotipos modificados dependen de su evaluacion a campo mediante métodos
tradicionales de mejoramiento (Hallauer y Carena, 2009; Hallauer et al., 2010; Hallauer y
Carena, 2012).

EL MAIZ EN ARGENTINA

Estadisticas productivas

El cultivo de maiz ocup6 un lugar relevante en la comercializacién de granos en
Argentina desde comienzos de los afios 90, por ser el cereal que presentd los mayores
incrementos porcentuales tanto en los volimenes cosechados como en la productividad media
por hectarea (Centro de Corredores, 2014). A partir de la campafia 1996/97, el maiz comenzé a
experimentar un constante crecimiento, pasando de una tasa anual de crecimiento del 3,3 % a
una del 8,8 %. En la campafia 2010/11 se registrd una produccion de 23,8 millones de toneladas,
superando el maximo volumen comercial alcanzado hasta el momento (MAIZAR, 2013). Esta
tendencia fue acompafiada de un importante incremento en los volimenes de materia prima
procesada, destacandose en este aspecto el protagonismo de las industrias destinadas a la
alimentacién animal (Centro de Corredores, 2014). La participacién de la molienda hiumeda y
seca para la elaboracion de distintos derivados para la alimentacion humana y productos

quimicos (fyo, 2014), junto a la produccion de etanol registrada en Argentina desde el primer



semestre de 2013 (Economista Ameérica, 2013), son algunos de los hechos que convierten al
maiz como un insumo clave en nuestro pais debido a sus multiples posibilidades de utilizacion

en diversos procesos industriales (Centro de Corredores, 2014; fyo, 2014).

Reportes actuales de la Bolsa de Comercio de Rosario, informaron que la produccién
mundial de granos habria alcanzado en la campafia 2016/17 unas 3.167,5 millones de toneladas,
de las cuales 2.597,3 millones fueron representados por cereales, y 570 por semillas de
oleaginosas. Argentina en esta campafa alcanzé un total de casi 125,5 millones de toneladas, lo
que equivale al 5 % del total de la produccion mundial de cereales y oleaginosas. En este
contexto, nuestro pais se ubica actualmente como el tercer exportador mundial de maiz,

disminuyendo un lugar respecto al afio pasado (Bolsa de Comercio de Rosario, 2017a).

La superficie nacional sembrada con maiz en la campafia 2016/17 fue estimada en 5,84
millones de hectareas, logrando una produccién nacional de 38 millones de toneladas (Tabla
1.1) (Bolsa de Comercio de Rosario, 2017b). Estos valores superaron las estimaciones previstas
por la Bolsa de Cereales de Buenos Aires a principios de 2017, de 4,2 millones de hectéreas,
con una productividad nacional que alcanzaria las 33,2 millones de toneladas (Figura 1.1). Este
hecho representd un incremento del 25 % respecto al afio anterior, ubicAndose como la mas
alta de las ultimas 16 campafias (fyo, 2017), superando incluso las 34 millones de toneladas
proyectadas por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) para este afio
en Argentina (fyo, 2017).
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Figura 1.1.Evolucion de la produccion de maiz en Argentina (millones de toneladas) segun
el area sembrada y area cosechada (millones de hectareas) en los ultimos 10 afios. Estimaciones
realizadas en Febrero de 2017. Fuente: fyo (2017)

El cultivo de maiz en Argentina alcanza su maximo desarrollo en la region pampeana
por su gran extension de tierras fértiles y clima templado. La produccion se centra sobre todo
en las provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe que juntas constituyen la “zona nucleo”
(Figura 1.2). Esta region concentra casi el 70 % de la superficie total sembrada en el pais, y
contribuyen con el 77 % de la produccion nacional. Debido a que el principal destino del maiz
argentino es la exportacion, la productividad se concentra principalmente en provincias mas

cercanas a los puertos, dada la incidencia del costo de los fletes (MAIZAR, 2013).



Tucuman Misiones % de Produccién
N por Provincias
Cordoba 38
Buenos Aires 31
Santa Fe 14
Entre Rios 5
La Pampa 3
Santiago del Estero 2
Chaco 2
San Luis 1
Salta 1
Tucuman 1
Otras Provincias ~1

Figura 1.2. Distribucion del area productiva nacional de maiz. Los colores verdes indican
las areas de mayor produccion nacional (zonas nucleo). Las zonas de color verde mas oscuros,
indican mayor produccion respecto a las areas con color verde mas claros. Del mismo modo, el
color marrén indica zonas mas alejadas de las nacleo, consideradas marginales. El color naranja
mas claro, indica areas de menor produccion. Elaborado por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Pesca y Alimentacion (SAGPyA); fuente: fyo (2017)

La provincia de Cordoba, segun datos de la Bolsa de Comercio de Rosario, se posiciono
como la principal productora de este cereal en Argentina en esta Gltima campafa (Tabla 1.1),
con la mayor superficie sembrada en el pais, representando un aumento del 18 % respecto a la
superficie de la campafa anterior en la provincia. Del mismo modo, Cérdoba represento la
mayor contribucion a la produccion nacional, seguida por las provincias de Buenos Aires, Santa
Fe, Entre Rios y La Pampa (Tabla 1.1).



Tabla 1.1. Estimacion de la produccion de maiz por provincias en la campafia 2016/17.
Superficie estimada en millones de hectareas (ha), rendimiento en quintales por hectarea (g/ha)
y produccion nacional en millones de toneladas (tn)

Superficie Superficie no Rendimiento Produccion
sembrada cosechada (g/ha) nacional
(millones de ha)  (millones de ha) (millones de tn)
Nacional 5,84 1,06 79,5 38,0
Superficie Rendimiento Rendimiento Produccion
sembrada estimado (g/ha) estimado (g/ha)  (millones de tn)
(millones de ha) 07/02/2017 08/03/2017
Buenos Aires 1,48 78,5 79,9 8,9
Cérdoba 1,88 84,8 86,2 14,8
Santa Fe 0,64 90,0 95,3 51
Entre Rios 0,25 74,0 78,0 1,7
La Pampa 0,38 57,0 65,0 1,4
Otras provincias 1,20 55,7 62,2 6,1

Fuente: Bolsa de Comercio de Rosario (2017b).

Avance de los cultivares hibridos en nuestro pais

El suceso mas destacado en cuanto al cultivo del maiz en Argentina desde la década de
los °70, es la aparicién y uso masivo de los hibridos en las zonas tipicamente maiceras de la
pradera pampeana (Eyhérabide, 2015). La masificacion de la siembra de hibridos dobles en esta
época (Figura 1.3), produjo el desplazamiento de las variedades de polinizacién libre a zonas
consideradas marginales para el cultivo. Los productores empiezan a disponer de una amplia
gama de materiales hibridos adaptados a diferentes condiciones ecoldgicas, permitiendo
satisfacer mas del 90 % de las necesidades de semilla (Rossi, 2007). Paralelamente, se
observaron grandes avances tecnoldgicos en la maquinaria agricola, una mayor disponibilidad
de agroquimicos (particularmente herbicidas e insecticidas) y un mejoramiento de las practicas
de manejo agronémico. Estos factores produjeron un salto tecnolégico trascendental en la

agricultura pampeana en la época (MAIZAR, 2013).



En la década de los ’80, continGa la sustitucion de variedades por hibridos, cuya
produccion comercial cubre la totalidad de los requerimientos de semilla en el cultivo maiz. Se
introducen los hibridos triples y, hacia el final del periodo los primeros hibridos simples y
modificados (Figura 1.3) (Rossi, 2007). Este proceso de avance masivo de estos cultivares, fue
acompafado con el desarrollo de grandes tecnologias en el manejo post-cosecha de los granos,
en particular en los procesos de almacenamiento y secado. Asimismo, los productores
comienzan a adoptar diferentes sistemas de labranza conservacionista tendientes a frenar el
avance del deterioro de los suelos, como es el caso de la Siembra Directa. Consecuentemente,
durante la década de los 90, los incrementos en la cantidad de grano producido fue acompariado

por destacables avances en materia de calidad (Gear, 2010).

En este contexto, el capital invertido por compafiias locales e internacionales en nuevas
tecnologias aplicadas al desarrollo de germoplasma de maiz, convirtié al mejoramiento genético
en un sistema muy competitivo y eficiente en el mercado comercial de semilla. La aparicion de
nuevos hibridos con mayor potencial de rendimiento, mayor resistencia a plagas y
enfermedades, mejor estabilidad, la incorporacién de germoplasma tropical y tropical X
templado, la adopcion de hibridos transgénicos con resistencia a insectos (Bt) o tolerancia a
herbicidas, fueron factores que permitieron el uso de cultivares con mayor capacidad de
adaptacion en zonas alejadas del area maicera nucleo del pais (Rossi, 2007). En este sentido, la
biotecnologia ha jugado un papel determinante en la liberacion de cultivares genéticamente
modificados (Scriber, 2001; Murphy, 2007; Burachik, 2010; James, 2011).
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Figura 1.3. Evolucién del rendimiento de maiz en la Argentina durante los Ultimos 37 afios.
Fuente: Rossi (2007)

Como consecuencia de estos avances tecnoldgicos en el desarrollo de hibridos, se
produjo una marcada diferenciacion de las areas maiceras del pais. En la zona nucleo, las
méaximas tecnologias para la produccion son facilmente disponibles, y son aplicadas por la
mayor parte de los productores sin importar cuan pequefia sea su escala. La facilidad de acceso
a la mejor calidad de semilla hibrida y al paquete tecnolégico que acompafa su produccion
(fertilizantes, agroquimicos, maquinaria agricola, etc.), hace que los sistemas productivos de

esta zona obtengan los rendimientos més altos del pais (Rossi, 2007; MAIZAR, 2013).

Sin embargo, la situacion es diferente en areas marginales alejadas de las zonas nucleo,
ya que el acceso a las mejores tecnologias se limita sélo a los productores que tienen la
posibilidad de adoptarlas. Los pequefios y medianos productores en muchos casos utilizan
tecnologias mucho mas primitivas para la produccion, y en algunos casos, la escasez de recursos

disponibles hace imposible incorporarse al mercado competitivo en relacién a los altos niveles
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de productividad de las zonas ndcleo. Esto ocasion6 una gran diferenciacion de los pequefios y

medianos productores (Elverdin et al., 2007; Nazar et al., 2014).

VARIEDADES DE POLINIZACION LIBRE

Uno de los principales temas de discusion en varias partes del mundo es si la tecnologia
de los hibridos es viable, y si estos cultivares pueden satisfacer la creciente demanda de
alimentos existente en la mayoria de los paises en vias de desarrollo, donde los rendimientos de
los cultivos estdn muy por debajo de los alcanzados en muchos paises desarrollados (Pixley,
2006). Las variedades de polinizacion libre (VPL) ocupan actualmente un importante lugar en
la cultura del maiz en paises subdesarrollados (Pixley, 2006; Kutka, 2011). EI mejoramiento
poblacional para su obtencion es mas simple a comparacion de los métodos de obtencion de
hibridos, y fundamentalmente menos costosos. Una de las principales ventajas que presentan
las VPL es la posibilidad del productor de mantener su propia semilla para el siguiente ciclo de
produccion, reduciendo asi su dependencia de fuentes externas como en el caso de los hibridos
tradicionales (CIMMYT, 1999; Lamkey, 2001; Smith et al., 2003; Kutka, 2011).

El hecho de que las practicas de manejo agronomico que se utilizan en el cultivo de VPL
sean similares a las realizadas en variedades criollas en regiones con escasos recursos, permite
la facil adopcidn e intercambio de semillas entre pequefios productores (CIMMYT, 1999). Por
otro lado, algunos factores como el alto costo y limitada disponibilidad de semillas hibridas en
zonas marginales, la necesidad del uso de gran cantidad de fertilizantes y productos quimicos
para lograr altos rendimientos, la falta de informacion y de conocimiento sobre el manejo de
variedades hibridas, la baja accesibilidad a créditos econémicos, la baja respuesta de adaptacion
de los hibridos a diferentes condiciones ambientales, e incluso pequefias diferencias de los
rendimientos hibridos respecto a las variedades locales, son circunstancias que plantean si los

hibridos representan realmente una alternativa preferida antes que las VPL en varias zonas de
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paises en vias de desarrollo de todo el mundo (Pandey y Gardner, 1992; CIMMYT, 1994;
CIMMYT, 1999; Keller y Brummer, 2002; Phiri et al., 2003; Bellon et al., 2003; Pixley y
Banziger, 2004; Brummer, 2004; Pixley, 2006).

Diversos estudios indicaron que preservar la diversidad y heterogeneidad entre genotipos
dentro de un mismo cultivar, es fundamental para prevenir el riesgo de grandes pérdidas y
mantener la estabilidad de la produccion a largo plazo (Eberhart y Russell, 1969; Reich y Atkins,
1970; Schnell y Becker, 1986; Ceccarelli y Grando, 1996; Pixley y Bjarnason, 2002). Del mismo
modo, se ha demostrado que la heterocigosidad contribuye directamente al vigor hibrido en maiz
(Schnell y Becker, 1986; Tomes, 1998; Virmani, 2001; Hallauer y Carena, 2009; Hallauer et al,
2010). Pixley y Banziger (2004) compararon la performance de hibridos elites comerciales del
CIMMYT con VPL elites en una gran cantidad de ambientes con diferentes caracteristicas. Los
rendimientos de los mejores hibridos superaron s6lo en un 18 % a las mejores VPL en los sitios
de bajos y altos rendimientos, y en algunos ambientes marginales, las variedades fueron
levemente superiores. Esto indica que la mayor heterogeneidad y heterocigosidad de las VLP
dada su alta variabilidad genética, contribuye a resultados favorables en cuanto a estabilidad de
los rendimientos en ambientes con altas condiciones de estrés (Virmani, 2001; Pixley, 2006;
Kutka, 2011).

Mientras que el mejoramiento genético moderno busca desarrollar genotipos
ampliamente adaptados con un gran impacto geografico potencial, es probable que para lograr
cultivares exitosos en ambientes con condiciones severas de estrés, deban desarrollarse de
manera especifica (Ceccarelli y Grando, 1996; Pandey et al., 2007) y ser evaluados en los sitios
donde seran difundidos (Pixley, 2006). La mayor eficiencia en la estabilidad de los rendimientos
se alcanza con cultivares localmente adaptados. En este sentido, los hibridos han promovido no

ser “lo suficientemente buenos” bajo estas condiciones ambientales (Pixley, 2006).
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Mejoramiento de variedades

Los enfoques generales de la mejora genética de maiz consisten en la introduccién de
germoplasma, el mejoramiento poblacional, y el desarrollo de hibridos (Acquaah, 2012). El
interés por la seleccion recurrente (o repetida) se recuperé en la década de 1940 y 1950, ante la
necesidad de mejorar poblaciones para obtener mejores lineas endogamicas que permitan el
desarrollo de nuevos hibridos (Sprague, 1955; Gardner, 1978; Jenkins, 1978; Hallauer y Carena,
2012). Ademas, otros objetivos planteados en este tipo de seleccién fueron el desarrollo de
procedimientos para la mejora de caracteres de herencia cuantitativa, la comparacién de la
eficiencia relativa de diferentes tipos de progenies evaluadas a partir de poblaciones de amplia
base genética, y la importancia relativa de diferentes tipos de efectos génicos importantes para
la expresion de la heterosis (Hallauer y Carena, 2012). El desarrollo de variedades de
polinizacion libre de hecho se fundamenta en los distintos esquemas de seleccion recurrente, y
ha despertado un gran interés en el sentido de que permiten a los productores disponer de sus
propias semillas. Del mismo modo, pueden obtener materiales mejorados de manera eficiente
con sus propios recursos, representando una ventaja para sus sistemas de produccion (Kutka,
2011; Ordas et al., 2012).

La base de la seleccion recurrente en un programa de mejoramiento consiste en
incrementar las frecuencias génicas favorables de una poblacion inicial mediante la seleccion
de rasgos de interés, con el proposito de obtener una nueva poblacion mejorada superior a la
original (Acquaah, 2012; Hallauer y Carena, 2012) (Figura 1.4). Esto permite mejorar el
desempefio de las poblaciones per se, y de este modo, se espera que mejore el rendimiento de
las lineas endogamicas derivadas de estas poblaciones (Ordas et al., 2012; Hallauer y Carena,
2012). Algunos estudios demostraron que la seleccion recurrente podria ser exitosa para
aumentar los rendimientos en maiz. Sin embargo, ninguna pudo dar mayores evidencias en
relacion a los rendimientos mostrados por los cultivares hibridos (Lonnquist y Gardner, 1961,
Gardner, 1978; Paterniani, 1990; Coors, 1999; Carena y Hallauer, 2001; Carena, 2005).
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Figura 1.4. Esquema bésico del mejoramiento de poblaciones para la obtencién de
variedades de polinizacion libre mediante ciclos recurrentes de seleccion y recombinacion.
Adaptado de Biasutti y Nazar (2016)

El factor determinante en la eficiencia de la seleccidn recurrente es la naturaleza genética
de la poblacion de partida, y que la misma pueda contribuir con germoplasma util para el
desarrollo de nuevos cultivares (Hallauer y Carena, 2012). EI mejoramiento debe realizarse sin
reducir la variabilidad genética, de modo que las poblaciones mejoradas respondan
favorablemente ante sucesivos ciclos de multiplicacién (Acquaah, 2012; Hallauer y Carena,
2012). Los individuos seleccionados de la poblacién base deben presentar buena performance
para las caracteristicas de interés, y no deben estar estrechamente emparentados. En este sentido,
se debe permitir el libre cruzamiento incluyendo la mayor cantidad de padres posibles, lo que
aumenta las posibilidades de maximizar la variabilidad en la nueva poblacion mejorada
(Acquaah, 2012). La ciclos de recurrencia (Figura 1.4) son una caracteristica propia de estos
métodos de seleccion y es lo que determina la variabilidad de los materiales mejorados (Hallauer

y Carena, 2012). Sin embargo, una mayor cantidad de ciclos alargan la duracion de los
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programas de cria. Por lo tanto, el nimero de generaciones apropiado dependera de los objetivos
de mejora (Acquaah, 2012).

La seleccion recurrente dentro de una misma poblacion (intra-poblacional) enfatiza
principalmente los efectos génicos aditivos (Hallauer y Carena, 2012). La seleccion masal es un
método intra-poblacional que ha sido ampliamente utilizado para adaptacién de cultivares
tropicales a distintos ambientes (Eno y Carena, 2008; Hallauer y Carena, 2009) y para modificar
caracteristicas de alta heredabilidad como la altura de planta, dias a floracion y caracteristicas
de la mazorca (Acquaah, 2012). Sin embargo, no ha sido eficiente para caracteristicas de baja
heredabilidad como el rendimiento. Por ello, se propusieron varias modificaciones de la
seleccién masal clasica para disminuir los efectos del ambiente e incrementar la respuesta en el
rendimiento de maiz (Gardner, 1961; Gardner, 1978; Hallauer y Miranda, 1988; Paterniani,
1990). Este método continda siendo utilizado en el mejoramiento de variedades en paises en

vias de desarrollo (Acquaah, 2012).

Otros procedimientos de mejora intra-poblacionales usados en maiz incluyen la
seleccion individual entre familias o progenies de medios hermanos, de hermanos completos o
familias endogamicas (autofecundadas) (Borojevic, 1990; Hallauer et al., 2010; Acquaah,
2012). Cada uno de éstos a la vez, presenta modificaciones con el fin de incrementar la respuesta
a la seleccion mediante la evaluacién de las progenies en varios ambientes (Lonnquist, 1964;
Acquaah, 2012). Los esquemas de progenies de medios hermanos y hermanos completos
representan ademas alternativas para la mejora inter-poblacional (entre poblaciones) (Acquaah,
2012), y han demostrado ser exitosos en el desarrollo de cultivares tropicales (Darrah et al.,
1972; Paterniani, 1990; Eberhart et al., 1995).
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La seleccion familiar o por progenie se caracteriza por tres pasos generales: () creacion
de la estructura familiar (obtencion de las progenies de medios hermanos, hermanos completos
0 endogamicas) a partir de la poblacion original, (I1) evaluacién y seleccién de las superiores
mediante pruebas de progenie y (111) recombinacion de familias seleccionadas, o plantas dentro
de cada familia, para crear una nueva poblacién para el siguiente ciclo de seleccion (Borojevic,
1990; Hallauer et al., 2010; Acquaah, 2012). Existen algunas variantes, de las cuales la mas
simple es la seleccion mediante progenies criadas en surcos individuales. Estos métodos en maiz
han sido utilizados con eficiencia para rasgos agrondmicos de alta heredabilidad, y para la
mejora del contenido de proteina y aceite en el grano (Acquaah, 2012). En medios hermanos, el
probador es la poblacion parental, y por lo tanto, la seleccion se realiza s6lo sobre el progenitor
femenino (Borojevic, 1990). Debido a esto, la varianza genética aditiva estimada se reduce a la
mitad. Un modo de aumentar la ganancia genética es autofecundando cada familia seleccionada,
y luego cruzar las progenies endogamicas (S1) para obtener nuevamente medios hermanos
(Acquaah, 2012).

Los métodos de seleccion individual permiten mejorar la eficiencia de la seleccién masal
clasica, en la cual los individuos son seleccionados Unicamente por su fenotipo (Borojevic,
1990). En progenies, la seleccion se realiza en funcién de los valores medios de los individuos
de la descendencia (Hallauer et al., 2010; Acquaah, 2012). Dependiendo de los objetivos de
mejoramiento, se puede lograr avance genético con cualquiera de los métodos de seleccidn
recurrente. Si un tipo particular no es efectivo, se pueden hacer cambios en los tipos de progenies
gue se someten a evaluacion, o pueden intercalarse con germoplasma adicional seleccionado a
partir del ultimo ciclo (Hallauer y Carena, 2012). Estos esquemas ademas, tienen el potencial
de desarrollar fuentes de germoplasma alternativas para la obtencion de lineas endogamicas no
emparentadas, que podrian proporcionar alelos adicionales utiles en los programas de pedigri 'y
lograr patrones heteréticos nativos (Jumbo y Carena, 2008; Hallauer y Carena, 2009; Hallauer
et al, 2010).
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Finalmente, cualquier tipo de cruzamiento entre progenies representa alternativas para
la obtencion propia de semillas en los sistemas de produccidn. Ademas, existe la opcion de que
las poblaciones mejoradas puedan cruzarse cada afio y evaluar la respuesta a la seleccion en
cada ciclo. Las ventajas de este enfoque estarian representadas en mantener rendimientos
aceptables en las poblaciones mejoradas, con un menor costo de obtencién de la semilla. Sin
embargo, algunas desventajas de las variedades son la necesidad de disponer de superficie para
el aislamiento de los lotes de produccién de semilla genética, rendimientos relativamente
menores a los hibridos tradicionales y menor uniformidad en las plantas de la poblacion (Kutka,
2011). No obstante, las caracteristicas propias de cada sistema de produccion, determinaran la

eficiencia en el mejoramiento de variedades.

PRINCIPALES DESTINOS DEL MAIZ

El maiz constituye la materia prima central en la alimentacion animal y en la produccion
de bioetanol, particularmente en EEUU, por lo que estas industrias determinan los dos
principales destinos de este cereal (Serna-Saldivar, 2010; Arendt y Emanuele, 2013). Los
alimentos derivados de maiz poseen caracteristicas Unicas que lo distinguen del resto de los
cereales (Serna-Saldivar, 2010). La mayoria de los productos son elaborados a partir de la
molienda seca, himeda o nixtamalizacion. La industria de la molienda seca produce una
variedad de productos con diferente refinamiento ampliamente usados en la elaboracién de pan,
snacks y cereales de desayuno (Serna-Saldivar, 2010; Arendt y Emanuele, 2013). La ausencia
de gliadinas y la presencia de carbohidratos facilmente digeribles, permiten que la harina de
maiz sea ampliamente usada en la elaboracidn de alimentos para pacientes celiacos (Zannini et
al., 2012).
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La molienda himeda produce almiddn relativamente puro como producto principal, y
gluten, fibra y germen como subproductos. A partir de procesos de modificacion quimica del
almidon, se obtienen maltodextrinas, glucosa y jarabes de alta fructosa (Rooney y Serna-
Saldivar, 2003). El jarabe de maiz es preferido como edulcorante en la industria de bebidas en
lugar de la cafia cristalizada o remolacha azucarera, ya que posee un poder endulzante 1,7 veces
mayor que la sacarosa en concentraciones equivalentes (Serna-Saldivar, 2010). Algunos
productos en menor escala elaborados a base a maiz también estan tomando relevancia, como

la cerveza y las peliculas para envases biodegradables (Arendt y Emanuele, 2013).

Sin duda, son innumerables las posibilidades de usos de este cultivo en la industria. Sin
embargo, el consumo directo de este cereal es una de las principales fuentes de alimentos en
muchas partes del mundo. EI maiz representa alrededor del 15 % - 56 % de las calorias diarias
en la dieta de las personas en una gran cantidad de paises en vias de desarrollo, especialmente
en Latinoamérica y Africa, conformando sus principales fuentes de nutricion (Ortega-Paczka,
2003; Vivek et al., 2008; Kato et al., 2009; Naqvi et al., 2011; Arendt y Emanuele, 2013). Los
usos del maiz en la alimentacion humana poseen una larga historia, e incluso representa un
simbolo de muchas culturas tradicionales latinoamericanas (Peredo, 2005; Kato et al., 2009).
Desde épocas precolombinas, se utilizaba el tallo de la planta para la extraccién de jugos
vegetales y consumo como bebida (Kato et al., 2009). Uno de los usos mas conocidos desde
civilizaciones antiguas fue sencillamente calentar los granos hasta que explotaran, lo que hoy
conocemos como “palomitas de maiz”. Actualmente, el maiz pisingallo representa uno de los
principales alimentos tipo snacks en paises desarrollados, cuya produccion es destinada

enteramente a consumo humano (Popcorn Board, 2016; SENASA, 2017).

La molienda integral de los granos representd histéricamente la forma mas importante
de procesamiento para la elaboracion de tortillas (Vargas, 2007; Kato et al., 2009). El proceso
de nixtamalizacion para la preparacion de la masa de tortillas y tamales es uno de los grandes

logros de las culturas mesoamericanas, ya que favorece la biodisponibilidad de los componentes
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nutricionales de los granos (Vazquez et al., 2002; Rojas-Molina et al., 2008; Gutiérrez-Dorado
et al., 2008; Paredes et al., 2009). Ademas de las semillas, otras partes de la planta, como hojas,
tallos, espigas, e incluso raices, se utilizan como abono o combustible (Kato et al., 2009). La
cafia se emplea con propdsitos medicinales y como bebidas refrescantes o alcohdlicas luego de
ser fermentadas. Las hojas y chalas sirven como envolturas de tamales, e incluso para la

alimentacion de animales y la fabricacidn de objetos artesanales (Esteva, 2003).

Existen varios reportes sobre distintas elaboraciones culinarias en base a maiz en la
gastronomia popular de culturas latinoamericanas, con innumerables variantes y recetas
distintas (Alarcén et al., 2001; Kato et al., 2009; Nazar y Quiroga, 2012). Las bebidas derivadas
de maiz més conocidas en el mundo son el atole (a partir de maiz dulce), y la chicha morada (de
maiz morado) (Escribano-Bailon et al., 2004; Cuevas-Montilla et al., 2008). Algunas fuentes
agrupan diferentes platos de acuerdo a los tipos de granos usados para dichas elaboraciones,
basados en su color, forma, tamafio y modo de coccidn, clasificando a algunas variedades para
usos especificos (Aragon, 2006). Incluso platos comunes como polenta, humita, tamales, locro,
arepas, empanadas, entre muchos otros, son comidas cotidianas que forman parte de nuestras

costumbres y tradiciones familiares (Nazar y Quiroga, 2012).

ESTRUCTURA Y COMPOSICION DEL GRANO

El maiz estd compuesto de 70 % - 75 % de almidon, 8 % - 10 % de proteina, 4 % - 5 %
de lipidos, 1 % - 3 % de azlcares y 1 % — 4 % de cenizas (Earle et al., 1946; Hallauer, 2001,
Arendt y Emanuele, 2013). Los granos inmaduros contienen niveles relativamente altos de
azucares y menores cantidades de almidon, proteina y lipidos, ya que éstos se acumulan durante
la maduracion (Boyer y Shannon, 1982). EI maiz posee el grano de mayor tamafio en relacién
al resto de los cereales, cuyo peso de cien semillas rondan en promedio los 30 gramos. Debido

a la gran diversidad genética de esta especie, existe una amplia gama de fenotipos de distintos
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colores, formas y tamafios. Las diferencias de color se deben principalmente a pigmentaciones
en el pericarpio y en la capa de aleurona (Salinas-Moreno et al., 2012, 2013), mientras que las
diferencias en la forma y el tamafio se deben en gran medida a la posicion en la mazorca.
Aquellos que se ubican en los extremos de la espiga son mas redondeados, mientras que los
ubicados en la parte central, presentan los laterales mas achatados debido a la presion ejercida

por el empaguetamiento de los granos en la hilera (Arendt y Emanuele, 2013).

Los componentes quimicos del grano de maiz, se encuentran distribuidos en sus distintas

estructuras anatomicas (pericarpio, endosperma y embrién) (Figura 1.5).

Endosperma harinoso

Superficie o Endosperma vitreo
corona
Germen — R Pericarpio
Capa de aleurona
Ti Escutelo
ipcap — G

Figura 1.5. Estructura anatomica del grano del maiz. Fuente: Arendt y Emanuele (2013)

Pericarpio

La estructura méas externa del grano se denomina pericarpio, y contribuye a su color
(Corke, 2004). Su grosor es dependiente del genotipo y oscila entre 25 um y 140 um,
representando alrededor del 5 % - 6 % de su peso (Arendt y Emanuele, 2013). Estd compuesto

de células muertas ricas en celulosa que poseen formas tubulares (Darrah et al., 2003). La capa
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de aleurona es la capa mas externa que cubre el endosperma y el germen, y actGa como una
membrana semipermeable que restringe el flujo de moléculas grandes dentro y fuera del
endosperma (Li y Vasal, 2004). La aleurona esta compuesta por células grandes y densas ricas
en minerales y proteinas de alta calidad. Esas proteinas son resistentes a la hidrolisis de las
enzimas digestivas, excepto ante la ruptura celular por efecto de la molienda (Saunders et al.,
1969).

Endosperma

El endosperma comprende el 82 % — 84 % del peso seco del grano, y estd compuesto
casi en su totalidad por almidon (90 %) (Earle et al., 1946; Hallauer, 2001) y la mayor parte de
las proteinas solubles e insolubles (7 % - 10 %) (Arendt y Emanuele, 2013). Esta formado por
células alargadas, empaquetadas con los granulos de almidén de 5 a 30 um de diametro,
encerrados en una matriz proteica. Los espacios intergranulares poseen cuerpos proteicos de 2
um — 3 um de didmetro incrustados en la matriz, compuestos casi en su totalidad por zeinas
(Arendt y Emanuele, 2013) (Figura 1.8).

Endosperma harinoso
(almidonoso)

— Endosperma vitreo

Embrién (cérneo)

Pericarpio

Tip cap

Figura 1.6. Fotografia de microscopia electrénica de barrido (SEM) representativa del corte
transversal longitudinal de un grano de maiz. Fuente: Arendt y Emanuele (2013)
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En el endosperma de maiz se distingue una region blanda o harinosa rica en almidon,
localizada hacia el centro del grano, y una regién dura o vitrea rica en proteina, localizada hacia
la periferia (Hoseney, 1998; Dombrink-Kurtzman y Knutson, 1997; Cirilo et al., 2011) (Figura
1.6 y Figura 1.7). Las variaciones en la estructura fisica de los granos se han asociado con el
grado de empaquetamiento de sus componentes, el grosor de la pared celular, el tamafio de las
células del parénquima de almacenamiento del endosperma, la proporcién de endosperma
harinoso y vitreo, el grosor de la matriz proteica en contacto con los granulos de almidon y la
fuerza de adhesion de los granulos en la matriz (Simmonds et al., 1973; Abdelrahman y
Hoseney, 1984; Pereira et al., 2008).

Wo®@

Pisingallo  Flint Dentado Harinoso

S

A\

, Germen Endosperma duro Endosperma blando
\/

Figura 1.7. Principales tipos de granos de maiz segun la estructura del endosperma. Fuente:
Robutti (2004)

En maices harinosos (Figura 1.7), los granulos de almidén (mayormente esferoidales) y
los cuerpos proteicos estan dispuestos de manera desorganizada en el endosperma (Robutti et
al., 1974; Cagampang et al., 1985; Wall y Bietz, 1987; Dombrink-Kurtzman y Knutson, 1997;
Robutti, 2004) (Figura 1.8 B). En cambio, en maices de endosperma duro (Figura 1.7), los
granulos poseen forma poligonal, lo que permite llenar los espacios intergranulares debido a un
mayor grado de empaquetamiento con la matriz proteica (Dombrink-Kurtzman y Knutson,

1997) (Figura 1.8 A). La estructura es mas organizada, y se traduce en un fenotipo
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predominantemente vitreo (Simmonds et al., 1973; Gibbon et al., 2003; Robutti, 2004; Gibbon
y Larkins, 2005; Pereira et al., 2008). Normalmente, las proteinas de almacenamiento son las
responsables de la asociacion entre los granulos de almidén y la matriz proteica del endosperma,
lo que influye directamente en la dureza (Abdelrahman y Hoseney, 1984; Dombrink-Kurtzman
y Bietz, 1993; Pereira et al., 2008). Estudios recientes demostraron que en el endosperma vitreo,
los granulos de almidon poseen poros en su superficie que representan canales internos que
penetran profundamente en su interior. Estos canales son menos frecuentes en el endosperma
harinoso. La proteina incluida en estos canales de almidon, podria fortalecer la adhesion de las
zeinas a la superficie de los granulos, aportando a una mayor dureza del endosperma (Gayral et
al., 2016).

Figura 1.8. Fotografia de microscopia electrénica de barrido (3000 X) del endosperma vitreo
(A) y harinoso (B) de maiz. Fuente: Robutti (2004)

La textura de los granos es un rasgo fundamental relacionado a algunas caracteristicas
de su calidad industrial (como la densidad), agronémica (como la susceptibilidad al ataque de
plagas y enfermedades durante el almacenamiento) y nutricional (como su susceptibilidad a la
hidrolisis enzimatica durante los procesos digestivos) (Duodu et al., 2002; Correa et al., 2002;
Pereira et al., 2008).
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Embrion

El embridn constituye la parte viva del grano, y se encuentra completamente encerrado
en el escutelo en forma de escudo (Figura 1.5), cuya funcion es aportarle nutrientes al germen.
Las paredes de las células del escutelo son gruesas y contienen numerosas fosas y espacios
intercelulares que facilitan el intercambio de materiales entre las células (Watson, 2003). El
embrién ocupa mayor proporcion del grano en comparacion a otros cereales y constituye el 11
% de su peso seco. Contiene casi el 83 % de los lipidos totales, y alrededor de 18 % - 26 % de
proteinas metabolicamente activas que se movilizan durante la germinacién (Hallauer, 2001;
Arendt y Emanuele, 2013), posee alrededor del 70 % de los azlcares y el 78 % de minerales y
vitaminas (Watson, 2003; Eckhoff, 2004).

EL MAIZ EN LA ALIMENTACION HUMANA

El maiz, como todos los cereales, representa una excelente fuente de energia debido a
que el componente mayoritario del grano es el almidén (Hallauer, 200; Serna-Saldivar, 2010;
Arendt y Emanuele, 2013), que ademas posee altas tasas de digestibilidad (Camelo-Méndez et
al., 2017). Por otro lado, varios estudios demostraron que las proteinas del grano poseen alta
digestibilidad in vitro (Hamaker et al., 1986; Duodo et al., 2002; Gutiérrez-Dorado et al., 2008).
Sin embargo, su calidad biolégica no se considera adecuada para un crecimiento 6ptimo debido
a su deficiencia en lisina y triptéfano (Arruda et al., 1978; Yau et al., 1999; Ortiz-Martinez et

al., 2017), especialmente en la nutricion de nifios en edad pre-escolar (Serna-Saldivar, 2010).

El maiz juega un importante papel en la produccién de alimentos con caracteristicas
funcionales y nutracéuticas debido a la existencia de variedades con alto contenido de

compuestos antioxidantes (Adom y Liu, 2002; Jing et al., 2007; Del Pozo-Insfran et al., 2006;
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Lopez-Martinez et al., 2009). Las caracteristicas propias de los componentes quimicos de los
granos, y la gran variabilidad existente en esta especie, hacen que las diferencias manifestadas
entre genotipos influyan en las propiedades nutricionales, funcionales y organolépticas de los
alimentos derivados de este cereal. Ademas, la interaccién entre el genotipo y el ambiente,
especialmente durante las etapas de llenado y maduracion del grano, puede afectar su

composicion quimica (Serna-Saldivar, 2010).

ALMIDON

El almidon se dispone estructuralmente en forma de granulos de diferentes formas y
tamafios que pueden alcanzar hasta 25 pm de diametro. Se almacenan en el endosperma en
organos celulares llamados amiloplastos, y representan en su totalidad aproximadamente el 87,6
% del peso seco total del endosperma. La acumulacion del almidén durante el desarrollo de los
granos aumenta desde menos de 10 % de su peso a los 7 a 10 dias después de la polinizacion,
hasta 55 % - 60 % de su peso alrededor de los 30 - 35 dias, manteniéndose constante hasta la
maduracion (Earley, 1952). Condiciones ambientales de estrés por altas temperaturas y sequia
durante este estadio fenologico, pueden afectar fuertemente las caracteristicas del almidén. En
maiz, y en general para la mayoria de los cereales, la temperatura 6ptima para el llenado de los
granos ronda los 20 °C a 30 °C (Chowdhury y Wardlaw, 1978).

Los granulos de almiddn estdn compuestos principalmente por una fraccién ramificada,
amilopectina, y una fraccion lineal, amilosa. La amilosa constituye el 25 % — 30 % del almiddn
de maiz, y es esencialmente un polimero lineal de unidades glucosa con enlaces a-(1 — 4)

(Watson, 2003) (Figura 1.9). La amilopectina constituye el 70 % — 75 % del almidon, y consiste
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en cadenas de glucosa unidas por enlaces a- (1 — 4) y ramificaciones en los enlaces a- (1 — 6)
(Figura 1.9). Las cadenas unidas con enlaces a- (1 — 4) pueden ser de longitudes de 12 — 20 0
40 — 60 unidades de glucosa (Marshall y Whelan, 1974).

CH, OH CHﬂO

enlace a-(1 — 4) K enlace o-(1 — 6)
* , o fon ) <O,1 b
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Figura 1.9. Estructura quimica de la molécula de amilosa y amilopectina. Fuente: Pérez et
al. (2009)

Los granulos de almiddn contienen ademas pequerias cantidades de otros componentes
menores, como proteinas, lipidos y minerales (principalmente fosforo), que se encuentran en su
superficie o dentro de ellos (Morrison, 1978). En maiz, estos componentes generalmente
disminuyen en relacion con el tamafio de los granulos (Dhital et al., 2011). El contenido de
lipidos varia de 0,6 % a 1,1 % del peso seco de almidones de maiz altos en amilosa (amilomaiz),
mientras que su contenido es insignificante en almidones de maiz waxy (Morrison y Milligan,
1982). Los lipidos presentes en el almidén de maiz consisten en acidos grasos libres (51 % — 62
%) y bajos niveles de lisofosfolipidos (24 % — 46 %) (Morrison y Milligan, 1982). Algunos
estudios demostraron que existe una correlacién positiva entre el contenido de amilosa y el de
lipidos, aunque hay pocas evidencias del posible papel bioguimico de los lipidos (Morrison et
al., 1984; South et al., 1991). Las proteinas asociadas a los granulos (entre 0,3 % a 1,0 %) se
encuentran unidas a su superficie 0 son componentes integrales dentro de ellos (Gayral et al.,

2016). Los polipéptidos localizados en la superficie son practicamente zeinas, y constituyen
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alrededor del 50 % del total de las proteinas asociadas a los granulos de almidon (Mu-Forster y
Wasserman, 1998).

El almidon de maiz contiene una fraccion denominada almidén resistente (RS), y se
clasifica como fibra dietética, ya que no puede hidrolizarse en el intestino delgado, funcionando
como sustrato para la flora bacteriana intestinal (Englyst et al., 1992). Generalmente, su
contenido en maiz normal ronda aproximadamente el 2 % en base seca (Russell et al., 1989;
Rendon-Villalobos et al., 2002), y se correlaciona positivamente con el contenido de amilosa
(Sang et al., 2008). EI RS de maiz se utiliza como fuentes de fibra para la elaboracion de
diferentes productos panificados, como panes, muffins y cereales de desayuno (Sajilata et al.,
2006; Romo et al., 2008), ya que proporciona mejores caracteristicas tecnologicas y
nutricionales. En general, el RS actla favorablemente como modificador de textura al impartir
terneza a la miga (Sajilata et al., 2006). Los genotipos de maiz con alto contenido de amilosa
juegan un papel clave en la obtencién de estos tipos de almidones (Ozturk et al., 2009; Lin et
al., 2016).

Las propiedades fisicoquimicas y funcionales del almidon estan relacionadas con la
estructura y la morfologia de los granulos. Pequefios cambios en la proporcion de
amilosa/amilopectina (Inouchi et al., 1983), asi como la estructura de las moléculas de
amilopectina (longitud de las cadenas y grado de ramificacién), el contenido de lipidos y la
arquitectura de los granulos (relacion estructura amorfa/cristalina), alteran su comportamiento
funcional (Tester, 1997; Akerberg et al., 1998; Bird et al., 2006). La gelatinizacion y la
retrogradacion son dos fendmenos fisicos importantes del almidon. La gelatinizacion es un
proceso que altera el orden molecular nativo de los granulos y tipicamente ocurre durante el
procesamiento térmico en presencia de agua (Park et al., 2009) (Figura 1.10). Los grénulos se
someten a un proceso de hinchamiento, acompafiado de cambios extensivos en la distribucion
del agua dentro de su estructura interna. También hay una pérdida de la cristalinidad y
lixiviacion de la amilosa (Waigh et al., 2000; Doutch et al., 2012). Cameron y Donald (1992)
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demostraron que la cristalinidad se pierde principalmente durante la fase endotérmica de
gelatinizacion, luego de que el agua se introduzca en los anillos de crecimiento amorfos. Las
regiones cristalinas parecen ser relativamente poco afectadas durante esta fase temprana, y mas
alla de un nivel critico de hinchamiento, las tensiones impuestas sobre las moléculas en las capas

semicristalinas eventualmente destruyen la cristalinidad (Doutch et al., 2012).

Luego de la gelatinizacién, la moléculas de amilosa y amilopectina interactdan entre si
hidrofébicamente para re-asociarse mediante puentes de hidrdgenos, y obtener una estructura
mas ordenada. Este proceso es denominado retrogradacion (Zhu, 2015). Durante el enfriamiento
inmediato del almiddn gelatinizado, se produce en primer lugar la re-asociacion de las moléculas
de amilosa (gelificacion) (Figura 1.10), siendo responsable de las transformaciones rapidas a
corto plazo en la textura de los alimentos. En cambio, durante el almacenamiento, se re-asocian
las moléculas principalmente de amilopectina, contribuyendo a los cambios reoldgicos y
estructurales de los alimentos a largo plazo (Sathaporn y Jane, 2007) (Figura 1.10). El almidén
cambia de un estado amorfo a un estado cristalino, y por lo tanto, el proceso de retrogradacion
incluye una re-cristalizacion (Yuan et al., 1993). Esta re-cristalizacion de las moléculas durante
el almacenamiento, es inducida principalmente por la formacion de la estructura helicoidal de

cadenas cortas de amilopectina (Zobel et al., 1988; Park et al., 2009).

La retrogradacién del almidén durante el almacenamiento afecta su digestibilidad, y a
menudo, disminuye la aceptacion por parte del consumidor de los alimentos con matrices ricas
en este biopolimero, como el pan, pastas o arroz cocido. La velocidad y el grado de
retrogradacion se ven principalmente afectados por las propiedades inherentes del almidén,
incluida la estructura molecular y cristalina, y por las condiciones de almacenamiento, como la
temperatura, el tiempo y el contenido de agua (Gudmundsson, 1994; Liu y Thompson, 1998;
Park et al., 2009).
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Figura 1.10. Representacion del proceso de gelatinizacion y retrogradacion del almidon.
Adaptado de Pérez et al. (2009)

La mayoria de las investigaciones sobre las propiedades térmicas de los almidones de
maiz, se han centrado en los tipos mutantes como waxy (wx), amylose-extender (ae), dull (du),
o sugary (su) en diferentes background (Inouchi et al., 1984; Krueger et al., 1987; Brockett et
al., 1988; Sanders et al., 1990; Ng et al., 1997b), cuya metodologia mas utilizada es la
calorimetria de barrido diferencial (DSC). Este método requiere pequefias cantidades de muestra
y es relativamente rapido comparado con procedimientos mas tradicionales en el estudio de la
gelatinizacion (Ng et al., 1997a), haciéndolo util para la seleccion de germoplasma. Las
temperaturas promedio de gelatinizacion del almidon de maiz oscilan entre 67 °C - 68 °C
(Méndez-Montealvo et al., 2006), aunque también se han reportado valores superiores (71,9 °C
- 78,8 °C) (Dong et al., 2008). Yuan et al. (1993) sugirieron que elevadas temperaturas de
gelatinizacion del almidén de maiz podrian deberse a una mayor proporcion de cadenas mas

largas de las moléculas de amilopectina. Estas cadenas podrian formar dobles hélices de mayor
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longitud (no necesariamente en forma de cristales) y requieren temperatura superior para
disociarse completamente en comparacion a estructuras de dobles hélices méas cortas.
Generalmente, los maices que poseen una temperatura de gelatinizacién mas alta se utilizan en
la produccién de harina, ya que es necesaria una mayor temperatura durante el procesamiento,
mientras que el maiz con bajas temperaturas de gelatinizacion, puede usarse para la produccion

de tortillas mediante el proceso de nixtamalizacién (Méndez-Montealvo et al., 2005).

Otra propiedad del almidon relevante en la industria, influenciada por la disposicion de
los grénulos en estado nativo, es la viscosidad o proceso de formacion de pasting (Atwell et al.,
1988), cuyo método mas ampliamente utilizado para su medicion es el andlisis rapido de
viscosidad (Rapid Visco Analysis, RVA) (Wrigley et al., 1996; Crosbie y Ross, 2007; Gomand
et al., 2010; Colombo et al., 2011). Una suspension de almidén durante un ciclo de
calentamiento y enfriamiento, presenta variaciones en la viscosidad que se pueden observar en
una curva tipica medida por RVA (Figura 2.8). En primer lugar, un nimero suficiente de
granulos de almidon sufre un rapido hinchamiento y lixiviacion parcial de la amilosa,
particularmente despueés de la gelatinizacion, observandose un rapido aumento de la viscosidad
(peak viscosity) (Doutch et al., 2012). En condiciones de calentamiento con alta temperatura y
fuerza de cizalla, los granulos se rompen parcialmente y la amilosa lixiviada se orienta en forma
lineal en direccion en la que el sistema esta siendo agitado (Nelles et al., 2000), lo que conduce
a una disminucion de la viscosidad en la mayoria de los casos (breakdown) (Figura 2.8). En el
enfriamiento posterior, los polimeros hidratados se re-asocian mediante la formacion de puentes
de hidrogeno (Nelles et al., 2000), y el material experimenta una transicién a una estructura de

tipo gel, observada como un nuevo aumento de la viscosidad (setback) (Doutch et al., 2012).

La mayoria de los estudios sobre las propiedades funcionales del almidén de maiz se han
llevado a cabo principalmente utilizando variedades hibridas, y son escasos los reportes sobre

las propiedades fisico-quimicas de las harinas y almidones de variedades locales. La variabilidad
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genética de tales genotipos podria correlacionarse con una gran diversidad quimica hipotética,
es decir, distintos tipos de almidones con propiedades particulares para aplicaciones industriales
(Uarrota et al., 2013). Por otro lado, varios estudios focalizaron el analisis de las propiedades
de los geles de almidones de maiz, mientras que los detalles sobre las caracteristicas del almidén
a partir de harinas de grano entero no se han investigado completamente, especialmente en

variedades locales (Uarrota et al., 2013).

PROTEINAS

Las proteinas conforman el segundo componente mas abundante en el grano de maiz
luego del almiddn, cuyo contenido oscila generalmente entre 6 % y 12 % de su peso seco
(Watson, 2003). Se distribuyen principalmente en el germen y el endosperma, y sus
caracteristicas difieren significativamente. La proteina del germen es de alta calidad y conforma
alrededor del 35 % de su peso seco, mientras que el endosperma contiene alrededor de 9 % de
Su peso en proteina, y es considerada de mala calidad debido a una deficiencia en lisina y
triptofano (Arruda et al., 1978; Wall y Bietz, 1987; Landry et al., 2005; Gibbon y Larkins, 2005;
Wau et al., 2010; Ortiz-Martinez et al., 2017). La proteina del endosperma constituye el 80 %

del contenido total de proteina en el grano (Arendt y Emanuele, 2013).

Las proteinas de maiz se clasifican en cuatro fracciones segun su solubilidad como
prolaminas, albdminas, globulinas y glutelinas (Osborne, 1924). Las prolaminas o zeinas
representan el principal tipo de proteina mas abundante de la semilla (aproximadamente 52 %
del nitrégeno del grano), son solubles en etanol e insolubles en agua (Landry y Moureaux, 1980;
Malumba et al., 2008). Las albuminas y las globulinas conforman alrededor del 7 % y 5 % del
nitrogeno del grano, respectivamente. Se localizan principalmente en el germen, y son
consideradas proteinas biolégicamente activas porgue regulan el metabolismo de la semilla. Las
albiminas son hidrosolubles, mientras que las globulinas son solubles en soluciones salinas

(Ortiz-Martinez et al., 2017). Algunos estudios demostraron que las albuminas son las proteinas
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mas afectadas por las altas temperaturas. Su desnaturalizacion puede causar pérdida de la
viabilidad del grano debido que son proteinas enzimaticas. De hecho, el fendmeno de
germinacion depende estrechamente de la activacion de las enzimas de la semilla, que pueden
desnaturalizarse incluso a temperaturas moderadas (Malumba et al., 2008). Las glutelinas son
solubles en soluciones alcalinas, y conforman alrededor del 25 % del nitr6geno del grano. Los
péptidos que conforman cada una de las fracciones proteicas del maiz poseen diferentes
secuencias de aminoacidos (Malumba et al., 2008; Nuss y Tanumihardjo, 2010; Ortiz-Martinez
etal., 2017).

Las zeinas representan las principales proteinas de almacenamiento en maiz. Se
sintetizan en un periodo posterior a la polinizacion y, consecuentemente, mas tarde que las
fracciones no-zeinicas (Landry et al., 2005). Se disponen formando agregados insolubles
Ilamadas cuerpos proteicos en el lumen del reticulo endoplasmético rugoso. Durante la
maduracion del grano, los cuerpos proteicos se empaquetan densamente entre los granulos de
almidon en las regiones vitreas del endosperma (Serna-Saldivar et al., 2008; Wu et al., 2010;
Gayral et al., 2016;). La calidad nutricional de las proteinas estd determinada por las
proporciones de aminoacidos esenciales, que no pueden ser sintetizados por los animales y, por
lo tanto, deben proporcionarse en la dieta. Diez aminoécidos son considerados estrictamente
esenciales: lisina, isoleucina, leucina, fenilalanina, tirosina, treonina, triptéfano, valina, histidina
y metionina. Sin embargo, la cisteina a menudo también se incluye como esencial ya que s6lo
puede sintetizarse a partir de la metionina (Shewry, 2007). Las zeinas de maiz contienen muy
bajos contenidos de lisina y triptéfano (Landry et al., 2005) y grandes cantidades de glutamina,
prolina, leucina y alanina, por lo que se las consideran de baja calidad nutricional (Hallauer,
2001).

Las zeinas estan codificadas por genes que se presentan en forma de copias multiples
(Hallauer, 2001), algunos de los cuales se definen por alelos mutantes (Motto et al., 1989).

Estudios previos estimaron que las zeinas estaban codificadas por un conjunto de hasta 100
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genes (Wilson y Larkins, 1984; Geraghty et al., 1982). No existen claras evidencias si todos los
genes estan activos en su sintesis, y se demostré que diferentes genes pueden expresarse a
diferentes niveles (Das y Messing, 1987; Hallauer, 2001). Los genes se distribuyen en varios
cromosomas en el genoma del maiz, y las a-zeinas estan codificadas por una gran familia de
genes. Por el contrario, las B, 6 y y-zeinas estan codificadas por uno o dos genes (Hallauer,
2001).

Las diferentes clases de zeinas se pueden distinguir por su movilidad relativa mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), por su solubilidad selectiva y por su
diferente composicion de aminoacidos (Rodriguez-Nogales et al., 2006). En un anélisis SDS-
PAGE, las zeinas se identifican tipicamente por sus masas moleculares aparentes, y se clasifican
como A-, B-, C-, D-, E- y F-zeinas (22 kDa, 19 kDa, 14 kDa, 10 kDa, 27 kDa y 16 kDa,
respectivamente) (Vitale et al., 1980). Mas recientemente, las zeinas se han clasificado en
funcién del grado de relacion a sus genes primarios y las secuencias de aminoacidos. Estos
estudios las clasifican como a- (22 kDa y 19 kDa), - (14 kDa), y- (27 kDa y 16 kDa) y - (10
kDa) zeinas. Las a-zeinas (A- y B-zeinas) representan la fraccion mas abundante y comprenden
hasta el 80 % de las zeinas totales (Hallauer, 2001; Rodriguez-Nogales et al., 2006). Estan
constituidas por 210 - 245 aminoacidos (Rodriguez-Nogales et al., 2006). La capa de aleurona
posee pequenos cuerpos proteicos de B- y y-zeina, mientras que los cuerpos proteicos del
endosperma son mas grandes y contienen principalmente a-, B- y y —zeinas (Larkins y Hurkman,
1978; Hallauer, 2001).

FIBRA DIETETICA

Algunos estudios comparativos sobre la composicion quimica de varios granos de
cereales han demostrado que el maiz tiene un mayor contenido de fibra (2 %) que el arroz (0,8
%), trigo (1 %) y mijo (1,5 %), pero menores niveles a los tipicos del centeno (2,2 %), cebada
(3,7 %), sorgo (4,1 %) o avena (5,6 %) (Champagne et al., 2004). Las fuentes mas importantes
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de fibra dietética del grano de maiz son el salvado y el tip cap (Boyer y Shannon, 2003). El
salvado esta constituido por 70 % de hemicelulosa, 23 % de celulosa y 0,1 % de lignina en peso
seco (Sandstead et al., 1978; Sugawara et al., 1994). Los niveles de fibra total, celulosa y
hemicelulosa son mas altos en el salvado de maiz que en el de trigo o arroz. Sin embargo, el
contenido de lignina es mucho menor (Wang y Liu, 2000). A pesar de ello, el salvado de maiz

se considera una fuente dptima de fibra dietética (Hu et al., 2008).

LiPIDOS

Diversas investigaciones demostraron que el contenido de lipidos del grano de maiz se
ve poco afectado por factores ambientales y précticas agronémicas como fecha de siembra,
ubicacion geogréafica, temperaturas, precipitaciones, fertilizacion, entre otras. Los cambios
observados en los lipidos de la semilla son fuertemente controlados por factores genéticos
(Jellum et al., 1973; Earle, 1977). Sin embargo, la posicion en la mazorca influye en su
contenido. Los granos ubicados en la parte media de la espiga se caracterizan por tener mayor
porcentaje de aceite (White, 2003).

Los lipidos se concentran casi exclusivamente en las células de la porcion del escutelo
del germen (76 % — 83 %), sequido del pericarpio (1 % — 2 %), el tip cap (1 %), el almiddn (1
% — 11 %) y la capa de aleurona (13 % — 15 %) (Tan y Morrison, 1979). EI germen contiene
alrededor del 39 % — 47 % de lipidos, y en su mayoria son triglicéridos, con algunos ésteres de
esterol y diglicéridos, asi como pequefias cantidades de glucolipidos y fosfolipidos. Se
organizan en forma de gotitas microscopicas de 1,31 um de diametro, conocidas como cuerpos
oleosos (Watson, 2003). El aceite de maiz es una excelente fuente de acidos grasos poli-
insaturados y es altamente estable dado a los elevados niveles de antioxidantes naturales y un
bajo porcentaje de acido linoleico (C18:3, < 1%) (conocido también como w6). Ademas posee

cantidades reducidas de &cido linolénico (®w3) y araquidonico, cuyos valores difieren entre
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variedades que exhiben distintas composiciones. El aceite de maiz también se caracteriza por
bajos niveles de &cido palmitico (C16:0, 13 %) en comparacién con mijo perla (20 %), arroz (22
%), avena (20 %), centeno (18 %), cebada (22 %) y trigo (21 %) (Delcour y Hoseney, 2010).

VITAMINAS

El grano de maiz contiene dos vitaminas liposolubles, A (-caroteno) y E, y la mayoria
de las vitaminas hidrosolubles, como la tiamina (vitamina B1) y la piridoxina (vitamina Bs). Sin
embargo, es deficiente en acido ascérbico (vitamina C) y cobalamina (vitamina B12) (Nuss y
Tanumihardjo, 2010). La niacina (Bs) estd presente en niveles elevados en forma unida y, a
menos que se procese adecuadamente, no esté biolégicamente disponible para los humanos. El
procesamiento con calor y/o presion, puede hidrolizar la niacina y mejorar asi su
biodisponibilidad (Arendt y Emanuele, 2013).

Los carotenoides se encuentran principalmente en el maiz amarillo, en cantidades que
varian entre 0,09 pg/g y 72 ug/g (White, 2003), y es un factor que puede controlarse
genéticamente, mientras que el maiz blanco posee bajo contenido debido a su color. El -
caroteno y la B-criptoxantina son las pro-vitaminas A mas abundantes en el maiz (Ortiz-
Monasterio et al., 2007). La mayoria de los caratenoides se concentran en el endospermo vitreo,
y s6lo pequefias cantidades estan presentes en el germen. Las condiciones de almacenamiento
afectan fuertemente su contenido en los granos. A estas pérdidas se afiaden las ocasionadas
durante el proceso de molienda (Oliveira y Rodriguez-Amaya, 2007), por lo que en general la
cantidad de carotenoides y vitaminas disminuyen al pasar de grano a harina y posteriormente de

la harina al producto final.
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La vitamina E, en forma de tocoferoles, es la vitamina liposoluble predominante que se
encuentra en el maiz y su rango de concentracién oscila entre 0,3 mg/100 g a 0,7 mg/100 g
(White, 2003). Su sintesis esta fuertemente sujeta al control genético y se encuentra casi
exclusivamente en el germen. Los a- y y-tocoferoles son los Unicos componentes de vitamina E
gue se encuentran en cantidades significativas (0,05 % y 0,009 % del aceite total,
respectivamente) (Reiners y Gooding, 1970). Las vitaminas hidrosolubles se localizan
principalmente en la capa de aleurona y en menor medida en el endosperma y el germen. El
endospermo del grano contiene 80 % de la vitamina Bs, seguido de 4 % en el pericarpio y 2 %
en el germen. Los niveles de vitaminas B, B> y Bz son variables entre cultivares (Loy y Wright,
2003).

MINERALES

El contenido de minerales en maiz oscila entre 1,0 % y 1,3 %. Solo el germen
proporciona casi el 80 % de los minerales del grano, en comparacion con menos del 1% del
endospermo (Earle et al., 1946). El fosforo (en forma de fitato) (0,29 %), K (0,37 %) y Mg (0,14
%) representan los minerales mas abundantes, y proporcionan casi el 85 % del contenido mineral
del grano (Watson, 2003). Como la mayoria de los cereales, el maiz es bajo en Ca (0,03 %) y
Fe (30 pg/g). Su biodisponibilidad es retardada por el fitato presente en el germen (Bohn et al.,
2008), asi también como la de minerales traza como Mn, Cu, Se y | (Mertz, 1970). Tanto los
factores genéticos como ambientales tienen un fuerte impacto en los contenidos de Fe y Zn de
los granos (Oikeh et al., 2003). Aunque el &cido fitico es un elemento esencial durante la
germinacion, afecta negativamente la biodisponibilidad de minerales esenciales para la salud
humana (Raboy, 2003) al quelar minerales de cationes multivalentes, como Ca, Fe y Zn. Los
diferentes métodos de procesamiento de alimentos, como la molienda, remojo o coccidn, pueden

degradar o eliminar el acido fitico en diferentes grados (Hurrell, 2004).
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COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

Un antioxidante bioldgico es cualquier compuesto que, en concentraciones mas bajas en
comparacién con la de un sustrato oxidable, es capaz de retrasar o prevenir la oxidacién de dicho
sustrato (Brewer, 2011; Godic et al., 2014; Pisoschi y Pop, 2015). Las funciones antioxidantes
implican la disminucion del estrés oxidativo, la reduccién de las mutaciones del ADN, el
impedimento de transformaciones celulares perjudiciales, entre otros eventos de dafio celular
(Pisoschi y Pop, 2015). Los primeros tipos de sistemas de defensa antioxidante que acttan
contra el dafio oxidativo, son aquellos que bloquean o capturan los radicales libres formados por
las reacciones de “especies reactivas de oxigeno” (EROS) (Cheeseman y Slater, 1993). Otro
importante sistema antioxidante de la célula consiste en procesos de reparacion que eliminan las
biomoléculas dafiadas, antes que éstas alteren el metabolismo celular (Cheeseman y Slater,
1993).

Estrés oxidativo

El oxigeno es un atomo altamente reactivo capaz de generar productos como resultado
de su reaccion con otras biomoléculas del cuerpo, llamados radicales libres. Estos compuestos
son potencialmente perjudiciales, ya que pueden destruir células sanas del organismo haciendo
gue pierdan su estructura y funcionalidad (Pisoschi y Pop, 2015). Una progresion irreversible
de la descomposicidn oxidativa provocada por ERQOS, contribuye al envejecimiento celular y al
deterioro de las funciones fisioldgicas (Maulik et al., 2013), provocando afecciones
neurodegenerativas (como el Parkinson, Alzheimer, enfermedad de Huntington y esclerosis
lateral amiotrofica), declinacion del sistema inmunoldgico, enfisemas, enfermedades
cardiovasculares e inflamatorias, cataratas y distintos tipos de cancer (Toda, 2011; Maulik et
al., 2013; Lopez-Alarcona y Denicola, 2013; Pisoschi y Pop, 2015).
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Los radicales libres son estructuras quimicas que tienen un electrén desapareado en su
Orbita externa (Riley, 1994; Poljsak et al., 2013), por lo que buscan electrones de otras sustancias
para capturarlos y neutralizarse a si mismos. Al ser neutralizados, pueden formar nuevos
radicales libres durante el proceso, generando una reaccién en cadena (Poljsak et al., 2013). La
generacion de radicales libres puede controlarse de manera natural con antioxidantes. Por lo
tanto, cuando la disponibilidad de antioxidantes es limitada, aumenta el dafio u estrés oxidativo
(Percival, 1998). El concepto de EROS abarca todas las moléculas que contienen oxigeno
altamente reactivo, y los distintos tipos estan representadas tanto por radicales libres y moléculas
oxigenadas de radicales no-libres, como peréxido de hidrogeno (H20), radical anién
superoxido (O2 " "), radical hidroxilo (*OH) y oxigeno singlete (1/2 O2). También se encuentran

especies reactivas de nitrdégeno, hierro, cobre y azufre (Halliwell et al., 1992; Riley, 1994).

Los radicales libres se generan en procesos aerobicos como la respiracion celular, la
exposicion a infecciones microbianas que involucran activacion de fagocitos, durante la
actividad fisica intensiva o ante la exposicion a contaminantes o toxinas como el humo del
cigarrillo, alcohol, radiaciones ionizantes y UV, pesticidas y ozono. Las EROS en bajas
cantidades representan moléculas de sefializacion, que estan implicadas en la regulacién de la
proliferacion celular, la apoptosis (muerte celular programada por el mismo organismo) y la
expresion génica al desencadenar factores de transcripcion. Su generacion por los fagocitos es
esencial en el mecanismo de defensa contra diversas cepas de bacterias u hongos (Percival,
1998; Poljsak et al., 2013).

Clasificacion de compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos presentes en vegetales son considerados actualmente la
principal fuente de antioxidantes naturales incorporados mediante la dieta (Pisoschi y Pop,

2015). Los polifenoles estan presentes en una amplia variedad de granos de oleaginosas y

38



cereales, hortalizas, hojas, tubérculos, raices, frutos, especias, hierbas, té y bebidas como el vino
(Adom y Liu, 2002; Chandrasekara et al., 2012). Los compuestos fenolicos vegetales pueden
dividirse principalmente en cuatro grupos: (I) acidos fendlicos (derivados de &cido benzoico y
cinamico); (I1) flavonoides (quercetina, catequina); (111) derivados de estilbenos (resveratrol); y
(IV) aceites volatiles (eugenol, carvacrol, timol y mentol) (Shan et al., 2005; Pisoschi y Pop,
2015).

Los acidos fendlicos son compuestos derivados de acido benzoico y acido cinamico. Se
clasifican de acuerdo a éstos en acidos hidroxibenzoicos (AHB) (como el &cido galico) y acidos
hidroxicinamicos (AHC) (como el acido caféico, cumarico y ferdlico), y la estructura quimica
bésica de cada uno de ellos es C6-C1 y C6-C3, respectivamente (Manach et al., 2004) (Figura
1.11). Actuan generalmente como antioxidantes que capturan radicales libres (Matsuzoe et al.,
1999; Dias, 2012; Pisoschi y Pop, 2015). Estos compuestos tienen la capacidad de donar
electrones, lo que estaria relacionado ademas con el retraso de la rancidez de los sustratos
(Medina et al., 2007).

Los flavonoides constituyen la familia mas grande de compuestos polifendlicos y se
clasifican en varias subclases como flavanoles (catequina y galato-catequina), flavanonas,
flavonas (luteolina), antocianidinas y flavonoles (quercetina, miricetina, kaempferol) (Figura
1.12) (Cai et al., 2004). Quimicamente, son compuestos de bajo peso molecular que se
encuentran en plantas vasculares. Estructuralmente, pueden ser considerados como fenilbenzo-
pironas (fenilcromonas) compuestas de dos anillos bencénicos (anillos A y B) unidos mediante

un anillo heterociclico de pirano o pirona (anillo C) (Tenorio-Lopez et al., 2006) (Figura 1.12).
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Figura 1.11. Estructura quimica de los acidos fendlicos. Adaptado de Manach et al. (2004)

El potencial de los compuestos fendlicos para captar radicales libres, depende del
numero y posicion relativa de los grupos -OH libres presentes en la molécula. Mientras mayor
sea el nimero de -OH fendlicos, la capacidad de capturar radicales libres aumenta (Xia et al.,
2013). De igual manera, la fuerza de enlace del hidrégeno juega un papel importante en la
actividad antioxidante. Los flavonoides, ademas, pueden actuar como agentes quelantes de
metales de transicion (Fe?*, Cu?*), mediante la disposicion espacial de sus grupos funcionales
con atomos capaces de formar enlaces con los metales, haciendolos menos oxidativos (Shan et
al., 2005).

Muchos flavonoides son pigmentos, y se localizan naturalmente en los cloroplastos de
las células vegetales, desempefiando un papel fotoprotector frente al O, *~ (Brewer, 2011). Las
antocianinas son glucdésidos polihidroxi o polimetoxi derivados del cation flavilio. La hidrolisis
de las mismas produce una aglicona, las antocianidinas (Figura 1.12). Cabe destacar que en las
plantas, las antocianidinas no se acumulan como tal, sino en su forma glucosilada, es decir,
unidas a algun azlcar y en cuyo caso se denominan antocianinas (Aguilera-Ortiz et al., 2011).
Tanto las antocianinas como las antocianidinas, presentan la misma coloracion debido a la

extrema movilidad de los electrones dentro de los dobles enlaces de la estructura molecular en
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respuesta a la luz del espectro visible (400 a 700 nm). El color de las antocianinas depende de
los sustituyentes quimicos que contenga y la posicion de los mismos en el grupo flavilio. Por
ejemplo, si aumentan los hidroxilos del anillo fendlico, se intensifica el color azul, mientras que
la introduccién de metoxilos acrecienta el color rojo (Aguilera-Ortiz et al., 2011). Estos
pigmentos son bastantes solubles en agua, y el pH influye significativamente en su estabilidad.
En condiciones acidas, los grupos -OH pueden donar un H+ a los lipidos y protegerlos de la
oxidacion (Gris et al., 2011).

Flavonoide /3\ Flavona Flavanol
2 4

o B | Rs
A N TN
7 2 6
| A C] .
6\ /3

5 4

Estructura basica

Flavonol Flavanona Antocianidina

Figura 1.12. Estructura quimica de los flavonoides. Adaptado de Tenorio-Lopez et al. (2006)

Los azlcares de las antocianidinas en algunos casos estan acilados con grupos derivados
del &cido acético o con algun &cido cindmico (p-cumarico, caféico, ferdlico o sinaptico). La
presencia de estos grupos acilo en la molécula de antocianidina le confiere mayor estabilidad
ante condiciones extremas de pH y temperatura (Jing et al., 2007; Aguilera-Ortiz et al., 2011).

Cuando en la molécula de antocianina se encuentran Unicamente azlcares, se denominan no
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aciladas. Si ademas de los azlcares, estan presentes uno o varios radicales acilo, se catalogan

también como aciladas (Salinas-Moreno et al., 2010).

El resveratrol (trans-3,5,4°tri-hidroxiestilbeno) se ha identificado como el mayor
estilbeno activo dentro de las fitoalexinas. Se encuentra presente en los materiales biologicos
como isomeros trans y cis, en un amplio rango de concentraciones (Careri et al., 2003). Las
fuentes vegetales mas importantes estan representadas por el hollejo de la uva y el vino tinto
(Pisoschi y Pop, 2015). Este derivado de estilbeno atrapa especies reactivas de oxigeno, actla
como quelante de metales y modula la actividad enzimatica (Harikumar y Aggarwal, 2008;
Venturini et al., 2010).

Compuestos fendlicos en maiz

Los compuestos fendlicos en los granos de cereales pueden encontrarse en formas libres,
conjugadas solubles y unidas insolubles. La mayoria se disponen en formas unidas a los
componentes de la pared celular (Lloyd et al., 2000; Bunzel et al., 2001; Adom y Liu, 2002).
En el maiz, aproximadamente el 70 % se presentan en formas unidas insolubles, y el acido
ferulico representa el principal compuesto fenolico del grano (Adom y Liu, 2002). Diversos
estudios (Andreasen et al., 2001; Anselmi et al., 2004; Trombino et al., 2004) han demostrado
los efectos antioxidantes y anticancerigenos del acido feralico y p-cumarico.

Los granos de maices pigmentados azules, morados y rojos son ricos en antocianinas,
que se localizan principalmente en el pericarpio y en la capa de aleurona (Adom vy Liu, 2002;
Jing et al., 2007; Ruiz-Torres et al., 2008; Salinas-Moreno et al., 2013). Varios estudios han
asociado las propiedades antioxidantes y bioactivas de las antocianinas con efectos beneficiosos
para la salud humana (Tsuda et al., 2003; Fimognari et al., 2004; Lopez-Martinez et al., 2009;
Aguilera-Ortiz et al., 2011; Lao et al., 2017). Dado que la mayoria de los compuestos fenélicos
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se encuentran en las capas anatdmicas mas externas de las semillas, diversos autores
recomendaron que el consumo de granos integrales contribuye a una dieta saludable (Adom y
Liu, 2002; Pisoschi y Pop, 2015). Por otro lado, estudios recientes demostraron que el polen de
maiz es una importante fuente de compuestos fendlicos, donde la quercetina diglucosilada
represent6 el flavonoide mas abundante en polen de genotipos de maiz blanco, amarillo, rojo,

azul, marrén y dulce (Zilic et al., 2014).

Seis tipos de antocianinas principales (cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3-
glucésido, peonidina-3-glucosido, cianidina-3-maloilglucosido, pelargonidina-3-
maloilglucosido y peonidina-3-maloilglucésido) han sido reportadas en extractos comerciales
de maiz morado y en granos de distintos genotipos (Pascual-Teresa et al., 2002; Aoki et al.,
2002). Ademas, Aoki et al. (2002) encontraron cianidina-3-dimalonilglucésido, y Gonzalez-
Paramas et al. (2006) identificaron una (epi) catequina-cianidina-3,5-glucésido en colorante de
maiz morado comercial. Las antocianinas aciladas se consideran generalmente mejores
colorantes alimentarios por su mayor estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento,
en relacién al resto de las antocianinas no aciladas (Giusti y Wrolstad, 2003; Jing et al., 2007,
Mora-Rochin et al., 2016).

El contenido de compuestos fendlicos puede verse perjudicado durante los tratamientos
de elaboracion de los alimentos (De Pascual-Teresa y Sanchez-Ballesta, 2008; Harakotr et al.,
2014). El procesamiento realizado a los granos previo a la coccion, como el pelado, cortado,
molienda y tamizado, puede afectar el contenido de compuestos fendlicos y su capacidad
antioxidante (loannou et al., 2012). Las antocianinas se degradan facilmente cuando se exponen
al calor y a altas temperaturas, lo que afecta su estabilidad e influye en el color de los pigmentos
y sus propiedades bioactivas (Xu y Chang, 2008; loannou et al., 2012; Harakotr et al., 2014).
La degradacion comienza con la ruptura del anillo central, seguida de la hidrolisis del resto de

la estructura molecular, generando productos incoloros. Harakotr et al. (2014) obtuvieron una
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mayor pérdida tanto de antocianinas como de polifenoles totales luego de un tratamiento de
ebullicién en comparacion a la coccidn al vapor en maiz morado. No obstante, los tratamientos
realizados sobre mazorcas enteras mostraron una mayor retencion de las antocianinas en
relacion a los granos, debido probablemente a que la separacién de los granos de la mazorca
produce una ruptura del pericarpio, derivando en un aumento de la superficie de exposicion, asi
como una mayor migracion del agua de coccion (loannou et al., 2012). El agua pigmentada
resultante de la coccion representa un co-producto potencialmente valioso, que puede ser
aprovechado para la preparacion de bebidas, o utilizado como mezcla en la elaboracion de otros
alimentos (Aoki et al., 2002). A pesar de ello, otros reportes indicaron que el tratamiento térmico
no siempre resulta en la destruccion de los compuestos bioactivos. La coccidn en algunos casos
puede inducir la formacién de nuevos compuestos y mejorar las propiedades antioxidantes (Xu
y Chang, 2008). Dewanto et al. (2002) demostraron que la coccién provocd un aumento en el

nivel de compuestos fendlicos en maiz dulce.

Durante la elaboracion de tortillas a partir de granos de maices pigmentados, las
condiciones de altas temperaturas y alcalinidad durante el proceso de nixtamalizacion,
representan los principales factores que afectan la concentracion de polifenoles y antocianinas
originalmente presentes en los granos (Mora-Rochin et al., 2016). El tratamiento térmico con
cal hace que estos compuestos sean mas inestables y susceptibles a la degradacion (Sanchez-
Madrigal et al., 2015; Mora-Rochin et al., 2016). Sin embargo, Del Pozo-Insfran et al. (2006)
indicaron que un tratamiento de acidificacion post-nixtamalizacion podria reducir las pérdidas
de los polifenoles en contraste con los efectos negativos de la coccion con cal. La acidificacion
podria incorporarse al procesamiento de la tortilla para una mayor retencién de los compuestos

fenolicos en los productos procesados con maices pigmentados.

Diversos estudios realizados en productos panificados, indicaron que la adicion de acido
citrico en la formulacion de la masa de galletas de maiz morado, permite incrementar el

contenido de compuestos fendlicos debido principalmente a una mayor estabilizacion de las
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antocianinas (Li et al., 2011; Zilic et al., 2016). El &cido citrico disminuye el pH y permite la
acilacién de sus residuos de azucar o del catién flavilio (Zilic et al., 2016). Por otro lado, en
comparacion con la harina cruda, el contenido de acido ferdlico y p-cumarico se incrementa en
las galletas luego del horneado a 200 °C, debido a que la coccion afecta la solubilidad de las
formas unidas de los acidos fendlicos (Zilic et al., 2016).

MAICES ESPECIALES

Las caracteristicas particulares de las distintas variedades de maiz, permiten que este
cereal tenga diversos destinos finales, y su calidad de uso esta determinada principalmente por
la estructura y composicion del grano (Robutti, 2010). De alli surge el término Maices
Especiales, pues poseen una propiedad o atributo particular que hacen que tengan un destino

diferencial, lo que le otorga mayor valor agregado.

De acuerdo a la composicion y a la distribucion de sus componentes, existen distintos
tipos de granos, con diferentes formas, tamarios, colores, texturas y adaptacion a diferentes
ambientes, constituyendo numerosas variedades tradicionales que actualmente son cultivadas.
Desde el punto de vista comercial, es utilizado s6lo un reducido nimero de tipos,
diferenciandose principalmente por la dureza del grano. Nuestro pais lidera algunos de estos
mercados a nivel mundial, y a nivel local aumentan la competitividad de las industrias que los
requieren como materia prima. Actualmente, algunos de los maices especiales que adquieren
mayor importancia en Argentina son los maices colorados (Flint), el pisingallo y los maices de
alto valor (MAV) (Tabla 1.2). Estos distintos tipos de maices difieren en requerimientos para su
produccion, rendimiento, precio de venta como grano (commodity) y precio como productos

transformados y procesados (Gear, 2010).
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Tabla 1.2. Principales maices especiales producidos en Argentina

Tipo Raza/endosperma Industria/usos
Duros o Elint Molienda seca
. . L (polenta, cereales,
(incluye maiz Cristalino Colorado l
Plata) alimento para
animales)
P'S;[]i%%!o 0 Endospermo vitreo, Palomitas de maiz
reventadores muy duro (popcorn)
Se destaca la raza Molienda humeda
Dentados Dentado Amarillo (alcohol, almidones,
entre los maices jarabes de fructosa,
nativos entre otros)
Se destacan en la zona Consumo fresco
de altura del NOA las  (choclo), elaboracion
Harinosos razas Capias, y en de diversas comidas
zonas bajas del NOAy  tradicionales basadas
NEA, la Abati Moroti en harina de maiz
Maices de Asociacion varietal que
Alto Valor produce mayor Industria avicola y
(MAV) contenido de aceite y porcina

proteina en el grano.

Fuente: Adaptado de Gear (2010)

MAIZ OPACO-2

Durante la década de 1960 y 1970, fueron identificadas varias mutaciones naturales de
genes de maiz que confieren mayores niveles de lisina y triptéfano, como opaco-2 (02), fluory-
2 (fI2), opaco-7 (07), opaco-6 (06) y fluory-3 (fI3). EI maiz opaco-2 posee el gen mutante
recesivo (02) (Mertz et al., 1964), que limita la sintesis de zeina y aumenta el contenido de las
otras fracciones proteicas. Las albiminas y las globulinas tienen altos niveles de lisina, mientras
que las glutelinas poseen valores intermedios (Motto et al., 1996). La disminucion en la sintesis

de zeinas podria estar relacionada con la baja capacidad de los cuerpos proteicos para
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almacenarlas, lo que podria promover la sintesis de no-zeinas como un efecto compensatorio
(Landry et al., 2005), pero también podria resultar del cese de la sintesis de proteinas, como fue
sugerido por Habben et al. (1993). Como resultado, se genera una matriz proteica mas delgada
con diferente distribucion de aminoacidos, lo que se traduce en la duplicacién del contenido de
lisina y triptofano (Gibbon y Larkins, 2005; Landry et al., 2005). Consecuentemente, la
expresion de este gen permite que el valor nutricional de este maiz sea superior al maiz normal
(Ortega et al., 2001).

El descubrimiento del maiz opaco-2 ha despertado gran interés en la ciencia debido a la
necesidad de mejorar la nutricién en regiones donde este cultivo representa una de las
principales fuentes de alimento, sobre todo en paises en vias de desarrollo. Esta caracteristica
altamente beneficiosa, resultdé estar asociada con varios rasgos fenotipicos de los granos
desfavorables agronémicamente. Los granos 02 son, en mayor medida, de endosperma blando,
y por lo tanto, susceptibles a plagas y enfermedades, principalmente durante el almacenamiento
(Vivek et al., 2008). Uno de los centros de investigacion destacados en los avances del
mejoramiento en estos genotipos es el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT), México, que ha logrado significativos progresos en la seleccion de lineas 02 con
mayores contenidos de lisina y con una mayor dureza endospermatica, lo que resulté de la
supresion del fenotipo de granos almidonosos o blandos mediante genes modificadores del
endosperma (mo) (Prasanna et al., 2001). El nuevo maiz opaco-2 de caracteristicas mejoradas
fue denominado QPM (maiz de alta calidad proteica), y los avances logrados en el desarrollo de
nuevas variedades han sido relevantes desde entonces (Vasal, 2000; Li y Vasal, 2004; Vivek et
al., 2008; Gunaratna et al., 2010; Arendt y Emanuele, 2013). Las variedades QPM se estan
diseminando actualmente en los paises en desarrollo, particularmente en América y Africa
(Krivanek et al., 2007; Rojas-Molina et al., 2008; Gunaratna et al., 2010). En el continente
americano, el consumo de maiz opaco-2 y QPM es muy difundido en México, América Central
y sur de Estados Unidos, principalmente bajo la forma de tortillas y productos nixtamalizados
(Rojas-Molina et al., 2008).
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Estudios recientes demostraron que los hidrolizados de proteina de maiz QPM
presentaron alta capacidad antioxidante, y fue mayor que en los aislados proteicos de hibridos
regulares. La actividad antioxidante de proteinas y péptidos aislados a partir de granos enteros
de maiz no solo depende de la concentracion, sino de la composicion diferencial de las

fracciones proteicas y sus perfiles de aminoacidos (Ortiz-Martinez et al., 2017).

Background genético y metabolismo del maiz opaco-2 y QPM

El gen O2 codifica un activador transcripcional que regula la expresion de a-zeinas de
22 kDay de B-zeinas de 14 kDa, asi como otros genes no responsables directamente en la sintesis
de zeina, incluidas las enzimas que intervienen en la biosintesis de aminoacidos y carbohidratos
(Habben et al., 1993; Hunter et al., 2002; Azevedo et al., 2003). Casi todos los mutantes 02
caracterizados hasta ahora tienen una proteina O2 modificada, que altera la acumulacion de
zeina y el metabolismo del endospermo. Estos grandes efectos pleiotrépicos pueden estar
implicados en las relaciones particulares entre las zeinas y las proteinas verdaderas, en
comparacién con otros mutantes. El factor de transcripcion opaco-2 se une especificamente a
una secuencia de ADN de 8 a 10 nucleétidos localizada por encima del promotor del gen de a-
zeina de 22 kDa, y controla la expresion de la familia de genes de las a-zeinas (Schmidt et al.,
1992). Los genes que codifican las otras zeinas no poseen los sitios de union opaco-2 en sus
promotores y, por lo tanto, no estan bajo el control regulador de este factor de transcripcion.
Esto explica, al menos en parte, la causa por la cual las otras clases de zeina no se ven afectadas

en el mutante 02 (Azevedo y Arruda, 2010).

En el caso de las lineas QPM, el menor contenido de a-zeinas de 22 kDa (en comparacion
con los mutantes opaco-2) esta acompafiado por aumentos en las y-zeinas de 27 kDa (Geetha et

al., 1991; Lopes y Larkins, 1991; Prasanna et al., 2001; Shewry, 2007), y se ha sugerido que
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este tipo de zeinas son las principales contribuyentes a la modificacion del fenotipo de grano
blando o almidonoso, incrementando el nimero de cuerpos proteicos (Holding y Larkins, 2009)
y formando una red reticulada alrededor de los granulos de almidén (Dannenhoffer et al., 1995;
Shewry, 2007). La mayor acumulacion de y-zeinas de 27 kDa y otras proteinas de
almacenamiento en lineas QPM, producen modificaciones en las vias enzimaticas de la sintesis
del almidon (Azevedo y Arruda, 2010), resultando en un almidén menos cristalino, con mayor
contenido de amilosa y una mayor proporcion de cadenas cortas e intermedias de amilopectina.
Esta estructura puede favorecer el empaguetamiento de los granulos y su asociacién con las
proteinas del endospermo, dando lugar a un fenotipo vitreo comprimido (Salazar-Salas et al.,
2014) (Figura 1.13). La variacién respecto a la modificacién del endosperma también podria
surgir por varios loci modificadores menores, aunque no existen claras evidencias del nimero y
los posibles efectos de tales loci (Prasanna et al., 2001). Otros estudios indicaron que la
obtencién de genotipos QPM mediante mejoramiento convencional, basado en los niveles de
lisina y las caracteristicas de endosperma duro, no conservan algunas albiminas y globulinas

especificas originalmente presentes en mutantes 02 (Yau et al., 1999).

Los incrementos compensatorios en otras fracciones nitrogenadas que se producen en
varios mutantes de alta lisina incluyen aumentos en el contenido de aminoéacidos libres, es decir,
que no forman parte de proteinas. Los aminoacidos libres usualmente conforman bajas
proporciones del total de aminoacidos en el grano, y sélo aumentan por encima de estos niveles
si la semilla esta limitada en su capacidad para sintetizar proteinas (por ejemplo, por factores
ambientales), o0 en mutantes 02. Los bajos niveles de aminoacidos libres se mantienen mediante
redes reguladoras complejas en las cuales, los productos finales de las vias metabolicas inhiben

las enzimas que controlan los pasos clave en su biosintesis (Shewry, 2007).
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Normal opaco-2 QPM

Figura 1.13. Estructura del endosperma de genotipos de maiz normal, opaco-2 y QPM. A:
Representacion esquematica de la disposicion de los granulos de almidon y cuerpos proteicos
de zeinas. B: Cortes transversales de los granos maduros indicando la proporcion de endosperma
vitreo y harinoso segun el tipo de grano. Adaptado de Holding (2014)

El efecto de los genes 01, 02, fl1 y fI2 ha establecido claramente alteraciones especificas
en el metabolismo de la lisina, la acumulacién de aminoécidos y la distribucion de las proteinas
de almacenamiento en los granos de maiz (Azevedo et al., 2003). Algunos estudios han revelado
importantes aspectos regulatorios que involucran enzimas tales como la aspartato quinasa (AK),
la lisina cetoglutarato reductasa (LKR) y la sacaropina deshidrogenasa (SDH) que participan en
la sintesis y acumulacion de lisina. Aunque no se producen alteraciones muy significativas en
la actividad total de la dihidrodipicolinato sintasa (DHDPS) entre los mutantes, esta enzima
juega un rol clave en la regulacion de la ruta de aspartato que controla la sintesis de lisina, y
mas importante adn, que los genes mutantes pueden afectar a otras enzimas involucradas en la
regulacion de la ruta de aspartato, pero no DHDPS (Varisi et al., 2007). Las modificaciones en
las rutas metabolicas de la lisina en maiz han permitido la obtencion de lineas comerciales QPM

transgénicas (Azevedo y Arruda, 2010).
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MAIZ MORADO

El maiz morado es una variedad cuyos granos de tipo amilaceo poseen un color morado
oscuro e intenso, y se cultiva principalmente en la zona andina de Per( y Bolivia, y en algunas
zonas del norte argentino (Escribano-Baildn et al., 2004). Existen ecotipos en otros paises de
América debido a su adaptacion y evolucién durante miles de afios, y a la influencia de factores
climaticos y edaficos que favorecen la biogénesis de los metabolitos tipicos de este maiz
(Huaman-Alvino, 2008). Se caracteriza por ser un maiz de altura, cuyas principales zonas de
produccion se ubican en la Cordillera de los Andes entre los 500 a 1200-4000 metros sobre el

nivel del mar (Tapiay Fries, 2007).

El maiz morado contiene alto contenido de antocianinas y compuestos fendlicos, que son
fitoquimicos del metabolismo secundario de la planta. Aunque estos compuestos se consideran
no-nutrientes, su interés radica en sus propiedades antioxidantes y bioactivas (Setchell y Aedin,
1999; Adom vy Liu, 2002; Lopez-Martinez et al., 2009; Aguilera-Ortiz et al., 2011). Las
propiedades beneficiosas para la salud de estos metabolitos vegetales se han relacionado no s6lo
con una alta actividad antioxidante y antiradicalaria (Cevallos-Casals y Cisneros-Zevallos,
2003; Del Pozo-Insfran et al., 2006; Jing et al., 2007), sino también con otras propiedades
bioldgicas como actividad antimutagénica o estrogénica (Aoki et al., 2004), inhibicion e
induccién de enzimas como la glutatién transferasa y la quinona reductasa, propiedades
antiinflamatorias, hipoglucemiantes y antihipertensivas (Tsuda et al., 2003; Toyoshi y Kohda,
2004; Lao et al., 2017).

Las antocianinas estan presentes en diferentes partes de la planta, como el tallo, vainas,
hojas e inflorescencias, donde se localizan en las células epidérmicas, y se cree que ejercen una
funcion protectora contra la radiacion UV (Stapleton y Walbot, 1994). En la mazorca, se

encuentran en el marlo o coronta, en la cascara (chala) y en los granos. En la semilla, se
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concentran principalmente en la capa de aleurona y en el pericarpio (Ruiz-Torres et al., 2008;
Salinas-Moreno et al., 2013). Existe una gran variabilidad en cuanto al contenido total de
antocianinas presentes en los granos, y se ha demostrado que maices de distintos fenotipos
exhiben grandes diferencias en sus perfiles y propiedades antioxidantes (Lopez-Martinez et al.,
2009). De hecho, el maiz morado es considerado una fuente importante en la obtencion de
extractos antocianicos debido a los altos contenidos mostrados por algunas variedades
(Escribano-Baildn et al., 2004).

Las antocianinas tienen efectos muy importantes en la bioquimica y fisiologia de las
plantas, ya que actlan como antioxidantes, inhibidores enzimaticos, precursores de sustancias
toxicas, asi como en la formacion de pigmentos y filtros solares (Smith y Banks, 1986). También
estan involucradas en mecanismos de fotosensibilizacion y de transferencia de energia,
regulando asi las reacciones de crecimiento, control de la respiracion, fotosintesis,
morfogénesis, determinacion sexual y la defensa contra infecciones (Tenorio-Lépez et al.,
2006). Como dan color a diferentes partes de las plantas, juegan un importante rol en los
mecanismos reproductivos, ya que las pigmentaciones en inflorescencias permiten atraer a los

polinizadores y facilitar la diseminacion del polen (Escribano-Bailon et al., 2004).

Las principales antocianinas presentes en el maiz morado son la cianidina-3-glucésido y
la pelargonidina-3-glucésido (Abdel-Aal et al., 2006; Mora-Rochin et al., 2016; Zilic et al.,
2016). Algunos estudios informaron que podrian estar implicadas en la resistencia a diversos
patégenos (Wiseman y Snook, 1995; Norton, 1999; Escribano-Baildn et al., 2004). Norton
(1999) reportd que las formas glucosiladas como las agliconas, mostraron una alta actividad
inhibidora en la produccidon de afltoxinas generadas por Aspergillus flavus, lo que indicaria que
los genotipos con altos contenidos de antocianinas podrian presentar mayor resistencia al

patogeno.
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Diversas investigaciones han evaluado diferentes variedades de maiz morado en una
gran cantidad de ambientes, y demostraron una alta sensibilidad a condiciones ambientales
desfavorables, determinadas principalmente por efectos de sequia y temperaturas que se
manifiestan en altitudes distintas a aquéllas de donde son originarias dichas variedades
(Arellano-Vazquez et al., 2003; Antonio-Miguel et al., 2004; Salinas-Moreno et al., 2012,
2013). Esto representa como requisito fundamental la evaluacion de genotipos en distintos
ambientales, con el fin de detectar variedades con adaptabilidad y alto potencial de rendimiento
en condiciones ambientales adversas, como base para iniciar su mejoramiento genético
(Arellano-Vazquez et al., 2003).

IMPORTANCIA DEL DESARROLLO DE NUEVAS
VARIEDADES MEJORADAS EN CALIDAD NUTRICIONAL

La evolucion de los paradigmas alimentarios en la actualidad esta registrando una
demanda de productos més saludables, nutritivos y con menor utilizacion de aditivos-
fortificantes (Corcuera et al., 2016). Los atributos del maiz opaco-2 y del maiz morado lo
convierten en potenciales fuentes de materias primas de maices especiales para su uso como
alimentos con caracteristicas nutricionales beneficiosas para la alimentacién humana. En este
sentido, el mejoramiento genético juega un rol clave en la introduccién, adaptacion, seleccién y
recombinacién de germoplasma para ser utilizado por los productores locales. Del mismo modo,
el desarrollo de variedades de polinizacién libre representa una ventaja para el pequefio y
mediano productor en comparacion al paradigma productivo de los hibridos tradicionales. Las
variedades favorecerian a los sistemas de produccion agricola, relacionado directamente al
menor costo que implica la posibilidad de obtencion de semilla propia durante varios ciclos de
produccion. Ademas, su variabilidad genética permite la facil adaptacién del germoplasma a las

condiciones ambientales en que son desarrolladas, pues las caracteristicas climaticas y edaficas
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propias de la zona de experimentacion, evaluacion y produccion, genera una respuesta

adaptativa diferencial en la performance de los materiales introducidos.

Por otro lado, es necesario el estudio de las relaciones entre los rasgos agronémicos y
los de calidad nutricional de los granos, para ser eficientes en la seleccién y mejora de este tipo
de variedades. Algunos autores sefialaron que las correlaciones fenotipicas entre caracteres
pueden tener una precision limitada debido al efecto ambiental y al desconocimiento de los
mecanismos genéticos que las controlan (Camussi et al., 1983). Otros sugieren que los
caracteres morfoldgicos deberian ser estudiados para identificar aquellos que estén altamente
correlacionados, los cuales ademas de tener una alta repetibilidad, podrian contribuir a una
estimacion de las asociaciones entre los rasgos de una poblacion (Smith y Smith, 1989). Por
ello, es importante conocer las correlaciones fenotipicas entre las caracteristicas dentro una
misma poblacion, de manera tal que brinden un panorama de sus asociaciones entre si,
permitiendo de esta manera dilucidar cuando seleccionar sobre un caracter, y en cudles otros se
esta influyendo de manera indirecta (Martinez et al., 2010). En este sentido, los rasgos de calidad

nutricional son indispensables en la seleccion.

El mejoramiento genético mediante la seleccion de genotipos con mejores caracteristicas
de calidad nutricional y la transferencia a la comunidad, contribuye a la diversificacion en la
produccion de alimentos en cantidad y calidad, permitiendo cubrir las necesidades nutricionales
basicas de las personas y al mismo tiempo, aumentar los beneficios econémicos de las familias
rurales y urbanas. Reconocer la interrelacion entre la mejora genética con la agricultura,
alimentacion, nutricion y desarrollo se transforma en un promotor de la seguridad alimentaria y

nutricional de la comunidad (Nazar et al., 2014).
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HIPOTESIS

La calidad nutricional de los distintos tipos de maiz depende del contenido y calidad del
almiddn, proteinas y compuestos bioactivos presentes en el grano. La caracterizacion fisico-
quimica de los maices especiales y el comportamiento de estos componentes durante el
procesamiento, permiten seleccionar los genotipos mas aptos para la elaboracion de alimentos

de alto valor nutricional.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el valor nutricional de maices especiales a partir de su composicion quimica, a

fin de seleccionarlos para calidad agroalimentaria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar la composicion quimica de las harinas de maices opaco-2, morado y pisingallo.
Determinar las caracteristicas y propiedades del almiddn a partir de las harinas.
Estudiar la composicion proteica de la harina de los maices en estudio.

Determinar el contenido de aminoacidos esenciales (lisina) de las harinas.

a ~ W N

Determinar el contenido de polifenoles, antocianinas y su capacidad antioxidante a partir
de las harinas.
6. Analizar el efecto del calentamiento sobre la digestibilidad de las proteinas y la

gelatinizacion del almidén a partir de las harinas.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

METODOLOGIA A CAMPO

MATERIAL GENETICO

Maiz opaco-2

El material genético de partida utilizado fue una poblacion proveniente de la coleccion
de germoplasma de maiz opaco-2 cedida por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz
y Trigo (CIMMYT), México (POro2). En diciembre de 2011, se realiz0 una siembra de
adaptacion de dicho material en un lote de aproximadamente 100 m? sin repeticiones, en el
Campo Experimental de la Facultad Ciencias Agropecuarias (FCA) de la Universidad Nacional
de Cérdoba (UNC) (31°28749,42"° S y 64°00°36,04"" O). Durante el ciclo 2011/12, se
seleccionaron a campo 60 plantas al azar (intensidad de seleccién alrededor del 20 %), con
buenas caracteristicas agronémicas y sanitarias, sin tener en cuenta la bordura del lote, cuyas
mazorcas principales fueron cosechadas manualmente (con una humedad de grano alrededor de
16 %) e identificadas en forma individual. En la etapa de floracion, las plantas se dejaron
polinizar libremente utilizando como probador la misma poblacion parental, por lo que la
seleccion se realizo sélo sobre el progenitor femenino. Por lo tanto, las espigas elegidas de esta
manera corresponden a familias de medios hermanos. El rendimiento medio del ciclo 2011/12,

fue estimado con todas las mazorcas seleccionadas ese mismo afio (M12) (Figura 2.4).
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Para la evaluacion de la composicion quimica, de las 60 mazorcas seleccionadas, se
tomaron las 12 de mayor tamarfio con el propdésito de disponer de buena cantidad de granos para
su analisis individual a laboratorio (Figura 2.1 A), y contar con semillas para la obtencion de
sus progenies. Posteriormente, esas 12 mazorcas elegidas fueron individualmente trilladas, y de
cada una se seleccionaron solo los granos opacos de acuerdo a Vivek et al. (2008). Mediante
esta metodologia, se utilizé una mesa con luz de fondo (Figura 2.3) para distinguir los granos
que poseen el gen 02 en estado homocigota recesivo (0202), tomando el grado de opacidad
como una medida indirecta o secundaria de estos genotipos. El analisis de los granos enteros
seleccionados mediante luz ha sido efectivo para el mejoramiento de la proteina de germoplasma
QPM, ademas de ser un método menos costoso (Pixley y Bjarnason, 1993). Aproximadamente
una reserva de esos granos opacos de cada mazorca (alrededor de 200, segun la cantidad de
semillas por espiga), fueron almacenados a -18 °C hasta el momento de la siembra, y el resto

fueron destinados a molienda para ser analizados en laboratorio (cosecha 2012) (Figura 2.4).

Maiz morado

El germoplasma de partida en maiz morado, fueron semillas provenientes del inter-
cruzamiento durante el ciclo 2010/11 de una mezcla de materiales introducidos del CIMMYT
(México), semillas no identificadas de origen peruano, granos obtenidos en el Mercado Norte
de la ciudad de Cérdoba, y una variedad denominada Arequipefio, cedida por ACA Semillas.
La cosecha de ese afio se realiz6 en forma masal, cuyas semillas conformaron la poblacion
original (POrmo). En enero de 2012 (ciclo 2011/12), se realiz6 una nueva siembra de adaptacion
de ese material en un lote sin repeticiones de aproximadamente 100 m? en el Campo
Experimental de la Facultad Ciencias Agropecuarias, UNC. En junio de ese afio, se
seleccionaron al azar 50 plantas con buenas caracteristicas agronomicas y sanitarias, cuyas
mazorcas fueron cosechadas manualmente e identificadas, a partir de las cuales se estimé el

rendimiento medio de ese ciclo (M12) (Figura 2.5). Al igual que en maiz opaco-2, la
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polinizacion se realizé libremente con la misma poblacion parental, conformando de este modo
familias de medios hermanos. De todas las mazorcas seleccionadas, se eligieron las 12 de mayor
tamafio (Figura 2.1 B), y se trillaron en forma individual. En este caso, el volumen de semillas
obtenido de cada espiga no fue suficiente para destinar granos a molienda y ser analizados en
laboratorio, por lo que fueron almacenados a -18 °C para ser sembrados al ciclo siguiente y

aumentar el volumen de semillas de cada familia (Figura 2.5).

)

Figura 2.1. Mazorca de maiz opaco-2 (A) y de maiz morado (B). Fotografia tomada en el
Campo Escuela de la FCA, UNC

Obtencidn de progenies individuales de medios hermanos

Las semillas reservadas de cada mazorca seleccionada (12 familias de maiz opaco-2 y
12 de maiz morado), fueron sembradas manualmente durante el ciclo 2012/13
(aproximadamente 80) para obtener sus descendencias individuales y realizar una prueba de
progenies, bajo un disefio en bloques completos al azar con tres repeticiones (Figura 2.4 y Figura
2.5). Cada bloque (o repeticion) estuvo conformado por dos parcelas experimentales contiguas,
formadas por 13 surcos cada una. Cada parcela fue sembrada con las semillas de cada familia
(maiz opaco-2 y maiz morado), dispuestas en surcos individuales (surco/progenie) de 5 m de
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longitud, a una distancia de 0,70 m entre si y una densidad de siembra de 5 plantas por metro
lineal (Figura 2.2). Los surcos de ambos lados del lote fueron sembrados con los testigos de
maiz blanco y pisingallo para evitar el efecto de la bordura, y se dejo un surco sin sembrar entre

ambas parcelas experimentales.

Figura 2.2. Siembra de progenies de maiz opaco-2 (A) y morado (B) en surcos individuales.
Fotografia tomada en el Campo Escuela de la FCA, UNC

La siembra de las progenies se realizé con 10 dias de diferencia entre variedades. Por lo
tanto, las progenies de maiz opaco-2 fueron sembradas el 27 de diciembre de 2012, y las de
maiz morado el 6 de enero de 2013. Durante el ciclo del cultivo, se individualizaron plantas de
cada surco de maiz opaco-2 para ser caracterizadas agrondmicamente (Figura 2.4), y al
momento de la cosecha (10 de junio de 2013), se seleccionaron las mejores plantas dentro de
cada surco (seleccion dentro de progenies) de cada repeticion (sin tener en cuenta plantas de la
bordura), y las mazorcas cosechadas fueron mezcladas y colocadas en una bolsa, manteniendo

la individualidad de cada surco/progenie.
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Figura 2.3. Seleccion de granos opacos mediante una mesa con luz de fondo. Fotografia
tomada en el Laboratorio de Quimica Biologica de la FCA, UNC

En maiz opaco-2, las mazorcas cosechadas fueron trilladas y los granos de cada progenie
fueron seleccionados por su opacidad mediante la mesa con luz de fondo (Figura 2.3), como fue
descrito anteriormente (Vivek et al., 2008). Luego se almacenaron en condiciones refrigeradas
hasta ser analizadas en laboratorio (cosecha 2013) (Figura 2.4). En el caso del maiz morado, no
se obtuvo suficiente volumen de granos a cosecha, por lo que fue necesario multiplicar las
progenies durante dos ciclos posteriores (2013/14 y 2014/15) con el fin de disponer de suficiente
volumen para la caracterizacion a campo y el andlisis en laboratorio (Figura 2.5). Por lo tanto,
en cada ciclo de maiz morado se realiz6 una siembra manual durante la primera semana de enero
(3 de enero de 2014 y 6 de enero de 2015) en un sélo blogue, y no se pudieron realizar
repeticiones debido al poco volumen de semillas que se disponia de cada genotipo. En ambos
ciclos, se mantuvieron identificadas las descendencias de cada progenie en surcos individuales
(surco/progenie) (Figura 2.2). Finalmente, se logré obtener suficiente volumen de semillas sélo
de 8 progenies, cuyos granos cosechados (24 de junio de 2014 y 14 de junio de 2015) fueron

analizados a laboratorio, y una reserva de semillas conservada a -18 °C (Figura 2.5).
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Figura 2.4. Representacion esquematica del material genético estudiado en maiz opaco-2. A
partir de la poblacién original (POro2), se seleccionaron doce mazorcas polinizadas con la
misma poblacion parental. Por lo tanto, corresponden a familias de medios hermanos (MH)
(ciclo 2011/12). Al afio siguiente, se evaluaron sus descendencias individuales mediante una
prueba de progenies (ciclo 2012/13). Para los analisis quimicos se utilizd6 maiz pisingallo y
blanco duro como testigos no-opacos

Ciclos de seleccion masal en maiz morado

Paralelamente al estudio de las progenies individuales de maiz morado durante los ciclos

2013/14 y 2014/15, se realizaron ensayos en lotes que fueron manejados mediante seleccion

masal (siembray cosecha), con el fin de realizar la caracterizacion de la variedad de polinizacion

libre MORAGRO (Figura 2.5). Las caracteristicas agronémicas de estos lotes masales (M14 y

M15) fueron comparados con las progenies individuales multiplicadas durante los mismos

ciclos de cultivo (2013/14 y 2014/15). Ambos materiales fueron tomados del mismo material

de partida (POrmo).
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Figura 2.5. Representacion esquematica del material genético estudiado en maiz morado. A
partir de la poblacién original (POrmo), se seleccionaron doce mazorcas polinizadas con la
misma poblacion parental. Por lo tanto, corresponden a familias de medios hermanos (MH)
(ciclo 2011/12). Posteriormente, cada familia fue reproducida durante tres ciclos consecutivos
para aumentar volumen de semillas. Se logré mantener identificadas a 8 progenies, y los analisis
quimicos se realizaron en los granos provenientes de los ciclos 2013/14 y 2014/15. Se utiliz6
maiz pisingallo, blanco duro y opaco-2 como testigos no-morados

CARACTERIZACION AGRONOMICA

La caracterizacion fenotipica de las plantas seleccionadas a campo, se realiz6 de la

misma manera tanto en las progenies individuales (de maiz opaco-2 y de morado) como en los
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individuos seleccionados de los lotes masales. Se relevaron datos fenotipicos en estado

vegetativo, reproductivo y a cosecha. De cada surco/progenie de ambos tipos varietales, se

seleccionaron 5 plantas al azar, y se etiquetaron para poder individualizarlas (intensidad de

seleccion del 20 %). Las variables medidas fueron las siguientes:

En estado vegetativo:

Emergencia a campo: numero de plantulas emergidas en cada surco/progenie

entre los 10 - 15 dias desde la siembra.

En floracién:

Dias a inicio de floracion masculina: cantidad de dias desde la siembra hasta la
aparicion de 10 % — 15 % de panojas emergidas con anteras expuestas.

Dias a floracion femenina: cantidad de dias desde la siembra (dds) hasta que
aproximadamente el 50 % de las plantas del surco presentaron estigmas

receptivos de 2 a 3 cm de longitud.

En planta adulta:

Altura de planta (AP): medida desde la base de la planta hasta el extremo apical
de la panoja (m).

Altura de insercion de la espiga principal (AEsp): medida desde la base de la
planta hasta el nudo de la espiga principal (m).

Numero de hojas (NH): contadas desde la base de la planta hasta la hoja bandera
incluida.

Diametro del tallo (DT): medido en la parte media del primer entrenudo desde la

base de la planta (cm).
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e NUmero de espigas por planta (NEsp): cantidad de espigas bien formadas en

planta adulta.

A cosecha:

e Numero de plantas cosechadas: cantidad de plantas que fueron cosechadas.

e Longitud de mazorca (LM): medida desde la base a la punta de la mazorca (cm)

e Diametro de mazorca (DM): medido en la parte central de la mazorca (cm).

e Numero de hileras (NHil): contadas en la parte media de la mazorca.

e Numero de granos por hilera (NGH): contados desde la punta a la base de la
mazorca a partir de una hilera como referencia.

e Numero de granos por mazorca (NGM): obtenido como el producto entre el
numero de hileras (NHil) y el nimero de granos por hilera (NGH).

e Peso de 100 semillas (P100): tomado a partir de una muestra de 100 granos del
total de granos de la mazorca (g), ajustado al 14 % de humedad a partir del peso
real.

e Rendimiento (Rto): los rendimientos fueron estimados mediante componentes
del rendimiento a partir de la siguiente férmula general (Martinez-Alvarez,
2015):

Rto (q/ha) = Pl/ha x NEsp x NGM x PG

Donde Pl/ha es la cantidad de plantas por hectarea (tomado a partir de las plantas
a cosecha); NEsp indica la cantidad de espigas por planta (granadas a cosecha); NGM es
la cantidad de granos por mazorca; y PG indica el peso individual de los granos. Esta
ecuacion es valida especificamente para el cultivo de maiz ya que permite jerarquizar
los distintos componentes en funcién de su importancia o peso en el rendimiento final
real del cultivo (Martinez-Alvarez, 2015). Los resultados de rendimiento fueron

ajustados al 14 % de humedad, y expresados en quintales por hectéarea (g/ha).
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PRACTICAS DE MANEJO A CAMPO

Las practicas de manejo llevadas a cabo en los ensayos a campo fueron similares, pero
en lotes distintos cada afo, considerando elegir parcelas con dos o tres afios de descanso,
dependiendo de la disponibilidad en el Campo Experimental (FCA, UNC).

Las parcelas fueron preparadas para la siembra mediante labranza convencional,
delimitados en surcos a una distancia de 0,70 m entre si. Previo a la siembra, se realizé control
quimico de malezas con herbicida pre-emergente (Atrazina), y control manual durante los
primeros estadios del cultivo. Las larvas cortadoras y defoliadoras fueron tratadas quimicamente
con insecticida sistémico, y no se realizo riego ni fertilizacién en ningun ciclo de cultivo, con el
objetivo de comparar las cosechas analizadas a campo y laboratorio bajo las mismas condiciones

experimentales.

Se obtuvieron datos climaticos de temperatura del aire (minima, maxima y promedio) y
precipitaciones (mm) de todos los afios de estudio (de 2012 a 2015), desde los meses de enero
a junio (Tabla 2.1). Estos datos fueron registrados por la estacién meteorologica automatica
(METOS by Pessl Instruments) instalada en el Area Experimental del Campo Escuela de la
FCA, UNC. Ademas, se tuvieron como referencia datos climaticos historicos de los ultimos 10
afios obtenidos por la Red de Estaciones Meteoroldgicas de la Bolsa de Cereales de Cérdoba,
publicados en el Anuario Meteoroldgico 2016 (Bolsa de Cereales, 2016). Los rangos de
temperaturas medias, minimas y maximas (14 °C - 20 °C, 8 °C - 11,5 °C y 23,5 °C - 26 °C,
respectivamente) indican los promedios histdricos en los extremos sur y norte de la provincia
de Cordoba. La acumulacion de las precipitaciones medias histdricas corresponden a los meses
de diciembre, enero y febrero (300-500 mm) y a los meses de junio, julio y agosto (20-100 mm)
(Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Temperaturas medias mensuales (media, minima, maxima) y precipitaciones
acumuladas durante los ciclos de cultivo.

Temperaturas
Mes Media Minima Maxima  Precipitaciones
(°C) (°C) (°C) acumuladas (mm)
IHistérico 14 - 20 8-115 23,5-26 300 - 500/20 - 100
22012
Enero 244 f 16,2 e 32,7 e 142,2
Febrero 238 f 179 e 29,6 d 166,0
Marzo 210 e 13,6 d 28,4 d 54,0
Abril 18,0 d 11,6 d 244 ¢ 22,2
Mayo 16,2 ¢ 94 ¢ 23,1 b 10,0
Junio 11,7 a 3,8 a 196 a 0,8
3Promedios 192 b 121 b 26,3 a Total: 395,2
2013
Enero 243 f 16,9 e 31,7 e 95,6
Febrero 218 e 155 e 28,2 d 90,6
Marzo 19,2 d 126 d 258 ¢ 44 .4
Abril 18,1 d 10,2 ¢ 26,2 d 474
Mayo 145 b 72 b 219 b 33,0
Junio 124 a 45 a 20,2 a 2,0
Promedios 18,4 a 11,2 a 256 a Total: 313
2014
Enero 25,0 f 178 ¢ 32,2 f 52,4
Febrero 211 e 16,0 ¢ 26,1 d 206,0
Marzo 18,0 d 115 b 24,4 ¢ 112,2
Abril 17,1 d 10,8 b 228 b 57,4
Mayo 140 b 94 b 19,7 a 24,6
Junio 11,0 a 40 a 18,3 a 8,0
Promedios 17,7 a 116 a 239 a Total: 460,6
2015
Enero 241 f 17,7 ¢ 310 f 162,8
Febrero 214 e 169 ¢ 26,5 d 331,6
Marzo 20,8 e 147 ¢ 26,6 d 92,8
Abril 199 e 128 b 27,3 d 43,0
Mayo 158 ¢ 10,7 b 218 b 9,0
Junio 124 a 57 a 199 a 3,2
Promedios 191 b 131 b 255 b Total: 642,4

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

Datos histdricos publicados por la Bolsa de Cereales de Cdrdoba (2016).

2Se compararon las medias mensuales correspondientes a los ciclos de cultivo de las progenies de maiz opaco-2 (afio 2012 con
2013) y las medias mensuales de los ciclos de las progenies de maiz morado (afio 2014 con 2015).

3Se compararon los promedios anuales durante los ciclos de cultivo (meses de enero a junio) de 2012 vs 2013 y de 2014 vs
2015.
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METODOLOGIA EN LABORATORIO

MOLIENDA DE LOS GRANOS

Los granos destinados para ser analizados en laboratorio de los genotipos obtenidos a
campo de maiz opaco-2 (12 familias cosechadas en el ciclo 2011/12 y sus progenies cultivadas
en 2012/13) y maiz morado (8 progenies individuales multiplicadas en los ciclos 2013/14 y en
2014/15), fueron molidos sin secado previo en un molino ciclonico (Cyclotec CT193, Foss,
Suzhou). De esta manera, se obtuvo harina de grano entero cuyas particulas atravesaron el tamiz
del molino, con una malla de 0,5 mm (rango de tamafio de particula menor a 500 um). Las

harinas de cada genotipo fueron identificadas y almacenadas a 4 °C hasta su analisis quimico.

Se utilizaron los materiales genéticos de partida (POro2 y POrmo en maiz opaco-2 y
morado, respectivamente) de ambas variedades con fines comparativos. En el andlisis de las
progenies de maiz opaco-2, se usaron harinas de maiz pisingallo (PS) y maiz blanco duro (BL)
como testigos para comparar diferencias en las caracteristicas quimicas (genotipos opacos vs
no-opacos) (Figura 2.4). Para el caso de las progenies de maiz morado, se utilizaron los mismos
testigos nombrados anteriormente (PS y BL), y ademas una mezcla de semillas de las progenies
de maiz opaco-2 (02), con el fin de analizar diferencias en la composicion de las harinas
(genotipos morados vs no-morados) (Figura 2.5). Los granos de los testigos pisingallo (PS) y
blanco (BL) fueron obtenidos de otros ensayos realizados en el mismo Campo Experimental de
la FCA, UNC.
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EVALUACION QUIMICA DE LAS HARINAS

COMPOSICION CENTESIMAL

Humedad

El contenido de humedad fue determinado mediante el Método 44-19.01 (AACC
Internacional). Una muestra de 2 g de harina de cada genotipo fue colocada en capsulas de petri
y desecada en estufa a 135 + 2 °C durante 2 horas (Figura 2.6). Posteriormente, se dejaron enfriar
en desecador con silica y se tomo el peso de la harina desecada. El contenido de humedad se
expresd6 como porcentaje de agua perdida (%), y las determinaciones se realizaron por

duplicado.

Figura 2.6. Determinacion del contenido de humedad de las harinas de los genotipos
analizados. Fotografia tomada en el Laboratorio de Quimica Bioldgica de la FCA, UNC

Proteina

El contenido total de proteina se calculé mediante el método de micro-Kjeldahl,
modificado para acido bérico (Método 46-13.01) (AACC Internacional). Una muestra de 200
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mg de harina fue mineralizada en un bloque de digestion MB-6, Raypa (R. Espinar SL, Espafia)
con 4 mL de &cido sulfurico (H2SO.) a 400 °C durante 15 min. EI amonio resultante se destilo
con 30 mL de 30 % hidroxido de sodio (Na2OH) durante 4:30 min en un destilador (VELP
Scientifica UDK 129) y recuperado con una solucion de 4 % acido bérico (HsBOs). La titulacion
se realiz6 con una solucion de &cido clorhidrico (HCI) 0,0388 N. Los resultados fueron
expresados como porcentaje de proteina de la harina (g /100 g de harina) en base seca, usando

el factor general 6,25. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

Almidén

El contenido de almiddn resistente, digerible y total se calcul con el kit Resistant Starch
(Megazyme International Ireland Ltd., Wicklow, Ireland) de acuerdo al Método 32-40.01
(AACC Internacional) y el Método AOAC 2002.02 (AOAC Internacional, 2002). Previamente,
una muestra de 100 mg de harina desgrasada de cada genotipo fue suspendida en 1,6 mL de
agua destilada y cocida en un bafio con agua hirviendo durante 12 min 30 s, con el fin de permitir
la gelatinizacion del almidon simulando un proceso de coccidn. A continuacion, las muestras se
incubaron con o-amilasa pancreatica y amiloglucosidasa (AMG) en un bafio de agua con
agitacion durante 16 horas a 37 °C para solubilizar e hidrolizar el almidon no resistente
(digerible) a D-glucosa mediante la accién combinada de las dos enzimas. La reaccion fue
detenida por la adicion de un volumen equivalente de etanol (96 %), y el almidon resistente
precipitado fue recuperado por centrifugacion; el sobrenadante se conservd para el posterior
andlisis de glucosa. El sedimento con almidon resistente se solubilizé con hidréxido de potasio
(KOH) 2M con agitacion vigorosa en un bafio de agua con hielo durante 20 min. Posteriormente,
la solucidn fue neutralizada con buffer acetato de sodio 1,2 M y el almidén fue hidrolizado a
glucosa por la accion de AMG. La cuantificacion de D-glucosa proveniente del sobrenadante y
del precipitado se realizd con el reactivo glucosa oxidasa/peroxidasa (GOPOD), en un
espectrofotdmetro (UV-visible JascoV-730, Jasco Corporation, Japdn) a una absorbancia de 510
nm. El contenido de almidon resistente (RS) mas el almidén digerible (NRS) fue considerado

como el contenido de almidon total (AT), y los resultados fueron expresados como porcentaje
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de almiddn en la harina (g/100 g de harina) en base seca. Todas las determinaciones se realizaron

por duplicado.

Lipidos

El contenido de lipidos se determind mediante Soxhlet, a través del Método 30-25.01
(AACC Internacional). Una muestra de 2 g de harina se colocé un cartucho de papel de filtro de
5x 5 cm, y luego, éste se introdujo en otro cartucho de 6 x 6 cm para evitar pérdidas de muestra.
Posteriormente, se colocaron en Soxhlet con éter de petréleo (punto de ebullicidon entre 60-80
°C) durante 16 horas a una velocidad de condensacion de 2 - 3 gotas/segundo. Transcurrido el
tiempo de extraccion, los cartuchos se colocaron en estufa a 100 °C durante aproximadamente
30 min. A continuacion, se dejaron enfriar en desecador con silica y se tomaron sus pesos con
las muestras deslipidizadas. Los resultados fueron expresados como porcentaje de lipidos en la
harina (g/100 g de harina) en base seca, por diferencia de peso de las muestras antes y después

de la extraccion. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

Cenizas

El contenido de cenizas se determind mediante el Método 08-01.01 (AACC
Internacional). Una muestra de 3 g de harina de cada genotipo fue incinerada en una mufla
(INDEF Model) a 550 °C hasta obtener peso constante del residuo. Los resultados fueron
expresados como porcentaje de cenizas en la harina (g/100 g de harina) en base seca, y las

determinaciones se realizaron por duplicado.
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COMPOSICION PROTEICA

Extraccion y cuantificacion de las fracciones proteicas

La extraccion de las distintas fracciones proteicas se realizO con una extraccion
secuencial mediante la combinacion de los métodos descriptos por Landry y Moureaux (1970)
y Paulis (1982), y adaptado por Malumba et al. (2008). Previamente, las muestras (150 mg de
harina) fueron dos veces desgrasadas con 1,5 mL de hexano:éter etilico (80:20, v/v), con
agitacion constante durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se centrifugaron a 18000 xg
por 15 min a 4°C, se elimino el sobrenadante y el residuo sélido se dejo secar totalmente a

temperatura ambiente (Figura 2.7).

Para la extraccion de albaminas (AL), se agreg6 1,5 mL de agua destilada al residuo y
se agitd durante 1 hora a 4°C. Luego se centrifugo durante 15 min a 18000 xg a 4°C (Thermo
Scientifica, Sorvall ST40R) y se recuper0 el sobrenadante. El precipitado fue extraido
nuevamente con 0,5 mL mas de agua, durante 30 min y centrifugado en las mismas condiciones
descriptas, y se juntaron ambos sobrenadantes. Al residuo se le realizo la extraccion de
globulinas (GB) mediante la misma metodologia, usando una solucion de cloruro de sodio
(CINa) 0,5 M. Para la extraccion de zeinas (Z) se utilizé una solucion de 70 % etanol, 0,5 %
acetato de sodio (C2HsNaO2) (Malumba et al., 2008). La segunda fraccion de zeinas (Z2), se
extrajo con 70 % etanol, 0,5 % acetato de sodio, 0,6 % Dithiothreitol (DTT) (Landry, 1997;
Malumba et al., 2008) en las mismas condiciones antes descriptas. Las glutelinas G2 fueron
extraidas con buffer borato (Na.B4O7.10H20) pH 10, 0,6 % DTT; y las glutelinas G3, con buffer
borato pH 10, 0,6 % DTT, 0,5 % dodecilsulfato de sodio (SDS) (Malumba et al., 2008). Los
sobrenadantes de las diferentes fracciones fueron almacenados a -18 °C hasta su analisis (Figura

2.7). El porcentaje de proteinas de los extractos (N x 6,25) fue cuantificado por el método de
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micro-Kjeldalh, modificado para acido bérico (Método 46-13.01, AACC Internacional), y los
resultados fueron expresados como porcentaje de proteina de cada fraccion a partir de la harina,
es decir, g proteina fraccion/ 100 g de harina (base seca). Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.

[1 50 mg harina de grano entero]
1 h agitacién, 15 min 1,5 ml hexano:éter
DESGRASADO
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Figura 2.7. Representacion esquematica de la extraccion secuencial de proteinas.

Electroforesis (SDS-PAGE)

Las fracciones obtenidas mediante extraccion secuencial de proteinas fueron analizadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras
(Laemmli, 1970) (Figura 2.7). Previamente, los extractos fueron precipitados con acetona, y

centrifugados a 3500 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante y
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el residuo fue colocado a 30 °C hasta la completa evaporacion de la acetona. Los residuos fueron
resuspendidos en buffer de muestra con 0,063 M de Tris/HCI pH 6,8; 2 % SDS p/v, 10 % glicerol
v/v, 5 % B—mercaptoetanol, 0,05 % de azul de bromofenol p/v (Ng y Bushuk, 1987; Duodu et

al., 2002) y calentados en un bafio a 95 °C por 5 min.

Las electroforesis se realizaron en una placa de 70 x 80 mm, con un gel concentrador
(stacking) con 4 % de acrilamida, y un gel separador con 12 % de acrilamida para las fracciones
de albuminas, globulinas y glutelinas (G2 y G3), y 15 % para las fracciones de zeinas (Z y Z2).
Se utilizd un equipo Bio-Rad Mini-Protean Il Cell, con un voltaje constante de 150 V. Las
muestras se corrieron hasta que el marcador del frente alcanzé el final del gel (aproximadamente
90 min). Para determinar el peso molecular de las bandas polipeptidicas de los extractos se usé
un marcador Bio-Rad SDS-PAGE Standars, Broad Range (200 a 6,5 kDa).

Digestibilidad in vitro de proteinas

La digestibilidad in vitro de las proteinas se determiné de acuerdo al procedimiento
descrito por Hamaker et al. (1987), con algunas modificaciones. Una muestra de 200 mg de
harina de grano entero de cada genotipo fue suspendida en 2 mL de agua destilada y cocida en
un bafio de agua hirviendo durante 10 min, con agitacion cada 2 min, con el objetivo de simular
la elaboracion de un alimento y evaluar la digestibilidad proteica de los granos para el consumo
humano. Posteriormente, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se centrifugo durante 10 min
a 4000 xg a temperatura ambiente (Duodu et al., 2002). El residuo se resuspendié en una
solucién de buffer fosfato 0,1 M, pH 2 con pepsina (Sigma P-7000-25G, 683 U/mg) y se incub0
en un bafio con agitacion constante a 37 °C durante 2 horas. A continuacion, se agregaron 2 mL
de NaOH 2 M para detener la digestion, y una alicuota de 1 mL se centrifug6 a 14000 xg durante

10 min a 25 °C. La cantidad de proteina solubilizada en el sobrenadante se determiné mediante
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el método de Lowry (Waterborg, 2002). Se tomaron las absorbancias en espectrofotometro (UV-
visible JascoV-730, Jasco Corporation, Japon) a 550 nm y se utiliz6 una curva de calibracion
con albumina sérica bovina (Sigma A2153-10G, polvo liofilizado >96 %) como estandar, a
concentraciones de 0,01 a 2 mg/mL. El porcentaje de proteina soluble respecto al contenido total
de proteina fue considerado como la digestibilidad in vitro de proteinas. Todas las

determinaciones se realizaron por duplicado.

Determinacion de aminoacidos

Para determinar el perfil de aminoacidos, se realiz6 una hidrélisis acida de las muestras
(1 g de harina) con HCI 6M en reflujo durante 24 horas, para la digestion total de las proteinas
en sus aminoacidos constituyentes (Método Oficial 994.12) (AOAC Internacional, 1999). La
derivatizacion y determinacion de los aminoacidos totales se realizé de acuerdo al protocolo
descrito por Alaiz et al. (1992), con un equipo HPLC Perkin Elmer, Serie 200, con un detector
UV-visible (280 nm) y una columna Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x 150 mm), tamafio de
particula 5 um (Agilent Technologies). Los contenidos de los distintos aminoécidos se
expresaron a partir del contenido de proteina de la harina (g /100 g de proteina) en base seca, y

las determinaciones se realizaron por cuadruplicado.

COMPOSICION Y PROPIEDADES DEL ALMIDON

Contenido de amilosa

El contenido de amilosa se determind de acuerdo al procedimiento descrito por Gibson

et al. (1997), con un kit de amilosa/amilopectina (Megazyme International Ireland Ltd.,
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Wicklow, Irlanda). Una muestra de 25 mg de harina de cada genotipo se dispersé completamente
en dimetil sulféxido (DMSO) y se calentd durante 15 min a 100 °C para gelatinizar
completamente el almidon. Los lipidos se removieron con etanol (96 %) y la amilopectina se
precipitd con la adicién de Concanavalina A (Con A) y se separ6 por centrifugacion. La amilosa
y el almidén total se hidrolizaron enziméaticamente a D-glucosa con el agregado de
amiloglucosidasa (200 U) més a-amilasa fungica (500 U) y ambas fracciones se cuantificaron
colorimétricamente con el reactivo glucosa oxidasa/peroxidasa (GOPOD), en un
espectrofotémetro (UV-visible JascoV-730, Jasco Corporation, Japon). La concentracion de
amilosa en la harina fue estimada como la relacion entre la absorbancia generada por el reactivo
GOPOD a 510 nm de la alicuota precipitada con Con A y la correspondiente a la de almidon
total. Los resultados se expresaron como porcentaje de amilosa en almidén, es decir, g

amilosa/100 g de almidon (en base seca), y las determinaciones se realizaron por duplicado.

Propiedades de viscosidad

Los cambios en la viscosidad del almidon en funcién de la temperatura y el tiempo se
analizaron a partir de la harina de grano entero con un viscoanalizador (RVA-4500, Perten
Instruments, Springfield, IL, EEUU.), usando el método estandar de pasting. Una muestra de 3
g de harina (14 % de humedad) fue transferida a un recipiente de RVA y se afiadieron 25 mL de
agua destilada. La suspensién se agitd a 160 rpm mientras se calentaba hasta 50 °C.
Posteriormente, se mantuvo a 50 °C por 1 min, y luego se calenté a 95 °C con una velocidad de
calentamiento de 9,4 °C/min, a 960 rpm. A continuacion, se mantuvo a 95 °C por 2,5 min y
finalmente se enfrio a 50 °C a una velocidad de enfriamiento de 11,8 °C/min. Los parametros
obtenidos a partir de las curvas de pasting fueron: temperatura de pasting (TP), viscosidad de
pico (PV), viscosidad final (FV), viscosidad de caida (TV), estabilidad (BD) y retrogradacion
(SB) (Figura 2.8). Todas las determinaciones se analizaron por duplicado y los resultados fueron

expresados en centipoises (CP).
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Figura 2.8. Pardmetros indicadores de una curva tipica de RVA

Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas del almidén fueron medidas a partir de la harina de grano
entero con un Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC 823, Mettler-Toledo, Greifensee,
Switzerland). Una muestra de 4 mg de harina (base seca) de cada genotipo se colocd en una
capsula de aluminio y se afiadieron 12 uL de agua destilada (proporcion de 1:3). Posteriormente,
las capsulas fueron selladas y almacenadas durante 24 horas a temperatura ambiente previo al
analisis. La calibracion del DSC se realizé con Indio, y se utilizd una capsula vacia como
referencia. Las muestras fueron calentadas de 25 a 120 °C a una velocidad de 5 °C/min, y se
obtuvieron los siguientes parametros de gelatinizacion: temperatura de inicio (onset, Tog), pico
(Tps), conclusion (endset, Teg) y entalpia de gelatinizacion (AHg) (Figura 2.9). El ancho de pico

(Rg) se calculé como Teg - Tog.
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Figura 2.9. Termograma de una corrida de DSC y sus principales parametros indicadores:
To (temperatura de inicio), Tp (temperatura de pico), Te (temperatura de conclusion) y AH
(cambio en la entalpia).

Posterior al analisis de gelatinizacion, todas las capsulas fueron almacenadas durante 14
dias a 4 °C para permitir la retrogradacion del almidon, y se analizaron nuevamente en las
mismas condiciones de calentamiento (25 °C - 120 °C a una velocidad de 5 °C/min). Los
parametros de retrogradacion obtenidos fueron los siguientes: temperatura de inicio (onset, ToRr),
de pico (Tyr), de conclusion (endset, Ter), ancho de pico (Rr) (Ter - Tor) Y entalpia de
retrogradacion (AHR). El porcentaje de retrogradacion (% R) se calculé como AHr / AHg x 100.
Los resultados se expresaron en J/g de almiddn, y las determinaciones se realizaron por

duplicado.
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COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

Extraccion de antioxidantes de la harina

Se realizé un ensayo de extractibilidad con 5 solventes distintos en harinas de prueba,
con el proposito de determinar el més eficiente para la extraccion de los componentes
antioxidantes de las muestras. Los solventes utilizados fueron: 1) etanol (96 %) + HCI (1N)
(85:15, v/v) (Abdel-Aal y Hucl, 2003; Li et al., 2007); 2) acetona (80%) + HCI (1N) (85:15,
v/v) (Harakot et al., 2014); 3) etanol (96 %) + agua (80:20, v/v) (Lopez-Martinez et al., 2009);
4) acetona + agua (80:20, v/v) (Podio et al., 2017) y 5) acetona:etanol (96 %):agua (40:40:20)
+ HCI (1N) (85:15, v/v). Por lo tanto, muestras de 150 mg de harina fueron 7 veces lavadas con
1,5 mL de cada solvente (1:10), y se agitaron vigorosamente por 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugaron a 8000 xg durante 10 min a temperatura ambiente, y se

recuperaron los sobrenadantes.

A los extractos obtenidos con cada solvente, se les cuantifico el contenido de polifenoles
totales mediante el método de Folin — Ciocalteu (Lopez-Martinez et al., 2009), con un
espectrofotdmetro (UV-visible JascoV-730, Jasco Corporation, Japon) a 730, 750, 760 y 765
nm. En funcion de esto, el solvente seleccionado para la extraccién fue la solucién de etanol (96
%) + HCI (1N) (85:15, v/v) (Abdel-Aal y Hucl, 2003; Li et al., 2007), y la determinacién
colorimétrica en espectrofotometro se realizé a 765 nm. Por lo tanto, las muestras de harina de
los genotipos en estudio (150 mg) fueron 9 veces lavadas con el solvente elegido, y se juntaron
todos los sobrenadantes (Figura 2.10). El altimo lavado se identificé de manera separada para
asegurar la completa extraccion de las harinas, mediante la no deteccidn de absorbancia en la

determinacion colorimétrica.
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Figura 2.10. Extracciones de compuestos antioxidantes a partir de la harina de grano entero
de maiz morado realizadas en el Laboratorio de Quimica Bioldgica de la FCA, UNC

Contenido de polifenoles totales

La determinacion del contenido de polifenoles totales se realizd mediante el método de
Folin — Ciocalteu adaptado por Lopez-Martinez et al. (2009) en maiz, y se utilizé un volumen
final de muestra de 200 pL. En el caso de las muestras que presentaron extractos mas
concentrados, se tomaron alicuotas de menor volumen [50 pL y se diluyeron con el solvente de
extraccion hasta un volumen final de 200 L, con el fin de obtener absorbancias a 765 nm dentro
del rango del espectrofotémetro (entre 0,200 a 0,900)]. El factor de dilucién (FD) fue calculado
como la relacion entre el volumen final (200 pL) y el volumen inicial de la muestra (50 puL-200

pL).

Por lo tanto, un volumen de 200 pL fue diluido con 800 uL de agua destilada. Luego se

agregaron 125 pL del reactivo Folin — Ciocalteu diluido en agua (50 %, v/v), se agitd con vortex
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y se dejo reposar por 3 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la reaccion fue neutralizada
con la adicion de 125 pL de carbonato de sodio (COsNay) (20 %, p/v), y se dej6 reposar durante
40 min a oscuridad a temperatura ambiente. A continuacion, se midieron las absorbancias en
espectrofotémetro (UV-visible JascoV-730, Jasco Corporation, Japon) a 765 nm, utilizando una
muestra con agua destilada como blanco. El contenido de polifenoles totales se cuantifico a
partir de una curva de calibracién con acido galico como estandar, con concentraciones entre
0,001 a 0,5 mg/mL. Los resultados fueron expresados en mg de acido galico (AG)/100 g de

harina (en base seca) y todas las determinaciones se realizaron por cuadruplicado.

Contenido de antocianinas

El contenido de antocianinas fue calculado por el método de pH diferencial (pH 1.0 y
pH 4.5) de acuerdo a Lee et al. (2005). Para determinar la dilucion adecuada, se extrajeron
alicuotas del extracto de la muestra mas concentrada (entre 25 pL a 200 pL) y se llevd hasta un
volumen final de 1000 pL con buffer cloruro de potasio (KCI) 0,025 M, pH 1.0. Luego se
midieron las diluciones en espectrofotometro (UV-visible JascoV-730, Jasco Corporation,
Japon) a 520 nm, hasta lograr una absorbancia alrededor de 0,650. El factor de dilucién (FD)
fue calculado como la relacion entre el volumen final (1000 pL) y el volumen inicial de la
muestra (25 pL - 200 pL). Finalmente, el FD utilizado para todas las muestras fue determinado
con 200 pL de extracto, y los valores de absorbancia (520 nm) variaron en un rango de 0,200 a
0,800.

En resumen, una alicuota de 200 uL de extracto de cada genotipo fue diluida con 800
uL de buffer cloruro de potasio (KCI) 0,025 M, pH 1.0 y con buffer acetato de sodio (C2H3sNaO-)
0,4 M, pH 4.5 de manera separada, y se utilizd una muestra de agua destilada como blanco.

Luego se dejo reposar en oscuridad durante 15 min. Posteriormente, se tomaron las absorbancias
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de ambos buffer (pH 1.0 y pH 4.5) a 520 nm y 700 nm para corregir la turbidez de las muestras,

y se utilizd la siguiente formula:

PA (mg/L) = (Ax PM x FD x 1000) /(26900 x 1)

Donde PA es el pigmento antocidnico en el extracto (mg/L); A es la diferencia de
absorbancias (As2onm — A7oonm) PH 1.0 - (As20nm — A7oonm) PH 4.5; PM es el peso molecular de la
cianidina-3-glucdsido (449,2 g/mol); FD es el factor de dilucion utilizado en las muestras; 1 es
la longitud de trayectoria del haz (cm); 26900 es el coeficiente de extincion molar (L/mol x cm)
para cianidina-3-glucoésido. El contenido total de antocianinas en las muestras fue expresado
como mg de cianidina-3-glucésido (c3-G)/100 g de harina (en base seca), y todas las

determinaciones se realizaron por cuadruplicado.

Capacidad atrapadora de radicales libres

La capacidad atrapadora de radicales libres de los extractos obtenidos de las harinas se
realizd6 mediante un ensayo TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), de acuerdo a la
metodologia descrita por Re et al. (1999). Se prepard una solucion de ABTS+ (2,2"-Azino-bis-
3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) [7 mM de ABTS (Sigma A1888-2G) con 2,45 mM de
persulfato de potasio (K2S20g)] y se dejo durante una noche a 4 °C. Posteriormente, la solucion
de ABTS+ fue diluida en agua destilada hasta obtener una absorbancia alrededor de 0,700 a 734
nm en el espectrofotometro (UV-visible JascoV730, Jasco Corporation, Japdn), la cual fue

tomada como absorbancia a tiempo 0 (Ao).
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Las mediciones se realizaron directamente en el espectrofotometro con 100 pL de
extracto de cada muestra, y se mezclaron con 3 mL de solucion ABTS+ diluida.
Inmediatamente, se midio la absorbancia a 734 nm durante 4 min, utilizando una cubeta de
vidrio de 3 mL. Las curvas obtenidas de absorbancia en funcion del tiempo fueron ajustadas por
ajuste bi-exponencial utilizando el complemento Solver (Microsoft Office Excel 2007). La

actividad antiradicalaria (AA) fue calculada a partir de la siguiente formula:

AA (%) = [1-(An/Aq)] X 100

Donde An es la absorbancia de la muestra en estado estacionario (calculada por ajuste
bi-exponencial), y Ao es la absorbancia a tiempo 0. La cuantificacion de los resultados se realizo
a partir de una curva de calibracion utilizando Trolox (Sigma-Aldrich 238813-1G) como
estandar, a concentraciones de 0,5 a 1 pumol equivalente/mL. Los resultados fueron expresados
como pmol de trolox equivalente/g de harina (en base seca) y todas las determinaciones se

realizaron por cuadruplicado.

Poder reductor

El poder reductor de los extractos obtenidos a partir de las harinas se determiné mediante
un ensayo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) de acuerdo a la metodologia descrita por
Benzie y Strain (1996). Se utilizé un volumen final de muestra de 100 pL, y en el caso de los
extractos mas concentrados, se tomaron alicuotas de menor volumen (de 10 pL a 30 pL) y se
diluyeron con el solvente de extraccidn hasta un volumen final de 100 L, con el fin de obtener
absorbancias a 595 nm dentro del rango del espectrofotometro (0,200 a 0,700). El factor de
dilucion (FD) fue calculado como la relacion entre el volumen final (100 pL) y el volumen

inicial de la muestra (10 pL - 30 uL).
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Por lo tanto, un volumen final de 100 pL se mezclé con 90 L de agua destilada y 900
uL de reactivo FRAP [2,5 mL de 10 mmol/L de 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ, Sigma
T1253-1G) en 40 mmol/L HCI + 2,5 mL de 20 mmol/L FeCl3.6H.0 + 25 mL de 0,3 mol/L
buffer acetato de sodio pH 3,6] preparado el mismo dia en que se analizaron las muestras. Las
lecturas correspondientes a la absorbancia méaxima (595 nm) se determinaron con
espectrofotébmetro (UV-visible JascoV730, Jasco Corporation, Japdn), y la cuantificacion de los
resultados se realizd a partir de una curva de calibracion utilizando Trolox (Sigma-Aldrich
238813-1G) como estandar, a concentraciones de 0,5 a 1 pmol equivalente/mL. EI poder
reductor de las muestras fue expresado como pumol de trolox equivalente/g de harina (en base

seca) y todas las determinaciones se realizaron por cuadruplicado.

ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el software InfoStat/Professional 2017
(Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de Cérdoba). Los datos fueron
examinados mediante analisis de la varianza (ANOVA), con un nivel de significancia de 0,05,
y comparados mediante el test de comparacion de Di Rienzo, Guzman y Casanoves (DGC) (Di
Rienzo et al., 2002).

Se analizaron las diferencias entre las medias de cada genotipo en las dos cosechas
(2012-2013 en maiz opaco-2, y 2014-2015 en maiz morado) y las variaciones entre afios de
cultivo (promedio de todos los genotipos de maiz opaco-2 en 2012 o0 2013, y de maiz morado
en 2014 o 2015). Ademas, se compararon las progenies individuales de cada tipo varietal con
las poblaciones originales utilizadas como materiales de partida (POr), y con los genotipos

testigos usados como controles (opacos vs no-opacos y morados vs no-morados).
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Para poder apreciar los efectos de las diferentes fuentes de variacion a la variabilidad
total, se estimaron los componentes de la varianza mediante Modelos Lineales Mixtos (MLM)
(Corbeil y Searle, 1976; Harville, 1977), por medio del estimador de maxima verosimilitud
restringida (REML) (Schaeffer et al., 1978; Meyer, 1985). Para este analisis, sélo se
consideraron los genotipos individuales de opaco-2 y morado, sin incluir a los genotipos usados
como controles en cada variedad. Se tomd al factor genotipo (progenies) anidado dentro del
factor ambiente (afio de cosecha), ambos como efectos aleatorios, y se consideré a la varianza
residual como la interaccion entre ambos factores (Di Rienzo et al., 2017). De este modo, se
pudo valorar la magnitud relativa de la varianza genética (dada por las diferencias genéticas
entre los genotipos), del ambiente (dada por el afio de cultivo) y de la interaccion genotipo x
afio (dada por la varianza residual), calculado como porcentaje de contribucion a la varianza

total.

Las relaciones entre las variables analizadas se determinaron mediante el test de

correlacion de Pearson, con un nivel de significancia p<0,05.

Con el objetivo de representar en el mismo grafico (biplot) las caracteristicas estudiadas
en todos los genotipos (de maiz opaco-2 y morado), se realizd un Analisis de Componentes
Principales (ACP). De este modo, se analizé de manera exploratoria los datos con el fin de
facilitar las interpretaciones de las relaciones conjuntas entre observaciones (progenies), entre
las variables analizadas en cada variedad, y entre variables y observaciones (Balzarini et al.,
2008).
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

MAIZ OPACO-2

CARACTERIZACION AGRONOMICA

Las variables agrondmicas relevadas a campo de cada progenie individual de maiz
opaco-2 (ciclo 2012/13) fueron comparadas con los valores medios de la poblacion inicial (ciclo

2011/12) (M12), que representa la generacidn parental de las progenies.

Caracterizacion fenotipica de las progenies individuales de medios hermanos
de maiz opaco-2 (2012/13) y de la poblacion inicial (2011/12)

Los rasgos fenotipicos fueron agrupados en variables relevadas en plantas adultas (Tabla

3.1) y en los rasgos tomados en las mazorcas (Tabla 3.2).
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Tabla 3.1. Valores medios y coeficientes de variacion (CV) de las variables fenotipicas
relevadas en plantas adultas de doce progenies individuales de medios hermanos de maiz opaco-
2 (2013) y de la poblacion inicial (M12) (2012) de donde fueron obtenidas

IAP (m) AEsp (m) NH DT (cm) NEsp

Progenie Media (%/2; Media (Co/g Media ((% Media (C%\g Media
P3 2,3b 9,9 09b 121 144a 79 2,4b 8,2 1,8
P5 24b 8,9 12 ¢c 8,1 152a 7,2 2,4b 12,9 1,6
P10 2,3b 4.4 09b 214 140a 8,8 2,1b 18,4 14
P13 2,3b 16,6 1,1Db 14,1 16,0a 114 25b 11,7 1,2
P15 2,3b 11,5 1,0b 216 140a 123 2,8b 179 1,6
P18 24b 134 09b 21,1 132a 99 25b 15,8 14
P19 21b 10,6 0,7b 159 138a 108 222b 10,7 18
P20 2,3b 19 0,8b 153 16,0a 99 24b 14,7 1,2
P22 2,6¢ 3,2 13c¢ 56 16,2a 92 2,4b 54 1,2
P25 18a 9,8 0,7a 299 140a 51 2,7b 17,4 1,2
P26 2,3b 4,6 09b 34 160a 113 25b 169 1,2
P28 2,2b 10,6 0,8b 139 144a 10,6 19a 21,8 14
?Progenies 2,3 b 09a 148 a 2,4 1,4
M12 18a 11,7 09a 241 151a 9,0 sd sd

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

IAP = altura de planta; AEesp = altura insercion de espiga principal; NH = nimero de hojas; DT = diametro del tallo; NEsp =
ntmero de espigas; sd = sin datos (variables no relevadas).

2Los valores promedios de todas las progenies (2013) fueron comparados con los valores promedios de la poblacion inicial
(M12) evaluada en 2012.

Se obtuvieron diferencias significativas entre las progenies en la altura de planta (AP) y
altura de insercion de la espiga (AEsp). La P25 presentd los valores minimos para ambas
variables (1,8 m y 0,7 m de AP y AEsp, respectivamente) y contrariamente, la P22 mostro la
maxima AP y AEsp (2,6 my 1,3 m, respectivamente). Algunas investigaciones reportaron gran
variabilidad en la AP y AEsp en poblaciones de maices nativos mexicanos. Herrera-Cabrera et
al. (2013) obtuvieron un mayor rango en AP (2,31 m —2,89 m) y AEsp (1,29 m — 1,80 m) en
relacion a este estudio de tesis. Sin embargo, Santa Rosa et al. (2012) reportaron plantas mas
bajas (1,56 m — 1,7 m) y con menor AEsp (0,87 m — 0,99 m) respecto a los genotipos opaco-2.
Por otro lado, un rango de variacion similar al obtenido en esta tesis fue observado en 45 hibridos

simples comerciales espafioles (1,67 m — 2,14 m de AP y 0,7 m — 1,08 m de AEsp) (Marin-
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GoOmez, 2008). Las plantas de la poblacion inicial (M12) presentaron una AP (1,81 m) menor
al promedio de las progenies (2,3 m), lo que indica que los genotipos individuales evaluados en
2013 fueron mas altos respecto a la poblacién inicial. Sin embargo, la AEsp no mostro variacién

entre M12 y el promedio de las progenies individuales.

El nimero de hojas (NH) no presentd diferencias significativas entre las progenies (de
13 a 16), y el valor medio no difiri6 a la poblacion M12. Los bajos CV en el NH (5 % al 12 %)
indican que existié mayor homogeneidad entre los individuos relevados, lo que podria sugerir
gue no hubo cambios significativos en las frecuencias génicas que codifican esta caracteristica.
Menor NH fue reportado por Alvarez-Rodriguez y Ruiz de Galarreta (1995) en poblaciones
locales de maices espafioles (6 — 15) y por Arteaga (2004) en variedades de polinizacion libre
de maices nicaragiienses (11 — 13). Por otro lado, un rango de variacion similar al obtenido en

esta tesis en NH fue reportado en hibridos comerciales (12 — 15) (Marin-Gémez, 2008).

No se observaron diferencias significativas en el diametro del tallo (DT) entre las
progenies (de 2,1 cm a 2,8 cm), excepto la P28 que mostrd el menor valor (1,9 cm). Plantas con
tallos mas finos fueron observados en variedades de polinizacion libre nicaraglienses (1,6 cm —
1,9 cm) (Arteaga, 2004) con una altura similar a la presentada por las progenies evaluadas en
este estudio de tesis. La mayoria de las progenies fueron propensas a presentar dos espigas por
planta a cosecha (NEsp), y fue mayor en las P3, P5, P15y P19, indicando su mayor tendencia a

ser plantas prolificas.
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Tabla 3.2. Valores medios y coeficientes de variacion (CV) de las variables fenotipicas
relevadas en mazorcas de doce progenies individuales de medios hermanos de maiz opaco-2
(2013) y de la poblacion inicial (M12) (2012) de donde fueron obtenidas

LM (cm) DM (cm) NHil NGH NGM P100 (g)
Progenie . CV . CV . CV . CV . cVv . CV
Media %) Media %) Media %) Media %) Media %) Media %)
P3 166b 16,4 48b 8,7 143a 105 36,1b 21,8 517,7b 258 216a 18,4
P5 13,3b 225 46b 105 135a 91 272b 198 3652a 194 226a 135

P10 148b 159 48b 54 148a 134 29,7b 182 4384a 228 236a 5.2
P13 175b 214 49b 97 152a 72 346b 253 5300b 30,1 272b 59
P15 141b 343 46b 12,2 140a 9,2 266b 329 3783a 385 261b 261
P18 175b 134 46b 95 128a 7,7 297b 246 3780a 21,3 267b 26
P19 147b 129 48b 57 126a 73 280b 240 3536a 258 283b 88
P20 163b 20,1 47b 6,1 140a 143 356b 169 4948b 164 205a 3,6
P22 150b 126 49b 86 142a 99 278b 193 3962a 24,7 250a 93
P25 151b 96 4la 129 138a 149 265b 258 3638a 322 233a 43
P26 172b 177 49b 70 164b 134 342b 183 5605b 293 235a 121
P28 11,3a 183 48b 109 158b 108 20,0a 7,1 3158a 14,7 228a 12,7

2Progenies 15,3 a 47a 143 a 29,7 a 4243 a 243 a
M12 154a 226 50a 9,7 147a 11,2 29,6a 22,7 4363a 253 226a 238

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

LM = longitud de mazorca; DM = didmetro de mazorca; NHil = nimero de hileras por mazorca; NGH = niimero de granos por
hilera; NGM = nimero de granos por mazorca; P100 = peso de 100 granos.

2_os valores promedios de todas las progenies (2013) fueron comparados con los valores promedios de la poblacién inicial
(M12) evaluada en 2012.

La mayoria de los rasgos de las mazorcas no presentaron grandes diferencias entre las
progenies, cuyos valores promedios fueron similares a los de la poblacion inicial (M12) (Tabla
3.2). La P28 presento significativamente menor longitud de mazorca (LM) (11,3 cm) y menor
numero de granos por hilera (NGH) (20), y no se observaron diferencias significativas entre el
resto de las progenies, cuyos valores oscilaron entre 14 cma 17,5 cmy 26 a 36 de LM y NGH,
respectivamente. El diametro de mazorca (DM) varid entre 4 cm y 5 cm, y no se observaron
diferencias significativas entre las progenies, excepto la P25 que mostrd el menor valor (4,1

cm). El nimero de hileras (NHil) de la mayoria de las progenies vario entre 13 y 15, excepto las
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P26 y P28 que presentaron significativamente los mayores valores (16,4 y 15,8,

respectivamente).

Los bajos CV mostrados en DM (5 % — 13 %) y NHil (7 % — 15 %) tanto en las progenies
y en la poblacion inicial, indicaria que estos rasgos se mantuvieron mas homogéneos dentro de
cada progenie y entre las plantas de la poblacion. Santa Rosa et al. (2012) estudiaron la
variabilidad de 134 razas nativas del Altiplano mexicano, las cuales presentaron mazorcas mas
cortas (11,5 cma 13 cm) y con menor NGH (20,4 a 23,1) a las obtenidas en este estudio de tesis.
Sin embargo, los rangos en DM (4,3 cm a 4,9 cm) y el NHil (12,2 a 14,8) de ese estudio, fueron
similares a los obtenidos en las progenies de maiz opaco-2. Algunos estudios previos sugirieron
clasificaciones de distintas razas de maices americanos a partir de los rasgos morfologicos de la
mazorca (Anderson y Cutler, 1942; Wellhausen et al., 1951). Ciertas caracteristicas de la
mazorca mostradas por los genotipos opaco-2 analizados en este estudio de tesis como el NHil
y DM, presentaron similitudes con categorias de razas mexicanas de granos blancos y blandos
evaluados en otras investigaciones (Santa Rosa et al., 2012; Herrera-Cabrera et al., 2013). Esto
podria indicar que el maiz opaco-2 estudiado en esta tesis conserva genética de razas mexicanas,
ya que la procedencia del germoplasma de partida fue el CIMMYT (México). Sin embargo, la
respuesta adaptativa a condiciones ambientales distintas de su lugar de origen, podrian explicar

los cambios observados en algunos genotipos 02 de esta tesis respecto a otros reportes.

El nimero de granos por mazorca (NGM) y el peso de 100 granos (P100) presentaron
diferencias significativas entre progenies, oscilando entre 315 a 561 granos y entre 20,5 g a 28,3
g, respectivamente, pero no mostraron diferencias significativas con la poblacion inicial (Tabla
3.2). Sin embargo, los mayores CV obtenidos en estos rasgos indican que presentaron mayor
heterogeneidad entre las mediciones realizadas. Superiores P100 fueron reportados por Herrera-

Cabrera et al. (2013) en poblaciones (39 g — 53 g) e hibridos (32 g) mexicanos.
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Duracién del ciclo

En la Figura 3.1 se esquematiza la duracion del ciclo presentado por la mayoria de las
progenies en 2012/13, ya que no fueron observadas grandes diferencias entre genotipos en el

periodo de siembra a floracion masculina y femenina.

Inicio florac.
Siembra || Emergencia masc. Polinizacién Cosecha
A A A
Dic | |Enero | Febrero | | Marzo | Abril | Mayo | Junio
! 7 dds' 68dds 83 dds 165 dds
27/12/12 3/1/13 5/3/13 20/3/13 10/6/13

Llenado de grano

Figura 3.1. Duracion del ciclo de cultivo de la generacion de progenies de medios hermanos
de maiz opaco-2 (2012/13). Se indica la fecha de siembra, y los dias desde siembra (dds) a
emergencia, a inicio de floracion masculina, a la polinizacion (méas del 50 % de floracion
femenina), a cosecha y la duracién del periodo de llenado de granos.

Alrededor de los 65 - 70 dias desde la siembra (dds), se observé un 10 % - 15 % de
panojas emergidas con anteras expuestas, y fue considerado como el inicio de floracion
masculina. Mayor duracion del periodo de siembra a floracion masculina fue reportado por
Herrera-Cabrera et al. (2013) en poblaciones de maices tropicales mexicanos (97 — 110 dias).
Por otro lado, periodos mas cortos a floracion fueron reportados por Marin-Gémez (2008) en
hibridos simples comerciales de la region de Zaragoza, Espafia, (61 - 64 dias) y por Arteaga
(2004) en variedades de polinizacion nicaragiienses (36 - 65 dias). Otras investigaciones
realizadas con germoplasma argentino, indicaron una gran variabilidad en los ciclos de floracién
dependiendo de la fecha de siembra y el grado de adaptacion de los materiales. Cirilo (2004)

reporto una duracion de 57 a 86 dias a floracion femenina de hibridos simples experimentales
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evaluados en fechas tempranas y tardias en Pergamino. Del mismo modo, Arrieta et al. (2016)
observaron que los hibridos simples comerciales sembrados en fechas tardias (principios de
enero) en la zona centro-norte de la provincia de Cdrdoba, presentaron un periodo de emergencia
a floracion femenina (62 - 64 dias) similar al obtenido en los genotipos opaco-2 estudiados en
esta tesis en la misma época de siembra. Cabe aclarar que en este estudio de tesis, el material
genético evaluado proviene de una poblacién, a diferencia de las investigaciones citadas, cuyos
resultados fueron reportados en hibridos experimentales. La duracién del ciclo de diferentes
genotipos de maiz es dependiente del background genético y de las caracteristicas ambientales

de la region geogréafica en que se evaltan los materiales.

La etapa de polinizacion en esta tesis, fue considerada al momento en que se observaron
mas del 50 % de aparicidn de espigas con estigmas receptivos (Santa Rosa et al., 2012; Herrera-
Cabrera et al., 2013). Luego de los 10 — 15 dias después de la polinizacién, inicia el periodo de
llenado de granos, cuya duracién se extiende hasta los 45 — 50 dias (Jenner et al., 1991;
Thitisaksakul et al., 2012). La cosecha de las progenies se realizé con el cultivo seco, alrededor
de los 165 dias desde la siembra (Figura 3.1), y una humedad del grano aproximada de 18 % —
20 %.

Rendimientos

Los rendimientos fueron estimados a partir de las plantas establecidas al momento de la
cosecha, al final del ciclo. Los factores ambientales durante el desarrollo del cultivo (estrés
hidrico temporal luego de la siembra, ataque de larvas en etapas fenoldgicas tempranas,
ocasionales caidas de granizo en etapas vegetativas, vuelco de plantas por vientos de alta

intensidad, ataque de loras, etc.) provocaron pérdidas de emergencia y de plantas establecidas,
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cuyo impacto fue variable de acuerdo a la severidad de los dafios. Para facilitar la comparacion
en la estimacion del rendimiento de los genotipos evaluados, se tom6 como promedio un 75 %
de plantas a cosecha a partir de la densidad inicial de plantulas emergidas (entre el 85 % y 90
%), tanto en la poblacion inicial (ciclo 2011/12) como en las progenies individuales (ciclo
2012/13). Este promedio fue tomado en funcion de los datos reales de cada ciclo.

El rendimiento medio de la poblacion inicial estimado en forma masal (M12) en la
cosecha 2011/12, fue comparado con los rendimientos medios estimados en cada progenie
individual de la cosecha 2012/13 (Figura 3.2).

81 b

771 b
69-
61+ a
54

464 i a

Rendimiento (g/ha)

38+

Mi2 P3 P5 P10 P13 P15 P18 P19 P20 P22 P25 P26 P28
Genotipo

Medias seguidas por letras distintas, indican diferencias significativas

Figura 3.2. Rendimientos estimados (g/ha) de la poblacién inicial (M12) de la cual fueron
obtenidas las familias de medios hermanos de maiz opaco-2 (cosecha 2011/12), y de las doce
progenies individuales sembradas durante el ciclo 2012/13 (P)

Se obtuvieron diferencias significativas entre genotipos. El rendimiento de M12 (75,3
g/ha) fue mayor a los rindes estimados en las progenies individuales (de 37,5 g/ha a 73,5 g/ha).
Sin embargo, los rendimientos de las P3 (73,5 g/ha), P13 (63,6 g/ha), P15 (62,6 g/ha), P19 (65,7
g/ha) y P26 (58,7 g/ha) no mostraron diferencias significativas respecto a los rendimientos de

la poblacion inicial (Figura 3.2). Rendimientos similares fueron reportados en hibridos simples
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experimentales QPM evaluados en Costa Rica (67,8 g/ha a 74,3 g/ha) por Rojas y Jiménez
(1986) y en Meéxico (46,7 g/ha a 59,1 g/ha) probados por Manjarrez-Salgado et al. (2014). Las
P28 y P25 mostraron los menores rendimientos (37,5 g/ha y 37,9 g/ha, respectivamente), pero
no difirieron significativamente a las P22 (43,9 g/ha), P20 (45 g/ha), P5 (48,6 g/ha), P18 (52,2
g/ha) y P10 (53,6 g/ha) (Figura 3.2). Herrera-Cabrera et al. (2013) reportaron una variabilidad
similar en los rendimientos de colectas de maices criollos mexicanos (37 g/ha - 65 g/ha), y en
variedades hibridas (53 g/ha - 69 g/ha).

Relaciones entre caracteres relevados a campo

La siguiente tabla expresa las correlaciones obtenidas entre todos los rasgos fenotipicos
relevados a campo en la generacion de las progenies de medios hermanos de maiz opaco-2 (ciclo
2012/13) (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Correlaciones fenotipicas entre todos los rasgos agrondmicos analizados en doce
progenies de medios hermanos de maiz opaco-2 (cosecha 2013)

AP AEsp NH DT NEsp LM DM NGM P100 Rto
AP 1
AEsp | 0,71** 1
NH 0,39** 0,3* 1
DT 021 0,12 0,16 1
NEsp 0,24 0,08 0,01 0,19 1
LM 0,26* 0,13 0,003 0,31 -0,06 1
DM 0,23 0,22 0,11 -0,19 -0,06 0,37** 1
NGM 0,3* 0,22 0,25 0,17  -0,01 0,75** 0,42** 1
P100 015 0,09 -0,18 -0,01 0,16 0,19 0,24 -0,05 1
Rto 0,29* 0,17 0,02 0,12 0,27* 0,66** 0,47** 0,76** 0,4** 1

Los asteriscos (* y **) indican correlaciones significativas (p<0,05 y p<0,01, respectivamente)

AP = altura de planta; AEesp = altura insercién de espiga principal; NH = nimero de hojas; DT = diametro del tallo; NEsp =
numero de espigas; LM = longitud de mazorca; DM = diametro de mazorca; NGM = nimero de granos por mazorca; P100 =
peso de 100 granos; Rto = rendimiento
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Se obtuvieron correlaciones positivas entre la altura de planta (AP) con la de insercién
de espiga (AEsp) y el namero de hojas (NH) (Tabla 3.3). Esto indica que plantas mas altas
presentaron mayor cantidad de hojas y mayor altura de la espiga principal, lo que pudo deberse
a relaciones morfoldgicas de la estructura propia de las plantas durante su desarrollo, como fue

sugerido en otros estudios previos (Smith y Smith, 1989; Martinez et al., 2010).

Del mismo modo, las correlaciones obtenidas entre los rasgos de la mazorca podrian
derivar de su propia morfologia. Mazorcas de mayor longitud (LM) presentaron mayor diametro
(DM), derivando en mayor nimero de granos (NGM). Sin embargo, el peso de los granos (P100)
correlacion6 positivamente s6lo con DM (Tabla 3.3). Estas correlaciones fueron similares a
otras investigaciones realizadas en distintos genotipos de maiz (Alfaro y Segovia, 2000;
Martinez et al., 2010).

Al analizar las relaciones entre los rasgos morfologicos de la planta con los de la
mazorca, se observd que mayor AP se asociO positivamente a mayores LM y NGM, lo que
coincide con lo observado por Martinez et al. (2010) en poblaciones de maices cubanos. Sin
embargo, Cervantes-Ortiz et al. (2014) reportaron una relacion inversa entre la altura de planta

y los granos por mazorca.

El rendimiento correlaciond positivamente con AP y con el nimero de espigas por planta
(NEsp). Investigaciones previas demostraron que existe una fuerte relacién directa entre el

rendimiento con el nimero de espigas en maiz (Barnes y Wolley, 1969), resaltando la
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importancia de la seleccién de plantas prolificas. Similares correlaciones fueron reportadas por

Biasutti y Peiretti (1992) en poblaciones de maiz bajo estrés hidrico.

Las correlaciones positivas encontradas entre el rendimiento con LM, DM, NGM, y
P100 (Tabla 3.3), demuestran la fuerte influencia de las caracteristicas morfoldgicas de la
mazorca en el rendimiento final por hectarea, lo que coincide con reportes de varios autores
(Biasutti y Peiretti, 1992; Ligarreto et al., 1998; Martinez et al., 2010; Herrera-Cabrera et al.,
2013; Cervantes-Ortiz et al., 2014). Esto resulta relevante en el mejoramiento poblacional de
maiz, resaltando la importancia de seleccionar las mazorcas de mayor tamafio para mantener

rendimientos aceptables en cada ciclo de produccion.

CONCLUSIONES PARCIALES

Las progenies evaluadas no mostraron grandes diferencias en sus rasgos agrondmicos
relevados en planta y mazorca. Los rendimientos presentados por algunas progenies no
difirieron al rinde de la poblacion inicial. De hecho, las diferencias obtenidas en los rindes de
las progenies individuales estarian indicando una respuesta adaptativa diferencial a las
condiciones ambientales en que fueron desarrolladas. Esto induce a la necesidad de realizar mas
ciclos de recombinacidn, seleccion y evaluacion para verificar su potencial de adaptacion a la

zona de estudio en cuanto a caracteristicas agronomicas.
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CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS GRANOS Y HARINAS

COMPOSICION CENTESIMAL

Los contenidos de proteina, almidén, lipidos y cenizas de los genotipos analizados, se
muestran en la Tabla 3.4, y los resultados fueron expresados en g/100 g a partir de la harina de

grano entero, en base seca.

Tabla 3.4. Composicion centesimal de la harina de grano entero de los genotipos de maiz
opaco-2, blanco y pisingallo

1 . Proteina Almidon Lipidos Cenizas

Genotipe (g100g)  (g100g)  (9/100g)  (g/l00g)
P3 11,63d 61,94 a 10,86 d 1,90 b
P5 11,25 ¢ 65,49 b 7,65b 1,73 a
P10 11,03 ¢ 63,64 b 8,54 ¢ 180a
P13 10,06 a 66,32 b 791b 1,90b
P15 10,11 a 63,28 b 8,72 ¢ 1,96 ¢c
P18 9,76 a 64,47 b 8,77¢c 1,88b
P19 1111 ¢ 60,85 a 8,06 b 1,87b
P20 10,09 a 65,21b 8,64 c 1,76 a
P22 10,44 b 65,72 b 9,07 c¢c 2,14d
P25 11,90d 63,50 b 6,68 a 197c¢c
P26 10,67 b 61,77 a 7,68 b 1,92b
P28 12,28 e 66,03 b 8,04 b 2,09d
POro2 10,57 b 61,24 a 8,64 c 2,06 d
2Opaco 10,84 a 63,80 a 8,41a 1,92b
BL 11,17 a 66,34 a 6,73 a 1,68a
PS 10,33 a 66,22 a 7,83 a 154 a

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

ILos valores de cada genotipo (P) corresponden al promedio entre ambas cosechas (2012 y 2013), y fueron comparados con el
material genético de partida (POro2)

2El promedio de todos los genotipos opaco-2 (Opaco) fue comparado con los valores promedios de los genotipos de maiz blanco
(BL) y pisingallo (PS) usados como testigos no-opacos.

Los genotipos 02 mostraron diferencias significativas en el contenido de proteina (Tabla

3.4). Similares valores fueron reportados por Gibbon y Larkins (2005) en lineas mutantes 02 y
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por Mendoza-Elos et al. (2006) en variedades QPM. No se obtuvieron diferencias significativas
cuando se comparo el promedio de los genotipos opaco-2 con el maiz blanco y pisingallo (Tabla
3.4). Similares niveles de proteina fueron reportados por Robutti et al. (2000) en variedades
landraces argentinas de maiz blanco dentado (11,1 %) y maiz pisingallo (10,90 %). Por otro
lado, Ortiz-Martinez et al. (2017) obtuvieron un contenido de proteina significativamente mayor
en maiz QPM (13,5 %) en relacién a un maiz normal (9,25 %), cuyas diferencias fueron
atribuidas a la contribucién de la proteina del germen. El contenido de proteina del grano de
maiz se encuentra distribuido principalmente en el endosperma y el germen, sin embargo, el
endosperma es la estructura que mas contribuye al peso total del grano (Nuss y Tanumihardjo,
2010). Cézares-Séanchez et al. (2015) obtuvieron un rango similar de proteina al de este estudio
de tesis en 41 poblaciones de maices nativos mexicanos (entre 9,35 %y 12,50 %) con diferentes

tipos de endosperma.

Se obtuvieron diferencias significativas en el contenido de almidon entre genotipos
opaco-2, cuyo promedio no difirié significativamente al maiz blanco y pisingallo usados como
controles (Tabla 3.4). Varias investigaciones afirmaron que el contenido de almidon y proteinas
en el grano est4 intimamente relacionado a la estructura del endosperma (Nuss y Tanumihardjo,
2010; Tang et al., 2013; Gayral et al., 2016). El endosperma harinoso contiene mayor contenido
de almidon que el endosperma vitreo, el cual posee mayor contenido de proteina (Serna-
Saldivar, 2010; Gayral et al., 2016). Reportes previos afirmaron que el endosperma de maiz
opaco-2 contiene menores cantidades de proteina y almidén respecto al de maiz normal (Joshi
et al., 1980), lo que coincide con Ortiz-Martinez et al. (2017) quienes obtuvieron
significativamente menor contenido de almidon en una variedad QPM (64,14 %) en relacién al
maiz normal (73,26 %). Sin embargo, Pereira et al. (2008) analizaron cultivares con diferentes
grados de dureza del endosperma, y obtuvieron que los mayores niveles de almiddn total fueron
mostrados tanto por genotipos de endosperma duro y blando, por lo que descartaron una
asociacion directa entre el contenido de almidon y la dureza del endosperma. Ademas, los
mayores contenidos de proteina fueron obtenidos en genotipos de endosperma vitreo,

contrariamente a los de endosperma harinoso que mostraron los menores niveles proteicos
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(Pereira et al., 2008; Gayral et al., 2016). Estos reportes difieren a los resultados obtenidos en
este estudio de tesis, donde los genotipos 02 (con mayor proporcion de endosperma harinoso)
no mostraron diferencias significativas en el contenido de proteina y almidén con los genotipos
de maiz blanco y pisingallo usados como controles, los cuales poseen mayor proporcién de

endosperma vitreo.

Los promedios en los contenidos de lipidos y cenizas de los genotipos opaco-2 fueron
mayores a los valores obtenidos en maiz blanco y pisingallo usados como controles (Tabla 3.4).
Menores contenidos de lipidos y cenizas fueron reportados en genotipos 02 analizados por
Corcuera et al. (2013) y Mendoza-Elos et al. (2006). Del mismo modo, niveles méas bajos de
lipidos fueron obtenidos en 12 genotipos africanos (Fageer y Tinay, 2004) y en 41 poblaciones

nativas de maices mexicanos (Cazares-Sanchez et al., 2015).

Componentes de la varianza

Las variaciones en las caracteristicas fenotipicas resultan de la suma de tres
componentes: el efecto del genotipo, del ambiente y la interaccion genotipo x ambiente
(Poehlman y Sleper, 1995; Hatfield y Walthall, 2015; Teixeira et al., 2017). Con el objetivo de
apreciar los efectos de las diferentes fuentes de variacion a la variabilidad total, se estimaron
componentes de la varianza mediante Modelos Lineales Mixtos, por medio del estimador de
maxima verosimilitud restringida (REML) (ver Materiales y Métodos). De este modo, se pudo
valorar la contribucién relativa de la varianza genética (dada por las diferencias genéticas entre
los genotipos), del afio de cultivo (ambiente) y de la interaccidn genotipo x afio obtenida en el

contenido de proteina, almiddn, lipidos y cenizas.
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Tabla 3.5. Contribucién relativa de la varianza genética (VG), del afio (VA) y de la
interaccion genotipo x afio (Vexa) a la variabilidad total en la composicion centesimal de las
harinas de los genotipos de maiz opaco-2

Proteina  Almidon Lipidos Cenizas
VG (%) 51,03 67,10 88,95 75,10
VA (%) 45,14 15,32 2,72 18,77
Vexa (%) 3,83 17,59 8,33 6,13

La varianza genética presentd una fuerte contribucion a la variabilidad total en el
contenido de lipidos y cenizas, mientras que los efectos del afio y de la interaccion genotipo x
afio fueron considerablemente menores (Tabla 3.5). El contenido de lipidos en maiz es
fuertemente controlado por factores genéticos, y es poco afectado por factores ambientales y
practicas agrondmicas (Jellum et al., 1973; Earle, 1977; Arendt y Emanuele, 2013). En el
contenido de almiddn, hubo una mayor contribucién de la varianza genética, y los efectos tanto
del afio y de la interaccion fueron menores y similares entre si (Tabla 3.5). Resultados
semejantes fueron reportados por Wei et al. (2008) donde la varianza genética tuvo mayor

contribucion que la interaccion genotipo x ambiente en el contenido de almidon y lipidos.

En el contenido de proteina, se obtuvo un efecto similar de la varianza genética y del
afio, y la varianza de la interaccion mostré la menor contribucién respecto a los otros
componentes del grano (Tabla 3.5). Wei et al. (2008) obtuvieron un mayor efecto de la
interaccion genotipo x ambiente (61,5 %) en relacion a la varianza genética total (38,5 %) en el
contenido de proteinas entre 10 lineas endocriadas de maiz. De manera similar, Li et al. (2009)
demostraron que la mayor parte de la varianza genética en el contenido de proteina entre 14
lineas de maiz fue aditiva. No obstante, los efectos tanto de la varianza genética total y aditiva
fueron bajos (35,83 % y 33,94 %, respectivamente), indicando que los factores ambientales
tienen fuerte influencia sobre este rasgo. Estos reportes se asemejan a los resultados obtenidos

en este estudio de tesis en el contenido de proteina, con la diferencia que el efecto del afio tuvo
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mayor contribucion a la variabilidad total analizada en comparacion al efecto de la interaccion

genotipo x afio (Tabla 3.5).

Variaciones anuales en la composicion centesimal

En este estudio de tesis, los genotipos de maiz opaco-2 fueron analizados durante dos
ciclos consecutivos (2011/12 y 2012/13), sembrados a finales de diciembre, en la misma
localidad (Capilla de los Remedios). Durante el cultivo se registraron las temperaturas del aire
(minimas, maximas y medias) (Tabla 2.1) y las precipitaciones acumuladas (Tabla 2.1, Anexo
2). Las temperaturas medias mensuales fueron menores a 30 °C en ambos ciclos. Sin embargo,
se observaron diferencias significativas en las temperaturas maximas relevadas durante el
periodo de llenado de los granos entre afios (Tabla 2.1, Anexo 1), pudiendo haber afectado en
mayor o menor grado la sintesis de los distintos componentes de los granos, lo que pudo haber

contribuido en las variaciones anuales significativas obtenidas entre ciclos.

Tabla 3.6. Variacion anual en el contenido total de proteina, almidon, lipidos y cenizas de
las harinas de doce familias de medios hermanos (2012) de maiz opaco-2 y de sus progenies
individuales (2013)

12012 2013
Proteina (g/100 g) 10,26 a 1142 b
Almidén (g/100 g) 64,97 b 62,64 a
Lipidos (g/100 g) 8,24 a 857 b
Cenizas (g/100 g) 187 a 197 b

Valores seguidos por letras distintas en la misma fila son significativamente distintos (p<0,05)
! Los datos mostrados cada afio corresponden al promedio de las doce familias de medios hermanos seleccionados durante el
primer ciclo (2012) y al promedio de las doce progenies individuales obtenidas al afio siguiente (2013).

El promedio anual en el contenido de proteina de genotipos opaco-2 mostrd un
incremento de 10,26 ¢/100 g en 2012 a 11,42 g/100 g en 2013, y el contenido de almidon
disminuyo de 64,97 g/100 g en 2012 a 62,64 g/100 g en 2013 (Tabla 3.6). Un menor contenido
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de almidon en el endosperma de maiz, resulta en un aumento en el contenido de proteina (Serna-
Saldivar, 2010), lo que coincide con la correlacion negativa obtenida entre proteina y almidén
(r = -0,34; p<0,05) dentro de los genotipos 02. Varias investigaciones demostraron que
condiciones de altas temperaturas durante el llenado de los granos produce un incremento del
contenido de proteina y una disminucion en el de almiddn, induciendo cambios en las
propiedades fisicoquimicas (Prasad et al., 2008; Wang y Frei, 2011; Cairns et al., 2012;
Thitisaksakul et al., 2012; Beckles y Thitisaksakul, 2014; Lu et al., 2016). El efecto ambiental
es mayor al inicio del periodo de llenado de granos debido a la interferencia de los procesos
fisioldgicos y bioquimicos de las células, y a una alteracion de la actividad enzimatica
(Thitisaksakul et al., 2012). En el afio 2013, se registrd un significativo aumento de la
temperatura maxima media del mes de abril en relacion al afio 2012, comprendido dentro el
rango de promedios histéricos para Cordoba (ver Tabla 2.1 y Figura 1 de Anexo 1), periodo en
el cual se inici6 el llenado de granos en las progenies (Figura 3.1). No obstante, las
precipitaciones registradas en el mismo periodo fueron mayores en 2013, sobre todo durante la
primera quincena de abril y la primera de mayo (Anexo 2), sugiriendo buena disponibilidad de
agua durante todo el desarrollo de los granos. Esto podria indicar que principalmente las altas
temperaturas pudieron haber influido en la biosintesis de los componentes del grano durante el
periodo de llenado, traduciéndose en un aumento anual del contenido de proteina y una
disminucion del almidon en las progenies 2013 (Tabla 3.6). Del mismo modo, esto podria
reflejar en parte la fuerte contribucién del efecto del afio en la variabilidad total obtenida en el

contenido total de proteina de los genotipos opaco-2 (Tabla 3.5).

Por otro lado, la proteina en el grano de maiz es muy dependiente del nivel de nitrégeno
en el suelo (Kniep y Mason, 1991; Ngaboyisonga et al., 2008; Serna-Saldivar, 2010), cuyas
variaciones tienen una relacion directa en la relacion proteina/almidén en la semilla, lo que
influye ademas en la funcionalidad del alImidén (Beckles et al., 2012; Beckles y Thitisaksakul,
2014). En este estudio de tesis, no se realizé fertilizacion nitrogenada en ningun ciclo de cultivo,
y las condiciones experimentales en ambos afios fueron similares. Sin embargo, los contenidos

de nitrogeno iniciales en el suelo no fueron cuantificados.
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El contenido de lipidos y cenizas mostraron un incremento medio anual de 8,24 g/100 g
en 2012 a 8,57 g/100 g en 2013 y de 1,87 g/100 g en 2012 a 1,97 ¢/100 g en 2013,
respectivamente. Sin embargo, estas variaciones anuales no tuvieron un fuerte efecto en la
variabilidad total (Tabla 3.5). En el grano de maiz, los lipidos se encuentran principalmente en
el germen; por lo tanto, si el tamafio del germen es grande, se traduce en un mayor contenido de
lipidos en el grano (Lambert et al., 1998). La respuesta correlacionada entre el germen y el
tamafio del endosperma, y los cambios en la proporcion germen/endosperma, puede resultar en
variaciones en los demas componentes del grano (Lambert, 2001). Ademas, el contenido de
lipidos del endosperma tienen un importante rol en las propiedades de gelatinizacion (Tester,

1997) y retrogradacion del almidén (Boltz y Thompson, 1999).

Los cambios observados de una cosecha a otra, evidencian diferencias en la composicion
centesimal de los granos. La mayor parte de la variabilidad total obtenida en la composicion
centesimal fue atribuida a las diferencias genéticas entre las familias cosechadas en 2012, y sus
progenies obtenidas en 2013 (Tabla 3.5). Sin embargo, la varianza del afio y de la interaccion
genotipo x afio también contribuyeron, pero en menor medida. La variabilidad genética dentro
de familias de medios hermanos es mayor que en lineas endocriadas o hibridos, donde los
cambios en la expresion del fenotipo son atribuidos principalmente al efecto del ambiente
(Borojevic, 1990; Acquaah, 2012).

Los promedios anuales no contemplan el comportamiento individual de cada genotipo
en cada ciclo de cultivo. Por ello, se analizaron las variaciones individuales de cada familia
cosechada en 2012, y de sus progenies obtenidas al afio siguiente (2013). La Figura 3.3 presenta
solo los cambios mostrados en el contenido de proteina y almidon, debido a que son los
componentes mayoritarios del grano de maiz, y ademas presentaron mayores contribuciones del
efecto afio y de la interaccion genotipo x afio (Tabla 3.5). La composicion y las propiedades de
las proteinas y del almidén se desarrollaran en profundidad en secciones posteriores de esta

tesis.
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Figura 3.3. Variaciones anuales en el contenido total de almidén (A) y proteina (B) de las
doce familias de medios hermanos de maiz opaco-2 (2012) y de sus progenies individuales
(2013)

Cuando la respuesta fenotipica producida por un cambio de las condiciones ambientales
no es la misma para todos los genotipos, ocurre interaccion genotipo x ambiente. Esto hace que
se manifieste cambio de ranking, explicado como el resultado de una reaccién diferencial de los
genotipos frente a las caracteristicas ambientales particulares en donde son cultivados (Gambin
et al., 2016). Este factor determina la estabilidad fenotipica de los cultivos en una amplia gama
de ambientes (Roostaei et al., 2014). El contenido total de almiddn presenté mayores diferencias
entre las familias cosechadas en 2012 (de 59 g/100 g a 73 g/100 g), en relacion a sus progenies
obtenidas en 2013, cuyo rango de oscilacion fue menor respecto a sus padres (de 58 g/100 g a

66 g/100 g). Todos los genotipos presentaron cambio de ranking entre afios (Figura 3.3 A), lo
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que denota interaccidn genotipo x ambiente. Por otro lado, el contenido de proteinas vari6 de
8,34 ¢/100 g a 11,58 g/100 g en las familias 2012, y mostré un aumento en sus progenies al
ciclo siguiente (de 10,55 ¢/100 g a 12,98 ¢/100 g). Sin embargo, los cambios de ranking entre
afios no fueron tan marcados como en el caso del almiddn (Figura 3.3 B), lo que puede explicar
la menor contribucion del efecto de la interaccion genotipo x afio a la variabilidad total
presentada por el contenido de proteina (Tabla 3.5). El estrés hidrico y las altas temperaturas del
aire y del suelo son los principales factores de estrés que afectan sobre todo la sintesis de
almiddn en el grano y alteran su funcionalidad (Tester y Karkalas, 2001; Jiang et al., 2003;
Battisti y Naylor, 2009; Thitisaksakul et al., 2012), y el efecto es mayor al inicio del periodo de
Ilenado de granos debido a una alteracion de la actividad enzimatica (Thitisaksakul et al., 2012).
En este estudio de tesis, la influencia de factores climaticos como variaciones en la
disponibilidad de agua y las mayores temperaturas maximas del afio 2013 durante el llenado de
los granos, podrian explicar la mayor contribucién de la interaccion genotipo x afio obtenida en
el contenido de almidon en relacion al de proteina, viéndose mas afectado por las condiciones

ambientales particulares presentadas en cada afio de cultivo.

Entre todos los genotipos analizados, es importante destacar el comportamiento de
algunas progenies. La P28 mostro significativamente el mayor contenido de almidon en 2012
(73 g/100 g), y su progenie en 2013 presentd el menor valor en relacion al resto de las muestras
(59 g/100 g). A la vez, esta muestra presentd el mayor contenido de proteina en ambos afios de
estudio (11,58 g/100 g en 2012 y 12,98 g/100 g en 2013), por lo tanto, no mostré cambio de
ranking como en el caso del almidén (Figura 3.3). Junto con la P28, las familias que presentaron
los mayores contenidos proteicos en ambos afios fueron la P25 (11,29 g/100 g en 2012 y 12,52
9/100 g en 2013) y la P3 (11,21 g/100 g en 2012 y 12,05 g/100 g en 2013), manteniendose
dentro del grupo de genotipos con mayores niveles de proteina y sin mostrar cambio de ranking
entre afos. La P3 por su parte, presentd el menor contenido de almidon en 2012 (59 ¢g/100 g), y
mostrd cambio de ranking al afio siguiente (64 g/100 g). Por otro lado, el contenido de almidon
de la P19 no present6 variacién entre afios (60,7 g/100 g en 2012 y 60,9 g/100 g en 2013), y sin
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embargo, se observo un aumento significativo en su contenido de proteina (de 10,32 g/100 g en
2012 a 11,9 ¢g/100 g en 2013) (Figura 3.3).

El analisis de las variaciones en los promedios anuales muestra tendencias generales en
los cambios proporcionales del contenido de proteina y almidén de los granos. Sin embargo,
aquellos genotipos cuyos aumentos en los niveles de almidon no fue acompafiado con una
disminucion del contenido de proteina, indican que otros componentes menores de los granos,
como el contenido de lipidos, fibra o cenizas, pudieron haber cubierto esas diferencias
proporcionales en los componentes mayoritarios de los mismos. Estos comportamientos revelan
las diferencias genéticas entre padres e hijos, ademas de la influencia del ambiente en cada afio
de estudio.

COMPOSICION PROTEICA

Las proteinas de maiz se clasifican en cuatro fracciones de acuerdo a su solubilidad como
albuminas, globulinas, glutelinas y zeinas (Osborne, 1924). Las zeinas representan la principal
proteina del grano y son solubles en etanol e insolubles en agua. Las albUminas son
hidrosolubles, mientras que las globulinas son solubles en soluciones salinas. Las glutelinas por
su parte, son solubles en soluciones alcalinas (Landry y Moureaux, 1980; Malumba et al., 2008;
Ortiz-Martinez et al., 2017). En este estudio de tesis, se realizd una extraccion secuencial y se
obtuvieron las diferentes fracciones. Con el fin de facilitar el analisis de la composicion proteica
de los genotipos con la literatura citada, se agruparon las fracciones en no-zeinas (albdminas,
globulinas y glutelinas), ricas en lisina y triptéfano, y en zeinas, deficientes en estos aminoécidos
(Landry et al., 2005). Los valores se expresaron como porcentaje de proteina de la fraccién a

partir de la harina en base seca (g / 100 g de harina) (Tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Contenido de zeinas y no-zeinas (albdminas, globulinas, y glutelinas) (g/100 g de
harina) y porcentaje de digestibilidad in vitro de proteinas de las harinas de genotipos de maiz
opaco-2, blanco y pisingallo

No Zeinas

. i i
. _ (Zzelrgi Albuminas GIobuIinasALJrGB Glutelinas Dlges&gol;llldad
Genotipo (AL) (GB) (G2+G3)
P3 3,74 1,83 ¢ 158 b 340 b 280 a 7491 b
P5 2,20 ¢ 1,98 ¢ 127a 325b 321D 59,10 a
P10 2,15 ¢ 1,40 a 144 a 28 a 3774d 68,45 b
P13 2,22 C 2,31 d 1,90 ¢ 421 d 438e 72,30 b
P15 1,72 a 2,23 d 139 a 362c 318D 67,66 b
P18 2,05 b 2,23 d 160 b 383c 35 ¢c 89,38 ¢
P19 2,36 C 2,72 f 1,70 b 4,40 e 344 c 70,37 b
P20 2,29 ¢ 1,99 c 139a 337b 290 a 89,05 ¢
P22 1,64 a 2,22 d 192 ¢ 414d 348c¢c 91,09 ¢
P25 222 ¢ 2,47 e 167b 414 d 349¢c 84,59 ¢
P 26 2,68 e 2,00 ¢ 161 b 361lc 341 ¢ 61,89 a
P 28 2,47 d 2,36d 1,77 b 412d 319D 80,11 ¢
POro2 2,05 b 1,62 b 1,77 b 339 b 345¢c 85,33 ¢
2Opacos 2,29 a 2,10 b 161 b 371 b 341b 76,48 b
BL 485 b 1,00 a 101a 20la 235a 69,99 a
PS 4,72 b 1,06 a 097 a 202a 292a 67,59 a

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

ILos valores de cada genotipo (P) corresponden al promedio entre ambas cosechas (2012 y 2013), y fueron comparados con el
material genético de partida (POro2)

2El promedio de todos los genotipos opaco-2 (Opaco) fue comparado con los valores promedios de los genotipos de maiz blanco
(BL) y pisingallo (PS) usados como testigos no-opacos.

3El porcentaje de digestibilidad expresa g de proteina digerida en funcion del total de proteinas presentes en la muestra

CONTENIDO DE LAS FRACCIONES

Se obtuvieron diferencias significativas entre genotipos opaco-2 en el contenido de las
fracciones del grupo de las zeinas y no-zeinas (Tabla 3.7). Similares contenidos de ambos grupos
de fracciones proteicas fueron reportados por Hunter et al. (2002) en la linea mutante W64A02.
Estudios afines (Landry et al., 2004) obtuvieron un similar contenido de glutelinas (3,48 %),

mayor contenido de zeinas (6,85 %) y menor de albuminas+globulinas (0,65 %) en lineas
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endocriadas de maiz harinoso, en relacion a los promedios obtenidos en los genotipos 02 de esta
tesis (Tabla 3.7). Por otro lado, un menor rango de la fraccién de albuminas+globulinas fue
obtenido por Landry et al. (2005) en el endosperma de seis lineas endocriadas mutantes 02 (de
2,2 % a 2,9 %). Sin embargo, las lineas de endosperma blando sin la mutacién 02 presentaron
una media de 2,7 %, frente a 0,3 % obtenido en las de endosperma duro. Estos valores son
menores al contenido de albuminas+globulinas presentado en los genotipos utilizados como
testigos en este estudio de tesis (Tabla 3.7). Los genotipos de endosperma blando o harinoso
presentan una mayor sintesis de fracciones no-zeinicas previo a la sintesis de zeinas durante el
desarrollo del grano (Landry et al., 2005). Ademas, en genotipos mutantes 02, la disminucion
en la sintesis de zeinas podria estar relacionada a una baja capacidad de almacenamiento de los
cuerpos proteicos del endosperma, lo que promueve la sintesis de no-zeinas como un efecto
compensatorio (Landry et al., 2005), traduciéndose en mayores contenidos de albuminas,

globulinas y glutelinas en el grano maduro (Landry et al., 2002, 2004).

Estudios similares en variedades QPM (Ortiz-Martinez et al., 2017) reportaron
contenidos de albuminas y globulinas semejantes a los promedios obtenidos en este estudio de
tesis en los genotipos 02 (Tabla 3.7). Sin embargo, los genotipos no-QPM (de endosperma
normal) presentaron valores menores de albuminas y globulinas a los mostrados en maiz blanco
y pisingallo usados como controles en esta tesis. La sintesis y acumulacion de albdminas y
globulinas se produce previo a la sintesis de zeinas (Landry et al., 2005), y declina rapidamente
durante la maduracién de los granos de genotipos de endosperma normal en relacion a genotipos
02 y QPM. Sin embargo, el contenido final de albuminas+globulinas en el grano maduro en
éstos Ultimos es el doble respecto a los genotipos de endosperma normal (Wall y Bietz, 1987;
Ortiz-Martinez et al., 2017). Tanto en genotipos 02 y QPM, se suprime la sintesis de a-zeinas
de 22 kDa. Sin embargo, el endosperma QPM posee mayor dureza debido a una mayor
proporcion de y-zeinas de 27 kDa, lo que contribuye a la modificacion endospermatica en este

germoplasma en relacién al 02 (Prasanna et al., 2001; Shewry, 2007). No obstante, la sintesis y
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acumulacion de albuminas y globulinas se duplica tanto en mutantes 02 y QPM en relacion a
genotipos normales (Wu et al., 2010; Tang et al., 2013; Ortiz-Martinez et al., 2017).

Algunas progenies presentaron comportamientos diferenciales al ser analizadas de
manera individual. La P3 mostré significativamente el mayor contenido de zeinas (3,74 %) y el
menor de glutelinas (2,8 %) que el resto de los genotipos analizados (Tabla 3.7). Cabe destacar
que esta progenie también present6 uno de los mayores contenidos de proteina total (11,63 g/100
g) (Tabla 3.4). La sintesis de zeinas muestra una relacién lineal en funcién del contenido total
de proteinas, independientemente de las condiciones de cultivo (Landry et al., 2005).
Contrariamente, las P15 y P22 presentaron significativamente los menores contenidos de zeinas
(1,72 % y 1,64 %, respectivamente), y ésta ultima se ubico entre las muestras con mayores
contenidos de albiminas+globulinas (4,14 %) y glutelinas (3,48 %) que el resto de las progenies,
y en relacion a la poblacion original (POro2) (Tabla 3.7). La mutacion 02 se diferencia al resto
de las mutaciones no-02 en que la cantidad de zeinas acumuladas en el endospermo maduro se
reduce. A pesar de ello, existen pocas evidencias sobre la velocidad de acumulacion de las zeinas
durante las distintas etapas de maduracion del grano en lineas con mutaciones distintas a la 02
(Landry et al., 2005). Estos comportamientos diferenciales observados en algunas progenies
permiten identificar genotipos con caracteristicas de mejor calidad proteica, ya que el menor
contenido de zeinas indica un mayor valor biologico de la proteina de maiz de acuerdo al balance

de aminoéacidos esenciales (Ortega et al., 2001; Gibbon y Larkins, 2005).
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Figura 3.4. Proporcion de las fracciones de zeinas (Z+Z2), de albdminas+globulinas
(AL+GB) y de glutelinas (G2+G3) en funcion del contenido total de proteina de los genotipos
opaco-2 (opacos) (promedio de todas las familias 2012 y progenies 2013), maiz pisingallo (PS)
y blanco (BL) usados como testigos no-opacos

Para facilitar la comparacion de la composicion proteica en los genotipos opaco-2 con
los genotipos no-opacos usados como testigos, se expresaron las diferentes fracciones como
proporciones del contenido total de proteinas. El valor promedio de la proporcion de zeinas en
genotipos opaco-2 (21,09 %) fue menor al de albuminas+globulinas (34,64 %) y glutelinas
(31,83 %) (Figura 3.4). Estos resultados coinciden con otras investigaciones donde la variacion
en la composicidn proteica en mutantes 02 en relacion a los genotipos normales, es atribuida
principalmente a una disminucién de la fraccion de zeinas (Arruda et al., 1978; Wall y Bietz,
1987; Hunter et al., 2002; Landry et al., 2005; Gibbon y Larkins, 2005; Wu et al., 2010; Tang
et al., 2013; Ortiz-Martinez et al., 2017).
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Como se pudo observar en la composicion centesimal de las harinas analizadas (Tabla
3.4), no se obtuvieron diferencias significativas en la proteina total cuando se comparé el
promedio de los genotipos opaco-2, con el maiz blanco y pisingallo. Sin embargo, al analizar la
distribucidn de las fracciones proteicas, la proporcion de zeinas obtenida en genotipos opaco-2
(21,09 %) fue significativamente menor a la de maiz pisingallo (45,71 %) y blanco (43,46 %)
(Figura 3.4). Resultados similares fueron obtenidos por Yau et al. (1999) en la linea endocriada
experimental MO17, cuyas proporciones de zeinas en sus versiones homologas 02 y QPM
fueron significativamente menores a su contraparte normal, y no mostraron diferencias en la
proteina total. La mutacion 02 en estado homocigota modifica la calidad de la proteina de maiz,
pero no cambia el contenido total de proteina del grano (Gibbon y Larkins, 2005; Vivek et al.,
2008).

Landry et al. (2005) reportaron mayor proporcion de zeinas en genotipos mutantes 02
de endosperma blando (41,5 %) respecto a los obtenidos en los genotipos 02 de esta tesis (21
%). Sin embargo, otros estudios (Wall y Bietz, 1987) reportaron similar proporcién de zeinas
en genotipos de endosperma 02 (20 %) respecto a los genotipos opacos de este estudio de tesis
(Figura 3.4), mientras que la proporcion de zeinas de los genotipos de endosperma normal (60
%), fueron considerablemente mayores a los mostrados por los maices no-opacos utilizados
como testigos en el presente estudio. De igual modo, Malumba et al. (2008) obtuvieron mayor
proporcion de zeinas en maiz flint (55,3 %) bajo similares condiciones de extraccion a las

realizadas en esta investigacion.

Los genotipos opaco-2 mostraron un promedio significativamente mayor en proporcién
de albdminas+globulinas (34,64 %) y de glutelinas (31,83 %) respecto al maiz blanco (18 % y
21 %, respectivamente) y pisingallo (19,55 % y 28,27 %, respectivamente) (Figura 3.4). Paulis
y Wall (1969) y Malumba et al. (2008) obtuvieron en maiz flint resultados semejantes a los
obtenidos en esta tesis en maiz blanco y pisingallo. Por otro lado, las proporciones de glutelinas
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presentadas por los genotipos opaco-2 de este estudio estuvieron comprendidas dentro del
amplio rango de variabilidad reportado por Wang et al. (2008) en lineas provenientes de una

poblacion de introgresion (entre 17,1 % y 45,27 %).

Arruda et al. (1978) demostraron que la menor sintesis de zeinas durante el desarrollo
de los granos en mutantes 02, no afectd la sintesis de glutelinas. Sin embargo, Wall y Bietz
(1987) obtuvieron menor proporcion de zeinas, y un incremento en las glutelinas en la linea
mutante 02. Paralelamente, observaron que a medida que avanzaba la maduracion del grano, las
proporciones de albuminas y globulinas mostraron una declinacion mucho mas marcada en el
endosperma de maiz normal respecto al de 02. No obstante, la cantidad final de albuminas y
globulinas en el grano maduro fue dos veces mayor en el maiz 02 respecto al normal. Esto indica
que las fracciones no-zeinicas se sintetizan previo a las zeinas durante la maduracion del grano,
lo que fue también demostrado en afios posteriores por Landry et al. (2005). La mayor sintesis
de albuminas y globulinas durante el desarrollo de los granos de mutantes 02, podria estar
relacionado al mayor incremento observado en la suma de estas dos fracciones respecto al
aumento observado en la proporcion de glutelinas en los genotipos opaco-2 en relacion a los

testigos no-opacos analizados en este estudio de tesis (Figura 3.4).

DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE PROTEINAS

Con el objetivo de evaluar la digestibilidad de las proteinas de los granos opacos y no-
opacos para el consumo humano, las harinas de grano entero fueron cocidas en agua
previamente a ser sometidas a la digestion in vitro. Los genotipos opaco-2 mostraron diferencias
significativas en los porcentajes de digestibilidad, cuyos valores oscilaron entre 59 % a 91 %
(Tabla 3.7). La P22 mostro6 el mayor valor (91,1 %), aunque no difirio significativamente de las
P18 (89,4 %), P20 (89,05 %), P25 (84,6 %), P28 (80,1 %) y POr (85,3 %). Menores valores
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fueron obtenidos por Duodo et al. (2002) en harinas blancas y harinas de grano entero de maiz
cocidas y no cocidas sometidas a digestion con pepsina (entre 62 % a 68 %). Diversos trabajos
demostraron que la digestibilidad de las proteinas in vitro permanece similar o decrece
ligeramente durante la coccion de la masa para hacer tortillas de maiz (Serna-Saldivar et al.,
1988; Mora-Avilés et al., 2007; Gutiérrez-Dorado et al., 2008).

Muchas investigaciones se enfocaron en el analisis de las propiedades de las proteinas
de los granos de maiz opaco-2 y QPM luego de los procesamientos mas comunmente realizados
en estos maices para su consumo. Rojas-Molina et al. (2008) obtuvieron una variacion en la
digestibilidad in vitro de las proteinas de 70,3 % a 77,2 % en harinas nixtamalizadas de maiz
QPM. Por otro lado, Reyes-Moreno et al. (2003) reportaron una disminucién en la digestibilidad
en harinas QPM de 79,05 % a 74,3 % luego de un tratamiento de coccion por extrusién con cal,
lo que fue atribuido a cambios en la estructura de las proteinas debido a este proceso. Sin
embargo, Gutiérrez-Dorado et al. (2008) no observaron cambios significativos en la
digestibilidad in vitro de las proteinas en la harina cruda de maiz QPM respecto a las tratadas
mediante procesos de nixtamalizacion y extrusion, cuyos valores oscilaron en un rango similar
(74 % a 75 %) al obtenido en este estudio de tesis en los genotipos 02 (Tabla 3.7). Otros reportes
confirman que el proceso de fermentacién a los granos mejora la digestibilidad de las proteinas

tanto in vitro como in vivo (Cuevas-Rodriguez et al., 2006).

A pesar que varios trabajos confirman cambios en las propiedades de las proteinas en
granos Yy harinas cocidas bajo diferentes tratamientos, es importante destacar también cémo
influyen las propias caracteristicas intrinsecas de los granos como su estructura y composicion
en la digestibilidad in vitro de las proteinas luego de ser sometidos a un proceso de coccion. En
esta tesis, la digestibilidad in vitro de las proteinas en harinas cocidas fue mayor en genotipos
opaco-2 (promedio de 76,5 %) respecto al maiz blanco (70 %) y pisingallo (67,6 %) (Tabla 3.7).
Duodu et al. (2002) evaluaron el efecto de la coccion en la digestibilidad de las proteinas, e

indicaron que el mayor grado de empaquetamiento del almidén en la matriz proteica en el
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endosperma vitreo, puede afectar la accesibilidad de las enzimas digestivas a las particulas de
harina. Esto podria explicar la menor digestibilidad in vitro de las proteinas obtenida en los
testigos de endosperma duro respecto a los genotipos 02. Por otro lado, varias investigaciones
sugirieron que un aumento en la fraccion de glutelinas y de nitrégeno residual puede afectar la
digestibilidad de las proteinas debido a la formacion de complejos proteicos durante la coccion,
constituyendo estructuras terciarias estabilizadas por enlaces disulfuros o fuerzas de atraccién
no-covalentes, lo que disminuye la solubilidad de las proteinas y resultan en componentes
indigestibles por las enzimas digestivas (Paredes-Lépez y Mora, 1983; Ortega et al., 1986;
Vivas et al., 1987).

Algunos estudios previos demostraron reducciones significativas en la digestibilidad in
vitro de las proteinas en harinas de grano entero de variedades de sorgo luego de la coccidn. Sin
embargo, en maiz no fue observado el mismo comportamiento, mostrando mayor digestibilidad
en comparacioén al sorgo (Mertz et al., 1984; Hamaker et al., 1986; Duodu et al., 2002). El
proceso de coccion induce la formacion de proteinas oligoméricas unidas por puentes disulfuros,
y que envuelven las prolaminas monoméricas (Oria et al., 1995; Batterman-Azcona y Hamaker,
1998). Estas estructuras proteicas dependen de la composicion y conformacion de las
prolaminas de cada cereal, y son mas débiles en maiz respecto al sorgo (Oria et al., 1995), dando
como resultado menor resistencia a la accion enzimatica, lo que podria explicar la mayor
digestibilidad de las proteinas mostrada en maiz en relacion al sorgo (Duodu et al., 2002). Las
diferencias obtenidas entre genotipos 02, y en comparacion al maiz blanco y pisingallo usados
como testigos en esta tesis, indicarian que la cantidad de zeinas del endosperma podria ser uno
de los principales factores que influyeron en la digestibilidad in vitro de las proteinas luego de

la coccion de la harina.

En relacion al almidon, Duodu et al. (2002) indicaron que el almidén gelatinizado podria
reducir la digestibilidad de las proteinas. El enfriamiento luego de la coccion lleva a la formacion

de almidon resistente que forma complejos con las proteinas y son menos susceptibles a los
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procesos digestivos (Bach-Knudsen et al., 1988; Duodu et al., 2002). Sin embargo, los genotipos
analizados en este estudio mostraron bajos niveles de almiddn resistente luego de ser sometidos

a la coccion, como se muestra en la seccion de almidén de esta tesis (Tabla 3.13).

Componentes de la varianza

Se estimaron los componentes de la varianza en las distintas variables de la
caracterizacion proteica de las harinas de genotipos opaco-2, con el fin de apreciar los efectos

de las diferentes fuentes de variacién a la variabilidad total.

Tabla 3.8. Contribucién relativa de la varianza genética (VG), del afio (VA) y de la
interaccion genotipo x afio (Vexa) a la variabilidad total en la composicion proteica

. AlbUminas + . Digestibilidad
Zeinas . Glutelinas .

Globulinas de proteinas
VG (%) 92,01 64,22 82,73 86,07
VA (%) 3,28 32,43 10,56 1,99
Vexa (%) 4,71 3,35 6,71 11,94

En el contenido de zeinas, la variabilidad obtenida fue mas del 90 % debido al efecto
genético, y los efectos del ambiente (3,28 %) y de la interaccion (4,71 %) fueron
considerablemente menores (Tabla 3.8). Esto indica que las variaciones observadas en las zeinas
se debieron exclusivamente a las diferencias genéticas entre progenies. El contenido de zeinas
es dependiente del genotipo, debido al estricto control de la expresion espacial y temporal de
los genes que las codifican, independientemente de las condiciones de cultivo (Dolfini et al.,
1992; Landry et al., 2005). En la dureza del endosperma de germoplasma QPM, los efectos
aditivos son mas importantes que los efectos no-aditivos debido al background genético de la

mutacion o2 (Pixley y Bjarnason, 1993; Vasal et al., 1993; Hohls et al., 1996), lo que se
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relaciona estrechamente a las zeinas debido a que contribuyen a la dureza del endosperma
(Dombrink-Kurtzman y Bietz, 1993).

En el contenido de albuminas+globulinas y de glutelinas, se obtuvo también una fuerte
contribucion de la varianza genética, menor de contribucion del afio de cultivo y
considerablemente menor efecto de la interaccidn (Tabla 3.8). El estricto control genético en la
codificacion de las zeinas altera las proporciones de las fracciones de no-zeinas en genotipos
mutantes 02 (Arruda et al., 1978; Dolfini et al., 1992; Landry, 2002; Landry et al., 2005). Esto
podria explicar la fuerte contribucidn genética obtenida también en las fracciones no-zeinicas

en los genotipos de esta tesis.

En la digestibilidad de las proteinas se obtuvieron resultados similares, donde la varianza
genética tuvo mayor contribucion a la variabilidad total (86,07 %), y el efecto del afio fue
practicamente despreciable (1,99 %). Sin embargo, el efecto de la interaccion (11,94 %) fue
mayor que el resto de las variables analizadas (Tabla 3.8). Las caracteristicas estructurales de
los granos, influyen también en la digestibilidad enzimatica de las proteinas ademas de los
procesos de coccion (Duodu et al., 2002), lo que podria indicar la mayor contribucién de la

varianza genética a la variabilidad total como en el resto de las caracteristicas analizadas.
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Variaciones anuales en la composicién proteica

Tabla 3.9. Variaciones anuales en los contenidos de zeinas y no-zeinas
(albuminas+globulinas y glutelinas) (g / 100 g de harina) y en la digestibilidad in vitro de las
proteinas (%) de las harinas de doce familias de medios hermanos (2012) de maiz opaco-2 y de
sus progenies individuales (2013)

12012 2013

Zeinas 2,20 a 238 b
AlbUminas +

No-zeinas Globulinas 387 b 3,56 a

Glutelinas 3,43 a 3,40 a

Digestibilidad de proteinas 7411a 78,85 b

Valores seguidos por letras distintas en la misma fila son significativamente distintos (p<0,05)
!Los valores mostrados en 2012 corresponden al promedio de las doce familias de medios hermanos cosechas en ese afio. Los
datos mostrados en 2013, corresponden al promedio de las doce progenies individuales obtenidas en 2013.

Se obtuvieron diferencias significativas en la composicion proteica entre afios de estudio
(Tabla 3.9) de genotipos opaco-2. Como fue observado en la composicion centesimal de las
harinas, el aumento medio anual en el contenido total de proteina (de 10,26 g/100 g en 2012 a
11,42 g/100 g en 2013) estuvo acomparfiado con un incremento en la fraccion de zeinas (de 2,2
% en 2012 a 2,38 % en 2013). Sin embargo, el efecto del afio de cosecha (3,28 %) y de la
interaccion (4,71 %) en la variabilidad total obtenido en las zeinas fue practicamente
despreciable en relacion al efecto genético (92,01 %) (Tabla 3.8). Existe una relacién netamente
lineal entre el contenido total de proteinas y el de zeinas (Landry, 2002; Landry et al., 2005), lo
que podria explicar este comportamiento entre afios de cosecha. Esto coincide también con la

correlacion positiva obtenida entre proteina y zeinas (r = 0,44; p<0,05) en los genotipos 02.

Las fracciones albuminas+globulinas mostraron una disminucion anual de 3,87 % en
2012 a 3,56 % en 2013. Sin embargo, la fraccion de glutelinas no mostré variacion significativa

entre afios (3,43 % en 2012 y 3,40 % en 2013) a pesar de la correlacion positiva obtenida entre
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estas dos fracciones (r = 0,36; p<0,05). Esto también podria relacionarse al mayor efecto del
afio de cosecha en la variabilidad total obtenido en las albuminas+globulinas (32,43 %) en
comparacion a las glutelinas (10,56 %) (Tabla 3.8). La digestibilidad in vitro de las proteinas
mostré un aumento anual significativo de 74,11 % en 2012 a 78,85 % en 2013. En este caso,
esta variacion estuvo reflejada en mayor medida por la varianza de la interaccion que por la del
afio, luego de la varianza genética (Tabla 3.8). Li et al. (2009) demostraron que los factores
ambientales poseen fuerte influencia en el contenido de proteinas, lo que pudo haber influido en
las diferencias observadas entre afios de cosecha y las mayores contribuciones del afio y de la
interaccion genotipo x afio en la composicion proteica. No obstante, el efecto genético en el
contenido de zeinas es significativamente mayor (Arruda et al., 1978; Dolfini et al., 1992;
Landry et al., 2005).

ELECTROFORESIS DE LAS FRACCIONES PROTEICAS

Con el objetivo de analizar los pesos moleculares de los componentes de las fracciones
proteicas de los distintos genotipos, se llevo a cabo una electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) de los extractos (Laemmli, 1970). Las siguientes figuras muestran los patrones
electroforéticos de las fracciones de zeinas (Figura 3.5), de albuminas (Figura 3.6), de globulinas
(Figura 3.7) y de glutelinas (Figura 3.8) de las doce familias de medios hermanos de maiz opaco-
2 seleccionadas durante el primer afio (2012) (A), y fueron comparados en cada caso con los
patrones electroforéticos de sus progenies individuales obtenidas al afio siguiente (2013) (B).
En las imégenes correspondientes a la cosecha 2013, se incluyen las muestras de maiz blanco y
pisingallo usadas como testigos con fines comparativos. Todos los andlisis se realizaron a partir
de la harina de grano; por lo tanto, las bandas polipeptidicas reflejan una mezcla proporcional

del endosperma harinoso y vitreo.
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Se observaron diferencias entre los patrones de bandas de zeinas de genotipos opaco-2
y respecto a los testigos no-opacos. El patrén de distribucion de las proteinas a partir de la harina
de grano entero de genotipos mutantes 02 ha demostrado ser similar al de las proteinas del
endosperma blando o harinoso de lineas salvajes de maiz de endosperma normal (Landry et al.,
2002, 2004). Aquellas muestras que presentaron bandas de mayor densidad, son las que

mostraron mayor contenido proteico de la fraccion.

Zeinas
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Figura 3.5. Patron electroforético de la fraccidn de zeinas de las familias de medios hermanos
de maiz opaco-2 seleccionadas en 2012 (A) y de sus progenies obtenidas en 2013 (B). Los
carriles representan los genotipos (P), la poblacion original (PO), testigo blanco (BL), pisingallo
(PS), y el marcador de peso molecular (M)

El patron de zeinas mostrado (Figura 3.5) corresponde a la primera extraccion soluble
en etanol (Z), debido a que contiene la mayor cantidad de zeinas extraidas (Paulis, 1982;
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Malumba et al., 2008). Dentro de los genotipos opaco-2, las zeinas presentaron bandas de peso
molecular comprendido entre 6,5 kDa y 45 kDa en ambas cosechas, y fueron menores a los
pesos moleculares de las bandas presentadas por las otras fracciones proteicas. Landry et al.
(2004) obtuvieron un rango entre 14 kDa a 22 kDa en extractos de zeinas de endosperma vitreo
y harinoso. En las progenies 2013, la banda de 45 kDa presentd mayor intensidad en la mayoria
de las muestras (Figura 3.5 B) respecto a las familias 2012 (Figura 3.5 A), lo que pudo deberse
al aumento en el contenido medio de zeinas presentado en 2013. La P3 mostré mayor intensidad
de la banda comprendida entre 21-31 kDa y la de 45 kDa en 2012 respecto a las otras muestras
(Figura 3.5 A), lo que coincide con el mayor contenido de zeinas observado en esta muestra en
ese mismo afio. El menor contenido de zeinas de la P22 observado en 2012 coincidio con la
menor intensidad del patron de bandas de ese afio (Figura 3.5 A), mostrando un aumento hacia
2013 (Figura 3.5 B).

Al comparar el patron de bandas de los testigos no-opacos con los genotipos 02, se
observé un gran aumento en la intensidad de las bandas entre 21 kDa-31 kDa y de 45 kDa en
maiz blanco y pisingallo (Figura 3.5 B), lo que refleja el contenido de zeinas significativamente
mayor presentado en estas muestras respecto a los genotipos opaco-2 (Tabla 3.7, Figura 3.4).
Algunos estudios demostraron que la region del endosperma duro del grano de maiz posee
mayor contenido de a-zeina (22 kDa y 19 kDa) y y-zeina (27 kDa y 16 kDa) (Dombrink-
Kurtzman y Bietz, 1993; Hallauer, 2001), y que la y-zeina de 27 kDa juega un rol importante en
la formacion del endosperma vitreo, como pudo observarse en la mayor intensidad de la banda
de ese peso molecular en maiz blanco y pisingallo en relacion a los genotipos opaco-2
analizados en estudio de tesis (Figura 3.5 B). No obstante, la fuerte intensidad de las bandas
comprendidas entre 21 kDa a 31 kDa de genotipos no-opacos, indica que poseen mayor
contenido de a-zeina de 22 kDa y y-zeinas de 27 kDa, que se observan como una sola banda
ancha comprendida entre 22 kDa y 30 kDa, y en este tipo de electroforesis no se alcanzaron a
separar como dos bandas individuales debido a la concentracién y a que sus pesos moleculares

son similares. Malumba et al. (2008) obtuvieron similar patrén de bandas de la fraccion de
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zeinas de un genotipo de maiz flint, donde las bandas de pesos moleculares entre 20 kDa - 30
kDa mostraron una mayor intensidad. Por otro lado, Pereira et al. (2008) observaron una fuerte
disminucion en la intensidad de bandas de zeinas de 22 kDa y 19 kDa en un genotipo mutante
02 respecto al QPM y a las muestras de endosperma duro. Similares resultados fueron reportados
por Wallace et al. (1990) en mutantes 02 de endosperma blando en relacién a genotipos de
endosperma duro. Sin embargo, otros reportes indicaron que no hay una relacion clara entre la
aparicion de y-zeina de 27 kDa y el endosperma vitreo (Landry et al., 2004; Gibbon y Larkins,
2005).

Albuminas
A P28 P26 P25 P18 P15 P13 P10 M PS P5 M P19 P20 P22
el S g™ 5 | a8 | “
. F ' -200 kDa

Figura 3.6. Patron electroforético de la fraccion de albuminas de las familias de medios
hermanos de maiz opaco-2 seleccionadas en 2012 (A) y de sus progenies obtenidas en 2013 (B).
Los carriles representan los genotipos (P), la poblacion original (PO), testigo blanco (BL),
pisingallo (PS), y el marcador de peso molecular (M)
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La fraccién de albuminas de la mayoria de los genotipos opaco-2 presentd bandas
comprendidas entre 21 kDa y 97 kDa, mostrando mayor intensidad en 2012 (Figura 3.6 A)
respecto a la cosecha 2013 (Figura 3.6 B), lo que podria estar relacionado a la disminucion del
contenido medio de esta fraccion de una cosecha a la otra (Tabla 3.9). Malumba et al. (2008)
observaron bandas de menores pesos moleculares (entre 14 kDa y 45 kDa) en un genotipo de

maiz Flint.

Si bien el patron de bandas fue muy similar entre los genotipos, se observaron diferencias
en las bandas de tamafio molecular menor a 31 kDa. Algunos genotipos mostraron diferencias
entre afos. Las P3, P5, P10 y P22 presentaron menores intensidades de bandas en 2012 respecto
al resto de las muestras (Figura 3.6 A), y no se observaron los mismos comportamientos en las
progenies 2013, cuyas intensidades de bandas aumentaron (Figura 3.6 B). Por otro lado, la P13
se destaco por la menor intensidad de bandas en 2013, difiriendo al patron observado en 2012.
Las diferencias en los patrones de bandas de las muestras evidencian la variabilidad genética

entre genotipos y entre padres e hijos en la fraccidn de albuminas.

Al comparar los testigos no-opacos con los genotipos opaco-2, se observd una
disminucion en la intensidad del patrén de bandas en maiz pisingallo y blanco, lo que podria

explicarse por el menor contenido de albuminas presentado por los controles (Tabla 3.7).
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Figura 3.7. Patron electroforético de la fraccion de globulinas de las familias de medios
hermanos de maiz opaco-2 seleccionadas en 2012 (A) y de sus progenies obtenidas en 2013 (B).
Los carriles representan los genotipos (P), la poblacion original (PO), testigo blanco (BL),
pisingallo (PS), y el marcador de peso molecular (M)

La fraccién de globulinas presentd un patrén de bandas comprendidas principalmente
entre 14 kDa y 66 kDa en la mayoria de los genotipos opaco-2, mostrando patrones similares
en ambos afios de estudio (Figura 3.7). Malumba et al. (2008) obtuvieron un patron de albiminas
del mismo peso molecular en maiz Flint, cuyas intensidades de bandas fueron
considerablemente menores a las obtenidas en este estudio. Las P3 y P5 se destacaron por una
marcada disminucion de la banda de 66 kDa en 2012 (Figura 3.7 A), mostrando diferencias en

sus patrones respecto al resto de las muestras en ese afio. Sin embargo, en 2013 estos genotipos
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presentaron fuerte incremento en la intensidad de esas bandas (Figura 3.7 B). Este mismo
comportamiento fue observado en la fraccion de albiminas en ambos afios de cultivo. Por otro
lado, la P25 y P22 sobresalieron al resto de las muestras por una fuerte intensidad de bandas en
2012, que no se reveld de igual manera en 2013. En este mismo afio, la poblacion original (PO)
y las progenies P18 y P28, se destacaron por su mayor intensidad de las bandas respecto a 2012
(Figura 3.7 B). Por otro lado, la P13 mostrd diferente patron de bandas al resto de las muestras
en 2013, donde la banda de 66 kDa fue considerablemente de menor intensidad, que no fue
observado en la cosecha anterior. EI mismo comportamiento fue observado en la fraccion de
albiminas de esta muestra. Las diferencias genéticas entre genotipos y entre generaciones

fueron reflejadas en los patrones de bandas proteicas.

Al comparar los patrones de bandas de genotipos opaco-2 con no-opacos, se observo al
igual que la fraccion de albuminas, una disminucion en su intensidad en los testigos, y fue mas
marcada en maiz pisingallo que en maiz blanco. Esto coincide con el menor contenido de esta

fraccion obtenido en maiz pisingallo respecto al blanco (Tabla 3.7).
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Glutelinas
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Figura 3.8. Patron electroforético de la fraccion de glutelinas de las familias de medios
hermanos de maiz opaco-2 seleccionadas en 2012 (A) y de sus progenies obtenidas en 2013 (B).
Los carriles representan los genotipos (P), la poblacion original (PO), testigo blanco (BL),
pisingallo (PS), y el marcador de peso molecular (M)

Los genotipos opaco-2 presentaron patrones de bandas de la fraccion de glutelinas
similares en ambos afios, comprendidos en su mayoria entre 21 kDa y 66 kDa (Figura 3.8).
Malumba et al. (2008) obtuvieron un patron de bandas de glutelinas de menores pesos
moleculares en maiz flint, comprendidas entre 13 kDa y 24 kDa. Por otro lado, Yau et al. (1999)
obtuvieron bandas de glutelinas entre 35 kDa y 100 kDa en genotipos QPM y sus contrapartes
02. Estos valores se asemejan a los obtenidos en los genotipos 02 de esta tesis, mostrando

diferencias con los patrones de maiz blanco y pisingallo (Figura 3.8 B), concordante con Yau et
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al. (1999) en los genotipos de endosperma normal. La P22 y P25 mostraron en 2012 una
disminucion en la banda comprendida entre 45 kDa y 66 kDa (Figura 3.8 A), difiriendo en 2013
(Figura 3.8 B). La P10 por su lado, se destaco por un aumento en la intensidad del patrén de
bandas en 2012 en comparacion al resto de las muestras, y concomitantemente present6 el mayor
contenido de glutelina en ese afio. Sin embargo, la intensidad de las bandas decreci6 en 2013.
La poblacion original (PO) y P13 en 2013 mostraron una fuerte disminucion de la intensidad de
bandas, en contraposicion con el mayor contenido de glutelinas observado en esta muestra

respecto a las otras progenies.

Los genotipos no-opacos mostraron una fuerte disminucién en la intensidad de bandas
respecto a los genotipos opaco-2, y mas marcado en maiz blanco que en pisingallo.

Coincidentemente, el contenido de glutelinas fue menor en maiz blanco (Tabla 3.7).

Los patrones electroforéticos obtenidos en las distintas fracciones proteicas mostraron
diferencias entre genotipos, y entre afios de estudio. Esto refleja diferencias genéticas en la
composicion de las proteinas de los genotipos estudiados, y entre la generacion parental y sus
progenies. Concomitantemente, esto se sustenta con la mayor contribucién relativa de la
varianza genética a la variabilidad total mostrada en las fracciones de zeinas y no-zeinas (Tabla
3.8).

ANALISIS DE AMINOACIDOS

A partir del analisis del contenido y del patrén electroforético de las fracciones proteicas,
se identificaron los genotipos que mostraron mayores diferencias en el contenido total e
intensidad de bandas de zeinas y no-zeinas. Se selecciond la P3 (en 2012 y 2013), debido a que
presentd el mayor contenido de zeinas en ambos afios de estudio (Tabla 3.7), las P15 y P22 (en

2012 y 2013) pues mostraron los menores contenidos de esta fraccion (Tabla 3.7), la poblacién
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original (POro2), y el maiz blanco (BL) usado como testigo no-opaco para fines comparativos.

A estas muestras se les determind el perfil de aminoacidos.

Tabla 3.10. Contenido de aminoacidos (g/100 g de proteina) de los genotipos de maiz opaco-
2 y maiz blanco

p3 P15 P22 POroz Fromedio g
opacos

Ac. Aspartico 3,96c 6,35e 5,68d 3,02b 4,92 191a
Ac. Glutamico 6,41c 6,45d 2,71a 4,26b 5,06 394D

Glicina 052b 142c 083b 057b 0,86 0,09 a
Treonina 0,87a 1,85b 2,20b 0,70a 1,50 0,31a
Arginina 534a 5,03a 712b 49%a 5,62 2,34 a
Alanina 6,97c 548b 4,19a 547b 5,43 6,02 b

Prolina 293a 263a 692b 4,77b 4,40 510b
Tirosina 230c 180b 1,45b 105a 1,58 1,70 b
Isoleucina 258a 3,18a 221a 233a 2,58 195a

Leucina 735¢c 548b 566b 4,93a 5,86 7,04 c

Fenilalanina 3,62c¢ 3,36b 3,19b 2/16a 3,08 3,04 Db

Lisina 0,66b 150d 1,25c¢ 0,65b 1,00 0,21a

Valores seguidos por letras distintas en la misma fila son significativamente distintos (p<0,05)
!Los valores de cada genotipo (P3, P15y P22) corresponden al promedio entre ambos ciclos de cultivo (2012 y 2013), y fueron
comparados con el material genético de partida (POro2) y con el maiz blanco (BL) usado como testigo.

Se obtuvieron diferencias significativas en el contenido de aminoacidos entre los
genotipos. Cabe destacar que los contenidos de lisina mostraron diferencias significativas entre
los genotipos 02, y resultaron significativamente mayores cuando fueron comparados al maiz
blanco usado como testigo (Tabla 3.10). Cazares-Sanchez et al. (2015) y Vera-Guzman et al.
(2012) analizaron el contenido de lisina en poblaciones nativas de maices mexicanos, y
obtuvieron un rango de valores (0,27 g/100 g - 0,39 g/100 g y 0,4 g/100 g - 0,6 g/100 g de
proteina, respectivamente) considerablemente menores a los obtenidos en genotipos 02
analizados en esta tesis, y similares al de maiz blanco usado como testigo (0,21 g/100 g de
proteina). Mayores niveles de lisina fueron reportados en hibridos QPM (Medoza-Elos et al.,

2006; Pereira et al., 2008; Melesio-Cuéllar et al., 2008). Las diferencias en los niveles de lisina
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reportados en la literatura pueden atribuirse al background genético de los materiales analizados
y a las distintas técnicas usadas en la determinacion y cuantificacién de aminoacidos en maiz.
A pesar de ello, diversas investigaciones avalan que los niveles de lisina y triptéfano son
significativamente mayores en genotipos QPM Yy sus contrapartes 02 cuando se comparan con
maiz de endosperma normal (Yau et al., 1999; Wang and Larkins, 2001; Hunter et al., 2002;
Azevedo et al., 2003; Ortiz-Martinez et al., 2017).

A medida que los niveles de prolaminas se acumulan en el endosperma durante la
maduracion del grano, la calidad de la proteina disminuye debido a la baja proporcion de lisina
y triptéfano de las zeinas (Ortiz-Martinez et al., 2017). EI aumento general del contenido de
ciertos aminoacidos esenciales en maiz opaco-2 es producto de la combinacion de fendomenos
bioguimicos tales como la mayor sintesis y menor catélisis de estos aminoécidos, un aumento
en la sintesis y acumulacion de proteinas solubles (ricas en aminoacidos esenciales) y una
disminucion en la sintesis de zeinas (Serna-Saldivar et al., 2008; Jia et al., 2013). Estos factores
también producen cambios en el contenido de los otros aminoacidos en el grano. Mayores
niveles de metionina, cisteina, histidina, isoleucina, leucina, fenilananina, tirosina, treonina y
valina fueron obtenidos en granos enteros de maiz 02 y QPM comparados al maiz normal
(Azevedo et al., 1990; Wang y Larkins, 2001; Hunter et al., 2002; Fufa et al., 2003; Ortiz-
Martinez et al., 2017). Estos reportes coinciden con los mayores promedios de lisina, isoleucina,
fenilananina y treonina obtenidos en los genotipos opaco-2 de este estudio respecto al maiz
blanco (Tabla 3.10). Por otro lado, Rojas-Molina et al. (2008) obtuvieron en harina de maiz
QPM contenidos de arginina, isoleucina y leucina (6,4 g/100 g, 3,6 9/100 g y 6,1 g/100 g de
proteina, respectivamente) similares a los obtenidos en este estudio de tesis. Sin embargo, los
niveles de treonina y fenilananina (5,2 g/100 g y 5,7 g/100 g de proteina, respectivamente)
(Rojas-Molina et al., 2008) fueron considerablemente mayores a los genotipos 02 analizados en
esta tesis (Tabla 3.10).
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Investigaciones previas (Arruda et al., 1978) demostraron que la depresion en la sintesis
de zeinas en lineas doble mutantes 02, produce una acumulacion de alanina, &cido glutamico,
acido aspartico, glutamina y asparagina libres en el endosperma, ya que estos aminoacidos son
constituyentes estructurales de las zeinas. Del mismo modo, una reduccién en la sintesis de zeina
en el doble mutante 02, produce un incremento de leucina y prolina en el endospermo. Estos
reportes coinciden con Huang et al. (2006), quienes obtuvieron grandes incrementos en la
acumulacion de aminodcidos libres en el endosperma, principalmente asparagina, acido
aspartico y glutamico en granos de maices con reducida acumulacion de a-zeinas de 19 kDa 'y
22 kDa. Estas investigaciones concuerdan con los niveles significativamente mayores de acido
aspartico y glutdmico mostrados por los genotipos opaco-2 en relacién al maiz blanco analizado
en este estudio de tesis (Tabla 3.10). Sin embargo, los contenidos de leucina y prolina fueron
menores en genotipos 02 respecto al testigo (Tabla 3.10), en discordancia con Arruda et al.
(1978).

A pesar de las variaciones en los contenidos de los distintos aminoacidos, la mayor
calidad de la proteina del maiz por modificacion del gen opaco-2 se asocia directamente con el
aumento de la biosintesis de la lisina y el triptéfano, asi como un cambio en la composicion de
las proteinas del endosperma. Esto da lugar a una mayor acumulacion de proteinas solubles ricas
en estos aminoacidos con la concomitante reduccion en el contenido de zeinas, lo que es
relevante desde el punto de vista nutricional de este maiz (Arruda et al., 1978; Yau et al., 1999;
Wang y Larkins, 2001; Hunter et al., 2002; Azevedo et al., 2003; Tang et al., 2013; Zhuang et
al., 2013; Gayral et al., 2016; Ortiz-Martinez et al., 2017). Las menores proporciones de zeinas
y mayores contenidos de lisina obtenidos en los genotipos opaco-2 analizados en este estudio

de tesis, evidencian su mayor calidad proteica.
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Componentes de la varianza

El principal factor de calidad en maiz opaco-2 es el mayor contenido de aminoacidos
esenciales, especialmente el contenido de lisina. Por ello, se estimaron los componentes de la
varianza para esta variable (Tabla 3.11), con el fin de valorar los efectos de las diferentes fuentes

de variacion a la variabilidad total.

Tabla 3.11. Contribucion relativa de la varianza genética (VG), del afio (VA) y de la
interaccion genotipo x afio (Vexa) en el contenido de lisina

Lisina
VG (%) 97,29
VA (%) 1,67
Vexa (%) 1,04

La varianza genética contribuyo6 casi en la totalidad de la variabilidad obtenida en el
contenido de lisina de las muestras, y los efectos del afio y de la interaccidn fueron practicamente
despreciables en comparacion al efecto genético (Tabla 3.11). Tang et al. (2011) estudiaron la
heredabilidad en el contenido de lisina en lineas e hibridos de diferentes grupos heteroticos, y
obtuvieron una contribucion de la varianza genética de 76,3 %, y a pesar de las diferencias
mostradas entre ambientes, fue 4 veces mayor que la varianza de la interaccion. En este mismo
estudio demostraron ademaés, que el contenido de lisina en el grano es determinado
principalmente por el progenitor femenino, indicando un efecto aditivo significativamente
mayor que el efecto de dominancia para esta caracteristica. Resultados similares fueron
demostrados también en el contenido de triptofano. Wegary et al. (2011) reportaron que el
contenido de proteina y triptofano en hibridos QPM estan codificados por fuertes efectos
genéticos aditivos. Sin embargo, la concentracion de proteina en el grano es mas sensible bajo
condiciones de estrés de nitrdgeno en el suelo que la de triptéfano. Similares avances habian
sido demostrados previamente en otras investigaciones (Pixley y Bjarnason, 1993; Gutierrez-

Rojas et al., 2008) en el contenido de triptdfano de lineas endocriadas 02. Estos reportes indican
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que existe un gran efecto aditivo de los genes que codifican tanto los niveles de lisina y
triptéfano en el grano, y es concordante con los resultados obtenidos en este estudio de tesis en
la fuerte contribucién de la varianza genética obtenida en el contenido de lisina (Tabla 3.11),

por lo que se podria suponer también mayores niveles de triptéfano en los genotipos analizados.

Variacion anual en el contenido de lisina
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Figura 3.9. Variacion anual en el contenido de lisina de familias de medios hermanos de
maiz opaco-2 (2012) y sus progenies individuales (2013). La poblacién original (POro2) y el
maiz blanco (BL) no muestran variacion debido a que es el mismo valor en ambos afios, ya que
se utilizaron con fines comparativos con los genotipos individuales (P3, P15 y P22)

La Figura 3.9 muestra la variacion anual el contenido de lisina de los genotipos opaco-
2 analizados en ambos ciclos de cultivo. Como se indico anteriormente, solo se seleccionaron
las progenies (P3, P15 y P22) que se diferenciaron del resto principalmente en el contenido de
la fraccion de zeinas (Tabla 3.7). Para facilitar visualmente la comparacion entre muestras, se
incorpord también en el mismo grafico el contenido de lisina obtenido por el material genético

de partida (POro2) y el maiz blanco (BL) usado como testigo no-opaco. Estas ultimas no
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presentaron variacion anual, ya que es el mismo valor en ambos afios, y fueron mostrados sélo

con fines comparativos.

El contenido de lisina en el maiz blanco fue significativamente menor a los genotipos
opaco-2 analizados (Figura 3.9, Tabla 3.10). Los genotipos 02 no presentaron variaciones
significativas entre afios de cultivo, y no se observaron cambios de ranking entre ellos (Figura
3.9). Esto se relaciona intimamente a la baja contribucion de la varianza del afio y de la
interaccion obtenida en la estimacion de los componentes de la varianza (Tabla 3.11). La P3
presentd el menor contenido de lisina de las progenies analizadas, sin mostrar practicamente
diferencias entre afios (0,69 g/100 g en 2012 y 0,65 g/100 g proteina en 2013) (Figura 3.9).
Concomitantemente, esta muestra presentd el mayor contenido de la fraccion de zeinas en
ambos afios en relacidn al resto de los genotipos opaco-2 analizados (Tabla 3.7). Las P15 y P22
mostraron los mayores promedios anuales en el contenido de lisina en relacion al resto de las
muestras analizadas (1,5 /100 g y 1,25 g/100 g de proteina, respectivamente), y fue concordante
con los menores contenidos de zeinas obtenidos en estos genotipos (1,72 % y 1,64 %,
respectivamente). Respecto a las variaciones anuales, la P15 no presentd diferencias
significativas entre afios en el contenido de lisina (1,46 g/100 g en 2012 y 1,53 g/100 g de
proteina en 2013) (Figura 3.9), manteniéndose con los mayores niveles ambos afios de estudio.
Por su parte, la P22 mostré una pequefia disminucion de 1,31 ¢g/100 g en 2012 a 1,2 ¢g/100 g de
proteina en 2013 (Figura 3.9), pero no fue significativa. Comportamientos similares fueron

observados en el contenido de zeinas de estas dos muestras entre afios.

El contenido de lisina de la poblacion original (POro2) (0,65 g/100 g de proteina), fue
significativamente menor al de las progenies obtenidas a partir de ella, y no difirié al promedio
anual mostrado por la P3 (0,69 g/100 g de proteina), a pesar de que presentd menor contenido
de zeinas (2,05 %) respecto a ésta. Wang et al. (2008) obtuvieron lineas provenientes de una

poblacion de introgresion que presentaron mayores contenidos de no-zeinas y expresaron
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valores transgresivos de lisina de més de un 25 % respecto a los genotipos utilizados como
progenitores. Estos reportes coinciden con lo obtenido en esta tesis, donde algunas progenies
mostraron el doble de lisina respecto a la poblacion original de la cual fueron obtenidas. No
obstante, el nimero de genotipos aqui analizados es muy pequefio para hacer inferencias

generales respecto a la variabilidad de la poblacion original.

Los resultados obtenidos en este estudio de tesis, evidencian una relacién inversa entre
el contenido de lisina de las muestras y el contenido de la fraccion de zeinas, indicando la mayor
calidad proteica de las progenies analizadas.

RELACIONES ENTRE CARACTERES DE COMPOSICION PROTEICA Y
CARACTERES AGRONOMICOS DE RENDIMIENTO

La Tabla 3.12 expresa las correlaciones obtenidas entre los componentes del rendimiento
de las progenies (estudiados a campo), con los rasgos de la composicion proteica (analizados en
laboratorio) de los genotipos opaco-2, a partir de los valores de ambos arios de estudio (2012 y

2013) (no se incluyeron en el analisis a los testigos no-opacos).
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Tabla 3.12. Correlaciones entre caracteres de composicion proteica analizados en laboratorio
y caracteres de rendimiento de los genotipos de maiz opaco-2 (familias 2012 y progenies 2013).
Los coeficientes de correlacion se obtuvieron con los valores de ambos afios de estudio (2013 y
2014)

PT AL GB AL+GB Z+Z2 G2+G3 Dig Lis NGM P100 Rto
PT 1

AL -0,05 1

GB -0,06 041** 1

AL+GB| -0,07 0,91** 0,76** 1

Z+Z2 0,44** -0,14 -0,14 -0,56** 1

G2+G3 | -0,12 0,21 0,45** 0,36** -0,31* 1

Dig -0,05 014 019 0,19 -0,11  -0,17 1

Lis -0,54* 0,81** -0,13 047 -061*> 01 -0,16 1

NGM -025 0,12 0,44** 0,29 0,05 -0,06 -01 -0,19 1

P100 -0,33* 0,16 0,2 0,2 0,16 001 009 -006 -0,11 1

Rto -0,49** 0,16 0,36* 0,28 0,05 -0,11 -0,16 -0,16 0,63** 0,49** 1

Los asteriscos (* y **) indican correlaciones significativas (p<0,05 y p<0,01, respectivamente)

!PT = proteina total; AL = albiminas; GB = globulinas; AL+GB = albiminas+globulinas; Z+Z2 = zeinas; G2+G3 = glutelinas;
Dig = digestibilidad de proteinas; Lis = lisina; NGM = niimero de granos por mazorca; P100 = peso de 100 granos; Rto =
rendimiento

El contenido de proteinas mostrd una correlacion positiva con el de zeinas (Tabla 3.12),
lo que fue concordante con Landry (2002) entre las cantidades absolutas de zeinas y proteina
total acumulada durante el desarrollo del endosperma de lineas endocriadas de tipo salvaje y
mutante. La relacion lineal entre las proteinas y las zeinas es independiente a las condiciones de
crecimiento de la planta durante el desarrollo del grano (Landry et al., 2005). Resultados
similares fueron observados por Fageer y Tinay (2004), donde los genotipos de maiz con mayor
contenido de proteina total, presentaron la mayor fraccion de zeinas y relativamente bajos

contenidos de albuminas+globulinas.

La fraccion de zeinas mostrd una correlacion negativa con las glutelinas (Tabla 3.12).
Sin embargo, en las progenies 2013 no se obtuvo correlacién significativa entre estas dos

fracciones. Un patron similar fue observado por Yau et al. (1999) en 29 lineas endocriadas QPM,
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donde los incrementos en el contenido de glutelina se correspondieron a disminuciones en las
fracciones de zeinas s6lo en algunas lineas, mientras que en otras no mostraron cambios. Por
otro lado, se obtuvieron correlaciones positivas entre las fracciones de glutelinas con las
albiminas+globulinas (Tabla 3.12). Esto no fue consistente con las relaciones inversas
reportadas por Malumba et al. (2008) entre las fracciones de glutelinas con las albuminas y
globulinas en maiz Flint. Sin embargo, la relacion inversa entre las fracciones de glutelinas con
las de zeinas coincide con lo obtenido en esta tesis y con otras investigaciones (Yau et al., 1999;
Malumba et al., 2008).

La fraccion de albuminas correlaciond positivamente con la de globulinas, y como era
de esperar, se obtuvo una relacion inversa entre la fraccion de zeinas y la de
albuminas+gobulinas (Tabla 3.12). Estos patrones coinciden con la literatura citada en que la
menor sintesis de zeina en maiz opaco-2 implica aumento de las fracciones no-zeinicas (Arruda
et al., 1978; Landry et al., 2005; Gibbon y Larkins, 2005; Wu et al., 2010; Tang et al., 2013;
Ortiz-Martinez et al., 2017).

La digestibilidad in vitro de las proteinas no mostré una relacién significativa con la
fraccion de zeinas al considerar las correlaciones entre ambos afios de estudio (Tabla 3.12). Sin
embargo, en el afio 2013 se obtuvo una relacién inversa entre las zeinas con la digestibilidad (r
=-0,4; p<0,05). Esto podria deberse al mayor contenido de zeinas presentado por las progenies
en relacion a sus padres, indicando que un mayor contenido de esta fraccion resulta en mayor
proporcion de endosperma vitreo, lo que incrementa la resistencia a la accion de las enzimas
digestivas a las particulas de harina como fue sugerido por Duodu et al. (2002). Sin embargo,
en esta tesis la digestibilidad fue determinada luego de la coccion de la harina en agua, y no se
determiné el tamafio de particula ni la dureza de cada genotipo, por lo que no se cuenta con
suficientes evidencias como para atribuir la correlacion encontrada a la resistencia al ataque

enzimatico tal como lo reportaron estos autores.
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El contenido de lisina mostrd una relacion inversa con el contenido de proteina total
(Tabla 3.12). Resultados similares fueron reportados por Cazares-Sanchez et al. (2015) en varias
poblaciones de maices nativos mexicanos y por Pereira et al. (2008) en muestras de endosperma
harinoso. El alto contenido de lisina en genotipos 02 esta relacionado con una reduccién del
nivel de proteina total, y por lo tanto, del nivel de zeinas (Landry et al., 2005; Gibbon y Larkins,
2005; Vivek et al., 2008), lo que coincide con la correlacion negativa obtenida entre lisina y
zeinas (Tabla 3.12). Investigaciones previas (Paulis et al., 1974; Esen, 1980; Yau et al., 1999)
reportaron la existencia de una alta correlacion negativa entre los contenidos de zeinas y lisina
en maiz, y lo mismo ocurre con las zeinas y el triptofano, ya que los niveles de lisina y triptéfano
estan correlacionados positivamente (Hernandez y Bates, 1969; Esen, 1980; Martinez et al.,
2010).

No se obtuvieron relaciones significativas entre el contenido de lisina con la fraccion de
glutelinas (Tabla 3.12), en discordancia con Yau et al. (1999) quienes observaron una
correlacion positiva entre los niveles de lisina y el de glutelinas de lineas endocriadas QPM y
sus contrapartes 02. Sin embargo, solo la correlacion de lisina con la fraccién de glutelinas no

considera la lisina extraida con las fracciones de albiminas y globulinas (Yau et al., 1999).

Se obtuvo una fuerte correlacion positiva entre el contenido de lisina con la fraccion de
albuminas (Tabla 3.12), lo que coincide con reportes previos de Wu y Wall (1980) y Patterson
et al. (1980). Esto indica que el mayor contenido de lisina de los genotipos 02 en este estudio
de tesis, estuvo relacionado principalmente a una mayor proporcién en los niveles de albiminas,
consistente a los reportes de Fageer y Tinay (2004) en harinas de distintos genotipos de maiz, y
de Rojas-Molina et al. (2008) en harinas nixtamalizadas de maiz QPM. Las fracciones de
albuminas y globulinas poseen contenidos de lisina y triptéfano significativamente mayores
(White y Johnson, 2003) y en general incorporan mayores cantidades de estos aminoacidos

cuando se las compara con las proteinas de almacenamiento (zeinas y glutelinas) (Sodek, 1976).
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Al analizar las relaciones obtenidas entre la composicion proteica y los componentes de
rendimiento, se observaron correlaciones negativas significativas entre el contenido de proteina
con el peso de 100 granos y con el rendimiento (Tabla 3.12). Las relaciones inversas entre
caracteristicas de calidad de grano y altos rendimientos en maiz fueron demostradas en varias
investigaciones (Villegas et al., 1992; Hou et al., 2001; Vasal, 2001; Wegary et al., 2011). De
hecho, el rendimiento y la proteina del grano en maiz estan codificados genéticamente por
sistemas independientes de locis de caracteres cuantitativos (QTLs), por lo que otros autores
indicaron que ambos caracteres pueden ser mejorados simultaneamente hasta cierto punto (Li
et al., 2009; Tang et al., 2011).

Se obtuvieron correlaciones positivas entre las globulinas con el nimero de granos por
mazorca y el rendimiento (Tabla 3.12). Cabe destacar que la fraccidn de glutelinas mostrd una
relacion negativa con el rendimiento en la generacion 2012 (r = -0,53; p<0,05) y positiva con el
peso de 100 granos en 2013 (r = 0,62; p<0,05). Esto indica que, a pesar de la correlacion negativa
entre rendimiento y la proteina total, se podria mejorar para rendimiento y calidad de proteina
simultaneamente tomando las distintas fracciones proteicas como indicadores de la mayor

calidad proteica de los granos.

Finalmente, no se observaron correlaciones significativas entre el contenido de lisina con
los componentes de rendimiento al considerar los valores entre ambos afios de estudio (Tabla
3.12). Pero es importante destacar que se obtuvo una fuerte relacion inversa entre el contenido
de lisina con el rendimiento en el afio 2012 (r = -0,88; p<0,05), una fuerte correlacion negativa
con el numero de granos por mazorca (r = -0,96; p<0,05) y positiva con el peso de 100 granos
(r = 0,98; p<0,05) en la generacion de las progenies 2013. Esto estaria indicando

comportamientos diferenciales entre progenitores y sus descendencias. Tang et al. (2011) no
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encontraron ninguna relacion significativa entre rendimiento de maiz y el contenido de lisina,

por lo que sugirieron que se puede mejorar simultaneamente estos dos caracteres.

CONCLUSIONES PARCIALES

La composicion proteica de los genotipos opaco-2 presentd diferencias entre familias de
medios hermanos estudiadas en 2012, entre sus progenies individuales en 2013 y respecto al
material genético de partida. La mayor contribucion de la varianza genética en la mayoria de las
caracteristicas analizadas, sugieren que las diferencias entre genotipos tuvo mayor efecto en la
variabilidad total obtenida. Sin embargo, las contribuciones de las varianzas del afio y de la

interaccion genotipo x afio, evidencian influencia ambiental.

La principal diferencia en la composicion proteica observada en los genotipos opaco-2
se debio a la disminuciéon en el contenido de zeinas, lo que provocd incrementos de las
proporciones de albuminas, globulinas y glutelinas, traduciéndose en una modificacion de la
calidad nutricional de la proteina de los granos. A partir de esto, se podria incluir el contenido
de zeinas como una caracteristica de seleccion indirecta para los planes de mejoramiento de la

calidad proteica en maiz.

La digestibilidad in vitro de las proteinas de los granos de maiz opaco-2, sugieren que
sus caracteristicas estructurales podrian resultar en una mejor digestibilidad proteica, lo que
resultaria importante desde el punto de vista nutricional en este tipo de maiz por su alta calidad
proteica. Sin embargo, para obtener mayores evidencias en relacion a esto, es necesario

profundizar con estudios de biodisponibilidad de las proteinas.
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Los patrones electroforéticos de las distintas fracciones proteicas confirman diferencias
entre genotipos, y entre afios de estudio, lo que refleja la variabilidad en la composicién de las
proteinas entre padres y sus progenies. Concomitantemente, esto fue sustentado por la mayor
contribucidn relativa de la varianza genética a la variabilidad total mostrada en las fracciones

de zeinas y no-zeinas.

La gran contribucion de la varianza genética y las menores contribuciones de los efectos
del afio y de la interaccion mostrada en el contenido de zeinas y el de lisina, indica fuerte
dependencia del genotipo a pesar del mayor efecto del afio mostrado en el contenido total de
proteinas. Esto podria indicar la existencia de una fuerte componente aditiva de la varianza

genetica total en el contenido de zeina y lisina.

Las diferencias obtenidas en la composicion proteica de los genotipos opaco-2
analizados en este estudio de tesis, permiten identificar los individuos que presentaron mejores
caracteristicas de calidad de las proteinas, con una menor proporcion de zeinas y un mayor
contenido de lisina, para ser usados en un préximo ciclo de seleccion, recombinacion y
evaluacion. De hecho, el analisis realizado mediante prueba de progenies de medios hermanos
enfatiza los efectos aditivos de la poblacion original, favoreciendo a la mejora genética del

material de partida mediante la seleccion de individuos superiores.

Esto permitird continuar el proceso de mejoramiento para la obtencion de variedades
mejoradas en sus caracteristicas de calidad proteica luego de sucesivos ciclos de recurrencia. A
largo plazo, se podra disponer de alternativas para la produccion de alimentos de mayor valor

nutricional.
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COMPOSICION DEL ALMIDON

Las caracteristicas de la composicion del almiddn se analizaron a partir de la harina de
grano entero de cada genotipo estudiado en esta tesis. Se determind el contenido de almidon
resistente (RS) y no-resistente (digerible) (NRS), y ambas fracciones se consideraron como el
contenido total de almiddn. Se cuantifico ademas el contenido de amilosa, con el fin de inferir
sobre las caracteristicas estructurales de los granulos en cuanto a su proporcion de amilosa y

amilopectina.

Tabla 3.13. Contenido de almidon resistente, no resistente (digerible), total y de amilosa de
los genotipos de maiz opaco-2, blanco y pisingallo

. Almidadn (g/100 g de harina) Amilosa
Genotipo . . (9/100 g de
Resistente No resistente  Total almidon)
P3 0,95e 61,00 a 61,94 a 23,88 Db
P5 0,70 c 64,79 b 65,49 b 21,68 a
P 10 0,81d 62,83 b 63,64 b 22,30 a
P13 0,74 c 65,58 b 66,32 b 21,10 a
P 15 0,60b 62,68 b 63,28 b 20,69 a
P18 0,63b 63,84 b 64,47 b 21,37 a
P19 0,53 a 60,32 a 60,85 a 20,04 a
P 20 0,65b 64,56 b 65,21 b 2154 a
P 22 0,59b 65,12 b 65,72 b 21,05a
P25 0,63b 62,87 b 63,50 b 19,61a
P 26 0,64b 61,13 a 61,77 a 19,96 a
P28 0,47 a 65,56 b 66,03 b 19,52 a
POro2 0,59b 60,65 a 61,24 a 18,55 a
20Opacos 0,68 a 63,13 a 63,80 a 20,87 a
BL 0,79b 65,55 a 66,34 a 24,58 b
PS 0,99b 65,23 a 66,22 a 25,35b

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

!Los valores de cada genotipo (P) corresponden al promedio entre ambas cosechas (2012 y 2013), y fueron comparados con el
material genético de partida (POro2)

2El promedio de todos los genotipos opaco-2 (Opaco) fue comparado con los valores promedios de los genotipos de maiz blanco
(BL) y pisingallo (PS) usados como testigos no-opacos.
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El contenido de amilosa mostré ligeras diferencias entre los genotipos opaco-2, y sélo
la P3 difirié significativamente del resto (Tabla 3.13). Similares valores de amilosa fueron
reportados por Salazar-Salas et al. (2014) en lineas homocigotas 02 (17,58 % a 21,87 %) y por
Sandhu y Singh (2007) en distintas variedades de maiz (16,9 % a 21,3 %). La poblacion original
(POro2) mostrd el menor nivel de amilosa comparado al resto de las progenies individuales
obtenidas de ella (Tabla 3.13). Ademas esta muestra presentd el menor contenido total de
almidon (61,24 g/100 g de harina), y fue consistente a la correlacion positiva obtenida entre

amilosa y almidén (r = 0,4; p<0,05) dentro de los genotipos opacos.

Al comparar el promedio en el contenido total de almidon de todos los genotipos opaco-
2, no se obtuvieron diferencias significativas con los testigos no-opacos usados como controles
(Tabla 3.13). Sin embargo, el contenido de amilosa en genotipos 02 fue significativamente
menor al obtenido en blanco y pisingallo (Tabla 3.13). En maices de endosperma duro, un mayor
contenido de amilosa incrementa la compresibilidad de los granulos de almiddn en la matriz
proteica, a diferencia del endosperma blando que posee mayor contenido de amilopectina
(Dombrink-Kurtzman y Knutson, 1997). Salazar-Salas et al. (2014) encontraron mayor
contenido de amilosa en maiz QPM y en genotipos de endosperma duro respecto a las muestras
de granos opacos. Similarmente, Robutti et al. (2000) y Agama-Acevedo et al. (2013) reportaron
menores niveles de amilosa en maices de endosperma blando en relacion a los de endosperma

duro.

El almidén gelatinizado luego de la coccion retrograda durante el enfriamiento, y una
parte puede transformarse en almidon resistente (RS), o formar complejos con las proteinas
(Bach-Knudsen et al., 1988; Duodu et al., 2002). En este estudio de tesis, las muestras de harina
fueron sometidas a coccion en agua con el fin de permitir la gelatinizacién del almidén, y
posteriormente enfriadas a temperatura ambiente previamente a la determinacion del RS, para

simular un proceso elaboracién de un alimento. El contenido de RS fue menor al 1 % en todos
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los genotipos opacos y no-opacos analizados. Estos valores coinciden con los bajos niveles de
RS presentados por almidones nativos de genotipos regulares de maiz (0,8 %) en comparacion
al amilomaiz (16 %) (Russell et al., 1989). A pesar de los bajos niveles de RS, la P3 se destaco
por mostrar el mayor contenido respecto al resto de los genotipos, coincidentemente al mayor
nivel de amilosa presentado por esta muestra (Tabla 3.13). Generalmente, el contenido de RS
en maiz se correlaciona positivamente con el contenido de amilosa (Sang et al., 2008). Al igual
que en el contenido de almiddn total, no se observaron diferencias significativas en el contenido
promedio de NRS de todos los genotipos opaco-2 cuando fueron comparados con los genotipos
no-opacos usados como testigos (Tabla 3.13). Estos resultados fueron similares a los reportados
por Méndez-Montealvo et al. (2005) en hibridos QPM.

PROPIEDADES DE VISCOSIDAD

Se analizaron las propiedades de pasting con el fin de evaluar el comportamiento viscoso
del almidén cuando es sometido a ciclos de calentamiento y enfriamiento en presencia de fuerzas
de cizalla con exceso de agua, para inferir sobre sus posibles usos industriales. Los anélisis
fueron realizados a partir de la harina de grano entero, y todas las mediciones se realizaron por

duplicado.
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Tabla 3.14. Pardmetros de propiedades de pasting de los genotipos de maiz opaco-2,
pisingallo y blanco analizados por RVA!

Genotipo> PV (cP) TV (cP) BD(P) FV(cP) SB(cP) TP (°C)

P3 1574 a 1196 ¢ 379 a 3090 d 1872d 80,09a
P5 1781 Db 1330d 451 a 3510e 2060f 78,550a
P10 1500 a 911 a 589 b 2228 a 1269a 73,74 a
P13 2419 f 1482 e 937d 3545¢ 1868d 77,10a
P15 2240 e 1248d 992 e 3206 d 1850d 77,70 a
P18 2790 g 1588 f 1202 f 3860 f 2148f 76,88 a
P19 2172 ¢ 1137 c 1035¢e 2802 c 1492¢c 78,38 a
P20 1596 a 1140c 455 a 3086 d 1806d 79,84 a
P22 2370 f 1463 e 907d 3547 e 1935e 78,13a
P25 1909 c 1076 b 834 c 2648 b 1407b  75,88a
P26 2003 d 1430 e 573Db 3256 d 1572¢c 78,26 a
P28 2343 f 1323d 1021 e 3406 € 1997e 77,48a

POro2 1861 c 1275d 587D 4048 g 27239 78,30a
%0Opacos 2043 ¢ 1277 c 766 b 3248 b 1846b 77,71a
BL 1008 b 940 b 67,5a 3660 b 2197b 896D
PS 397 a 320 a 77,5a 1463 a 1143a 93,63 c

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

PV = viscosidad de pico; TV = viscosidad de caida; BD = estabilidad; FV = viscosidad final; SB = retrogradacion; TP =
temperatura de pasting

2 os valores de cada genotipo (P) corresponden al promedio entre ambas cosechas (2012 y 2013), y fueron comparados con el
material genético de partida (POro2)

3El promedio de todos los genotipos opaco-2 (Opaco) fue comparado con los valores promedios de los genotipos de maiz blanco

(BL) y pisingallo (PS) usados como testigos no-opacos.

Los genotipos opaco-2 presentaron gran variabilidad en los pardmetros de viscosidad
(Tabla 3.14). Del mismo modo, se observaron notables diferencias en las curvas de viscosidad
de las muestras P3, P18 y POro2 (representativas de genotipos opacos) respecto a las de maiz

blanco y pisingallo usados como controles no-opacos (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Curvas de viscosidad (cP) y temperatura (°C) en funcion del tiempo (s)
obtenidas mediante RVA. Se graficaron la P3 y P18 como representativas de los genotipos
opaco-2, debido a que estas progenies mostraron las mayores diferencias en relacion al resto de
los genotipos analizados. Se compar6 con la poblacion original (POro2) y con los maices blanco
(BL) y pisingallo (PS) usados como testigos no-opacos

Los valores de viscosidad de pico (PV), viscosidad de caida (TV) y estabilidad (BD)
fueron significativamente mayores en genotipos 02 respecto a los testigos no-opacos (Tabla
3.14). Los genotipos de endosperma blando desarrollan mayor viscosidad debido a que los
granulos de almidon son mas grandes y menos compactos que en el endosperma duro,
permitiendo mayor difusion de agua dentro del grano (Almeida-Dominguez et al., 1997
Narvaez-Gonzéalez et al., 2006). Un comportamiento similar fue reportado en muestras de

harinas de trigos blandos en relacion a las harinas de trigos duros (Ragaee y Abdel-Aal, 2006).
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El breakdown (BD) esta comunmente asociado a la estabilidad de los granulos debido a
que indica la resistencia del almidén cuando se lo somete a una fuerza de cizalla a altas
temperaturas de calentamiento (Ragaee y Abdel-Aal, 2006). Los granulos de almidon con una
elevada capacidad de hinchamiento resultan en mayores picos de viscosidad (Almeida-
Dominguez et al., 1997; Narvaez-Gonzélez et al., 2006). Los mayores valores de BD mostrado
por los genotipos opaco-2 indican menor estabilidad de los granulos de almiddn respecto a los
maices blanco y pisingallo usados como controles (Tabla 3.14). Esto fue consistente con la

fuerte correlacion obtenida entre PV y BD entre genotipos opacos (Tabla 3.21).

El hinchamiento de los granulos de almidon es inhibido por altos contenidos de amilosa,
ya que es menos soluble en agua, lo que produce menor viscosidad (Morrison, 1988; Debet y
Gidley, 2006; Uarrota et al., 2013). Las muestras P10 y P3 mostraron los menores PV (Tabla
3.14), y consistentemente los mayores contenidos de amilosa (Tabla 3.13) al ser comparados
con el resto de los genotipos. De manera contraria, las muestras P13, P18, P22 y P28 mostraron
los mayores PV y bajos contenidos de amilosa. Estos resultados coinciden con Jane et al. (1999)
en los bajos PV observados en los almidones de dos maices alta-amilosa. La muestra P18 mostro
significativamente los mayores PV y BD (Tabla 3.14), indicando su mayor habilidad para la

formacion de una pasta al ser sometido a altas temperaturas y fuerza de cizallamiento.

Por otro lado, los genotipos 02 mostraron una correlacion negativa entre PV y BD con
el contenido de proteina (r = -0,36 y r = -0,45, p<0,05, respectivamente), consistente con lo
reportado por Sandhu y Singh (2007) en almidén de maiz, y una correlacién positiva con el
contenido de almidén total (r = 0,36 y r = 0,37, p<0,05, respectivamente). El contenido de
proteinas y lipidos en el grano pueden reducir la absorcién de agua con la consiguiente
disminucion de la viscosidad (Debet y Gidley, 2006; Salman y Copeland, 2010), lo que
concuerda con los resultados reportados por Baxter et al. (2014) en almidon de arroz, y por
Wokadala et al. (2012) en almidén de maiz. Sin embargo, no se obtuvieron correlaciones
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significativas entre el contenido de lipidos con PV y BD (Tabla 3.21). Las proteinas desarrollan
menor viscosidad que el almiddn, por lo que la correlacidn inversa observada entre estas dos
caracteristicas (r = -0,36; p<0,05) explica el menor PV y BD observado cuando aumenta la

proteina en el grano.

Las temperaturas de pasting (TP) fueron significativamente menores en genotipos
opaco-2 (de 73,74 °C a 80,09 °C) en comparacion al maiz blanco (89,6 °C) y pisingallo (93,63
°C) (Tabla 3.14). Uarrota et al. (2013) reportaron un rango similar de TP (68,7 °C - 99,99 °C)
en ocho variedades landraces de maices brasileros. En el endosperma duro, la matriz proteica es
mas gruesa que en el endosperma blando (Wolf et al., 1969) y los granulos de almidon se
encuentran fuertemente empaquetados (Christianson et al., 1969). Ademas, mayor contenido de
amilosa del endosperma vitreo incrementa la compresibilidad de los granulos en la matriz
(Dombrink-Kurtzman y Knutson, 1997), lo que podria explicar las correlaciones positivas
obtenidas entre TP con el contenido de proteina (r = 0,29; p<0,05) y el de amilosa (r = 0,26;
p<0,05) en genotipos 02. Por otro lado, una temperatura mas alta es requerida en granos de
endosperma vitreo para permitir la hidratacion e hinchamiento de los granulos de almidon
(Narvéez-Gonzélez et al., 2006), lo que se vio reflejado en la mayor TP en maiz blanco y
pisingallo en relacion a los genotipos 02 con mayor proporcion de endosperma blando. Jane et
al. (1999) reportaron incrementos en la temperatura de pasting por la formacién de complejos
amilosa-lipido, lo que coincide con las correlaciones obtenidas entre TP con el contenido de
amilosa (r = 0,26; p<0,05) y de lipidos (r = 0,27; p<0,05) en genotipos opaco-2 analizados en
este estudio de tesis.

Durante el enfriamiento, la re-asociacién entre las moléculas de almiddn, especialmente
la de amilosa, producen un incremento de la viscosidad denominado setback (SB), y resulta de
la diferencia entre TV vy la viscosidad final (FV) observada en la curva de RVA (Figura 2.8 y
Figura 3.10). Este parametro se relaciona al reordenamiento del almidén luego de la

gelatinizacion, y comunmente se lo interpreta como la retrogradacién sobre todo de las
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moléculas de amilosa (Ragaee y Abdel-Aal, 2006; Biliaderis 2009). EI mayor PV en genotipos
opaco-2, implic6 mayores FV y SB (r = 0,38 y r = 0,3, p<0,05, respectivamente) y
concomitantemente, FV correlaciond positivamente con SB (r = 0,93; p<0,05). Sin embargo, el
contenido de amilosa correlacion6 negativamente tanto con FV (r = -0,47; p<0,05) y SB (r = -
0,37; p<0,05). Esto podria indicar que luego de la gelatinizacién, las moléculas de almidén se
re-asocian con otros componentes de la harina ademas de la amilosa. Un comportamiento
similar fue observado por Yu et al. (2009) en arroz, donde las muestras con mayores contenidos
de amilosa tuvieron menor retrogradacion. La poblacion original (POro2) mostré el menor
contenido de amilosa (Tabla 3.13) y los mayores valores de FV y SB (Tabla 3.14) en
comparacion a todas las progenies individuales obtenidas de ella, indicando diferencias en la

composicion del almiddn entre el material de partida y los genotipos individuales.

El maiz blanco no mostré diferencias significativas en FV y SB con los genotipos 02.
Sin embargo, el PV resultod significativamente menor (Tabla 3.14). Estos resultados podrian ser
explicados por el mayor contenido de amilosa del maiz blanco respecto a los genotipos opacos
(Tabla 3.13). Sin embargo, el maiz pisingallo mostré el menor FV, SB 'y PV (Figura 3.10, Tabla
3.14). En el endosperma de maiz pisingallo, los granulos de almidon son poligonales y estan
mas fuertemente empaquetados en la matriz proteica que en el maiz blanco (Sandhu et al., 2004),

lo que inhibe su hinchamiento en agua (Narvaez-Gonzalez et al. 2006).

Al analizar las relaciones obtenidas entre los parametros de viscosidad con la
composicion proteica de genotipos opaco-2 (Tabla 3.21), se observo que la correlacion negativa
entre el contenido de almidoén y el de proteinas (r = -0,34; p<0,05) fue concomitante con la
relacion inversa entre almidén con las zeinas (r = -0,4; p<0,05), lo que coincide con los
resultados obtenidos por Pineda-Hidalgo et al. (2011) en lineas endocriadas recombinantes 02.
PV y BD correlacionaron negativamente con las zeinas (r = -0,53 y r = -0,58, p<0,05,

respectivamente), y positivamente con las albuminas+globulinas (r = 0,37 y r = 0,52, p<0,05,
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respectivamente). Ademas el contenido de zeinas correlacioné positivamente con la TP (r =
0,32; p<0,05), lo que confirma que un mayor contenido de zeinas implica mayor grado de
empaquetamiento de los granulos de almiddn en la matriz proteica, por lo que se requiere mayor
temperatura para que el almidén alcance el maximo de viscosidad. Esto coincide con la literatura
citada en que los genotipos de endosperma blando desarrollan mayor viscosidad debido a que
los granulos de almiddn estan menos compactos en la matriz proteica (Christianson et al., 1969),
permitiendo mayor difusién de agua dentro del grano (Almeida-Dominguez et al., 1997;

Narvaez-Gonzalez et al., 2006).

Componentes de la varianza

Tabla 3.15. Contribucion relativa de la varianza genética (VG), del afio (VA) y de la
interaccion genotipo x afio (Vexa) a la variabilidad total en el contenido de amilosa y parametros
de viscosidad®

Amilosa PV TV BD FV SB TP
VG (%) 44,62 84,21 61,64 51,81 54,72 64,26 68,95
VA (%) 30,28 5,02 28,99 32,41 44,10 22,22 20,54
Vexa(%) 25,10 10,77 9,37 15,78 1,18 13,52 10,51

1PV = viscosidad de pico; TV = viscosidad de caida; BD = estabilidad; FV = viscosidad final; SB = retrogradacion; TP =
temperatura de pasting

El contenido de almiddn en el endosperma es afectado por las condiciones ambientales
fundamentalmente al inicio del periodo de llenado de los granos (Thitisaksakul et al., 2012). El
estrés hidrico y las altas temperaturas del aire y del suelo son los principales factores de estrés
que influyen en la produccién de almidon en el grano y alteran su funcionalidad (Tester y
Karkalas, 2001; Jiang et al., 2003; Battisti y Naylor, 2009; Thitisaksakul et al., 2012). Como se
observo en el contenido total de almiddn, la varianza genética representd la mayor contribucion

a la variabilidad total (Tabla 3.5). En el contenido de amilosa se obtuvieron resultados similares,
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no obstante las contribuciones de los efectos del afio y de la interaccion representaron mayores
fuentes de variacién en la variabilidad total obtenida (Tabla 3.15) que en el caso del almidon
(Tabla 3.5). Similares resultados fueron reportados en cultivares de sorgo (Beta y Corke, 2001),
donde el efecto del ambiente en el contenido de amilosa fue mayor que el de la interaccion
genotipo x ambiente. Pequefios cambios en los niveles de amilosa afectan directamente la
funcionalidad del almidén ya que alteran las propiedades de gelatinizacion y propiedades de

pasting en las harinas de estos cereales (Zeng et al., 1997; Hurkman et al., 2003).

En la viscosidad de pico se observé mayor contribucion de la varianza genética (84,21
%) y considerablemente menores contribuciones del afio de cultivo (5,02 %) y de la interaccion
(10,77 %). Esto indicaria que la capacidad de absorcion e hinchamiento de los granulos es
fuertemente dependiente de las caracteristicas estructurales del almidon de cada genotipo. Sin
embargo, la contribucion de la varianza del afio fue mayor en el resto de los pardmetros de
viscosidad (Tabla 3.15). Resultados similares fueron reportados por Betay Corke (2001), donde
el pico de viscosidad mostrado por almidones de sorgo representd el mayor efecto genético que
el resto de las medidas de las curvas de viscosidad. Varias investigaciones demostraron cambios
en los perfiles de pasting en almidones de genotipos de maiz (Lu et al., 2013; Lu y Lu, 2013),
trigo (Liu et al., 2011) y arroz (Zhong et al., 2005) bajo condiciones de estrés por altas
temperaturas. Por otro lado, el mayor efecto del afio podria estar relacionado a las caracteristicas
propias del sistema de medicion de la viscosidad, como la fuerza de cizalla, velocidad de
rotacion, tiempo y temperatura de calentamiento y enfriamiento de los geles, pudiendo haber
influido de distinta manera en funcion de las caracteristicas propias de las harinas analizadas
mas alla de las propiedades del almidén (proteinas, lipidos, fibra), ya que las propiedades de
viscosidad dependen de las diferencias en la composicion de las harinas (Narvaez-Gonzélez et
al., 2006; Ragaee y Abdel-Aal, 2006).
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Variaciones anuales en el contenido de amilosa y parametros de viscosidad

Al analizar las variaciones anuales en los parametros de viscosidad de genotipos opaco-

2, se obtuvieron diferencias significativas entre ambos afios.

Tabla 3.16. Variacién promedio anual en los parametros de viscosidad analizados mediante
RVA de las doce familias de medios hermanos (2012) de maiz opaco-2 y de sus progenies
individuales (2013)

12012 2013
Amilosa (g/100 g de almiddn) 22,16 b 19,58 a
Viscosidad de pico (PV)(cP) 2114 b 1972 a
Viscosidad de caida (TV) (cP) 1164 a 1390 b
Estabilidad (BD) (cP) 950 b 582 a
Viscosidad final (FV) (cP) 2808 a 3689 b
Retrogradacion (SB) (cP) 1640 a 2052 b

Temperatura pasting (TP) (°C) 76,56 a 78,86 b

Valores seguidos por letras distintas en la misma fila son significativamente distintos (p<0,05)
Los datos mostrados cada afio corresponden al promedio de las doce familias de medios hermanos seleccionados durante el
primer ciclo (2012) y al promedio de las doce progenies individuales obtenidas al afio siguiente (2013).

Los genotipos opaco-2 mostraron una disminucion en el promedio anual del contenido
de amilosa (de 22,16 ¢g/100 g en 2012 a 19,58 g/100 g de almidon en 2013), que fue consistente
con el decrecimiento observado en el contenido total de almidon y el aumento en el contenido
de proteina (Tabla 3.6). El periodo de mayor susceptibilidad a condiciones de estrés ambiental
durante el llenado de los granos es 10 a 15 dias después de la polinizacién (Jenner et al., 1991),
donde el mayor efecto se atribuye a una reducida actividad enzimatica (Keeling et al., 1994).
Las altas temperaturas en este periodo afectan principalmente el contenido de amilosa en el
grano, produciendo un decrecimiento en maiz (Lu et al., 1996; Beta y Corke, 2001;
Thitisaksakul et al., 2012) y un incremento en trigo (Panozzo y Eagles, 1998; Hurkman et al.,
2003). Ademas, algunos estudios demostraron que condiciones de elevadas temperaturas

incrementan la proporcion de cadenas largas de amilopectina (Asaoka et al., 1984; Lu et al.,
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1996). Del mismo modo, altas temperaturas y sequias temporales pueden alterar la distribucion
del tamafio de los granulos de almidon y afectar directamente el contenido final de amilosa en
el grano (Lu et al., 1996; Thitisaksakul et al., 2012; Lu et al., 2013). El aumento significativo
de las temperaturas maximas registradas durante el mes de abril en el afio 2013 (Tabla 2.1,
Figura 1 de Anexo 1), pudo haber influido en los cambios anuales observados en el contenido
de amilosa, debido que en este periodo se inicid el llenado de los granos (Figura 3.1). Esto
concuerda con la disminuciéon en el contenido anual de almidén y el aumento de proteinas en
las progenies 2013 (Tabla 3.6), indicando que las elevadas temperaturas pudieron haber sido el
principal factor que afect6 la biosintesis de estos componentes del grano, dado que la cantidad
y distribucion de precipitaciones caidas durante el llenado de los granos en 2013 (Anexo 2) no
sugieren condiciones de estrés hidrico. Ademas, estas variaciones fueron consistentes con las
correlaciones obtenidas entre el contenido de amilosa con el de proteina (r = -0,41; p<0,05) y el
de almidén (r = 0,40; p<0,05) (Tabla 3.21), y podria relacionarse a las mayores contribuciones
de los efectos del afio y de la interaccion a la variabilidad total obtenida en el contenido de
amilosa (Tabla 3.15).

Concomitante a la disminucion del contenido de almidén y amilosa, la viscosidad de
pico (PV) mostré una disminucion anual de 2114 cP en 2012 a 1972 cP en 2013, y coincidio
con la correlacién obtenida con el almidén (r = 0,36; p<0,05). Consistente a la disminucién de
PV, se observo un incremento anual en la viscosidad de caida (TV), lo que implico una
disminucion de la estabilidad (BD) (Tabla 3.16), y fue concordante con la correlacién positiva
obtenida entre PV y BD (r = 0,82; p<0,05). La fuerte correlacion positiva obtenida entre la
viscosidad final (FV) y la retrogradacion (SB) (r = 0,93; p<0,05), fue concordante con los

incrementos anuales observados en ambos parametros (Tabla 3.16).

La temperatura de pasting (TP) mostré un incremento anual de 76,56 °C en 2012 a 78,86
°C en 2013, y estuvo acompariado con el incremento anual en el contenido de proteina (Tabla

3.16). Ademas fue consistente con la correlacion positiva obtenida entre estas dos caracteristicas
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(r = 0,29; p<0,05). Un mayor contenido de proteina en el grano podria indicar una matriz
proteica mas gruesa en el endosperma (Wolf et al., 1969), y por lo tanto, mayor temperatura de

pasting.
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Figura 3.11. Variacion anual en el contenido de amilosa (A), en la viscosidad de pico (B),
en la estabilidad (C) y en la retrogradacion (D) de las doce familias de medios hermanos de maiz
opaco-2 (2012) y sus progenies individuales (2013)
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Las variaciones individuales de cada genotipo en cada afio de estudio (Figura 3.11) se
analizaron para las caracteristicas que presentaron mayor contribucién de la varianza de
interaccion genotipo X afo a la variabilidad total (Tabla 3.15). En el contenido de amilosa, se
puede observar claramente una disminucion de un afio a otro en la mayoria de los genotipos 02,
y cambios de ranking entre ellos. Sin embargo, la P3 mostré un comportamiento muy distinto
al resto de los genotipos, presentando un significativo aumento en el contenido de amilosa (de
22,82 a 24,94 ¢/100 g de almidon) (Figura 3.11 A). Esta muestra presentd también un
incremento anual tanto del contenido de almiddn y el de proteinas, difiriendo a la tendencia
general del resto de los genotipos.

La viscosidad de pico (PV) y la estabilidad (BD) mostraron comportamientos distintos
en cada afo. Las diferencias entre genotipos fueron mas marcadas en el afio 2012 (1163 cP -
3044,5 cP para PV y 203 cP - 1552,5 cP para BD) respecto a 2013, cuyos rangos de variacion
fueron menores (1529,5 cP - 2426,5 cP para PV y 379 cP - 918 cP para BD) (Figura 3.11 By
C). Esto evidencia diferentes comportamientos de las progenies respecto a sus padres, cuyos
cambios de ranking entre genotipos estaria relacionado a la mayor contribucién de la varianza
de la interaccidn genotipo x afio en ambas caracteristicas. Sin embargo, el efecto del afio fue
mayor para BD (Tabla 3.15), indicando que esta caracteristica se vio mas influenciada por el

ambiente.

En el caso de la retrogradacion (SB), los valores oscilaron entre 726 cP y 2246 cP en
2012 y entre 1250 cP y 2514 cP en 2013, y las diferencias entre genotipos fueron mas visibles
en la generacion parental. La mayor contribucion de la varianza genética mostrada en la mayoria
de los pardmetros de viscosidad del almidon, indicaria que la variabilidad observada se debio
en mayor medida a las diferencias genéticas. Sin embargo, las fuertes contribuciones de las
varianzas del afilo mostradas en estos parametros, indican que también fueron influenciadas por

el ambiente.
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PROPIEDADES TERMICAS

Se examinaron las propiedades de gelatinizacion y retrogradacién con el fin de evaluar
las caracteristicas estructurales del almidén y las interacciones con el resto de los componentes

del grano.

Gelatinizacién

Tabla 3.17. Parametros de gelatinizacion de la harina de genotipos de maiz opaco-2,
pisingallo y blanco analizados mediante DSC*

’Genotipo AHc (J/g) Toc(°C) Tpc(°C) Ra (°C)

P3 6,47 a 68,23 ¢ 7341d 99 d
P5 6,55 a 67,47 b 7233 b 946 c
P10 584 a 68,48 ¢ 7288 c 873 b
P13 6,18 a 68,81 ¢ 7322d 853hb
P15 8,17 ¢ 68,83 ¢ 7355d 892hb
P18 5,87 a 67,64 b 72,73 ¢ 961 c
P19 6,52 a 68,10 ¢ 7295 c 929 c
P20 549 a 65,21 a 71,40 a 11,32e
P22 737 b 67,75 b 7331 d 1044d
P25 9,32 d 67,74 b 72,97 ¢ 10,02d
P26 8,32 c 6764 b 72,72 ¢ 10,33d
P28 6,80 a 67,83 b 7284 c 923 c
POro2 10,09d 7093 d 7494 e 8,10 a
30Opacos 715b 6805b 73,02b 953 a
BL 558 b 65,25 a 72,09 a 15,09c
PS 3,01 a 68,79 b 7391 b 1142b

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

1AHg = entalpia de gelatinizacién; Toec = temperatura de inicio; Tpe = temperatura de pico; Re = rango de temperatura (Tec —
ToG)

2Los valores de cada genotipo (P) corresponden al promedio entre ambas cosechas (2012 y 2013), y fueron comparados con el
material genético de partida (POro2)

3El promedio de todos los genotipos opaco-2 (Opaco) fue comparado con los valores promedios de los genotipos de maiz blanco
(BL) y pisingallo (PS) usados como testigos no-opacos.
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En la Figura 3.12 A se muestran los termogramas de gelatinizacién de las P3 y P26 en
ambos afios de estudio como representativas de los genotipos opaco-2, y en la Figura 3.12 B las
curvas de la POro2 y los genotipos no-opacos (maiz blanco y pisingallo). Los genotipos opaco-
2 presentaron un amplio rango de variacion en la AHg. EI promedio de AHg en genotipos opaco-
2 fue significativamente mayor que en los testigos (Tabla 3.17). Mayores valores de AHg fueron
reportados por White et al. (1990) en variedades de polinizacion libre de maiz dentado y
harinoso, y por Ng et al. (1997a) en lineas endocriadas (S3) de maiz amarillo semi-dentado. Sin
embargo, Méndez-Montealvo et al. (2005) obtuvieron menores AHg en hibridos simples QPM.
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Figura 3.12. Termogramas de gelatinizacion obtenidos mediante DSC. Se graficaron la P3
y P26 en ambos afios (A) como curvas representativas de los genotipos opaco-2, debido a que
estas progenies mostraron las mayores diferencias en relacién al resto de los genotipos
analizados. Se compararon las curvas de la poblacién original (POro2), con los maices blanco
(BL) y pisingallo (PS) usados como testigos no-opacos (B)
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Una mayor entalpia de gelatinizacion indica alto porcentaje de cristalinidad de los
granulos (Sandhu y Singh, 2007; Uarrota et al., 2013; Lin et al., 2016). Las cadenas cortas de
amilopectina pueden reducir la formacién de cristales, mientras que una mayor proporcion de
cadenas mas largas forman una estructura cristalina mas organizada, por lo que se requiere
mayor energia para su fusion (Jane et al., 1999; Jia et al., 2013; Uarrota et al., 2013). Salazar-
Salas et al. (2014) obtuvieron menor proporcion de cadenas cortas de amilopectina y mayor
AHg en muestras de genotipos 02 en comparacion a las muestras de endosperma vitreo. En
relacion a esto, el menor contenido de amilosa obtenido en genotipos 02 respecto a los controles
no-opacos, indicaria un mayor contenido de amilopectina en los granulos, lo que podria estar
relacionado ademas a una mayor proporcion de cadenas largas debido a los mayores valores de
AHg obtenidos en genotipos opaco-2 en relacion al maiz blanco y pisingallo, cuyos contenidos
de amilosa fueron mas altos (Tabla 3.13). El fenotipo vitreo esta asociado a mayor acumulacion
de amilosa, que implica mas regiones amorfas hacia la periferia de los granulos, conduciendo a
una mayor compresibilidad y compactacion de estas estructuras (Gibbon et al., 2003; Gayral et
al., 2015). Concomitantemente, los genotipos 02 mostraron una correlacion negativa entre el
contenido de amilosa y AHg (r = -0,36; p<0,05), lo que coincide con las relaciones inversas
entre la entalpia de gelatinizacion y el contenido de amilosa en maiz reportadas por Matveev et
al. (2001) y Salazar-Salas et al. (2014). Krueger et al. (1987) y Lin et al. (2016) obtuvieron

menor AHg en almidones de maiz alta amilosa en relacion a las muestras de maices normales.

Se obtuvieron diferencias significativas en la Tos ¥ Tpe entre genotipos opacos-2, y los
promedios no mostraron grandes diferencias con el maiz blanco y pisingallo (Tabla 3.17). Una
variabilidad similar fue reportada por Li y Glover (1994) en 35 poblaciones de maices tropicales
y subtropicales. Uarrota et al. (2013) reportaron similares Tog Y Tpc en variedades landraces de
maices brasileros, y Seetharaman et al. (2001) encontraron un rango de Toc similar en variedades

autoctonas argentinas.
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El Re promedio obtenido en genotipos 02 fue significativamente menor a los de maiz
blanco y pisingallo (Tabla 3.17), lo que sugiere mayor homogeneidad de la regidn cristalina de
los granulos de almidon debido al menor rango de temperatura de gelatinizacion. Similares
resultados fueron reportados por Lin et al. (2016) quienes obtuvieron rangos de temperatura
mayores en almidones de maiz alta amilosa respecto a genotipos normales. Un menor rango de
temperatura indica una gelatinizacion mas rapida del almidon (Hegenbart, 1996) y puede ser
atil para aplicaciones industriales. Seetharaman et al. (2001) reportaron mayores Rg a los

obtenidos en este estudio en seis razas de maices harinosos.

En el andlisis de las correlaciones entre los parametros de gelatinizacion en genotipos
opaco-2 (Tabla 3.21), se observo una relacion directa entre la AHg con las Toc Y Tpe (r = 0,4y
r = 0,42, p<0,05, respectivamente) y entre ambas temperaturas (r = 0,93, p<0,05). Ademas, las
muestras con mayor Tog Y Tpc presentaron menor Rg (r =-0,86 y r = -0,67, p<0,05). Un patron
de correlacién similar fue reportado por Eyhérabide et al. (2007a) en 12 lineas endocriadas

argentinas.

La poblacién original (POro2) mostr6 la mayor AHg (10,09 J/g) y el menor Rg (8,1 J/g)
respecto a las progenies individuales (Tabla 3.17). Esto indica diferencias en la composicion y
estructura cristalina de granulos de almidon en el material genético utilizado como poblacion

original respecto a los genotipos individuales obtenidos de ella.

Retrogradacion

Luego del analisis de gelatinizacidn, las muestras se almacenaron a 4 °C durante 14 dias

para permitir la retrogradacion del almidon. Al realizar nuevamente el tratamiento térmico, se
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distinguieron dos endotermas (Figura 3.13). Se seleccionaron los termogramas de las P20 y P26
en ambos afios de estudio como representativas de genotipos opaco-2 (Figura 3.13 A) y se
muestran las curvas de la POro2, de maiz blanco y pisingallo usados como testigos no-opacos
(Figura 3.13 B).
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Figura 3.13. Termogramas de retrogradacion obtenidos mediante DSC. Se representaron las
P26 y P20 en ambos afios (A) como curvas representativas de los genotipos opaco-2, debido a
que estas progenies mostraron las mayores diferencias en relacion al resto de los genotipos
analizados. Se compararon las curvas de la poblacién original (POro2), con los maices blanco
(BL) y pisingallo (PS) usados como testigos no-opacos (B)
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La primera endoterma se atribuyo a la fusion producida por la cristalinizacion de las
cadenas de amilopectina (AHr1) (Sandoval-Aldana et al., 2005), y la segunda correspondio a la
fusion del complejo amilosa-lipido (AHr2) (Liu et al., 2009). La suma de ambas endotermas

(AHRr1 + AHRr2) fue considerada como la entalpia total de retrogradacion (AHrT) (Liu et al.,
2009) (Tabla 3.18).

Tabla 3.18. Parametros de retrogradacion de la harina de genotipos de maiz opaco-2,
pisingallo y blanco analizados mediante DSC*

Primer Endoterma Segunda Endoterma

2Genotipo AHR1 Tor1 Tpr1 Rr1 AHRr2 Tor2 Tor2 Rr2 ?‘?S)T %R
(J/9) (°C) (C) (C) (J9)  (°C) (C) (C)
P3 0,45a 51,43b 56,46b 9,74a 2,38d 8224a 9090a 21,12c 291d 2825b
P5 1,95d 46,43a 54,29a 14,19b 0,97a 88,85b 97,35b 13,79b 2,92d 43,28d
P10 0,48a 48,85a 53,06a 891a 0,64a 92,06c 99,18b 11,68b 1,10a 13,96a
P13 1,94d 46,83a 5497a 15,16b 1,34b 91,79c 96,65b 8,26a 3,28d 48,90d
P15 3,04f 4742a 56,00b 1563b 1,95c 87,04b 97,44b 16,87b 4,99f 6227¢
P18 290f 47,36a 5588b 16,09b 1,21b 90,60c 95,77b 13,43b 4,10e 69,92 f
P19 0,77b 5163b 57,43b 10,81a 1,49b 91,90c¢ 9852b 1181b 2,26¢c 35,02c
P20 156¢c 49,32a 54,39a 12,75b 226d 8399a 91,17a 1691b 3,82e 71,94f
P22 139¢c 49,14a 5724b 1240b 1,70c 8791b 9790b 14,24b 3,09d 41,87d

P25 237e 48,29a 5590b 1572b 1,84c 88,12b 97,05b 1597b 420e 47,92d
P26 1,84d 49,02a 57,02b 12,69b 222d 87,14b 9531b 1540b 4,06e 49,00d
P28 0,85b 489la 56,66b 13,14b 0,87a 86,82b 9514b 1395b 1,72b 26,45Db
POro2 205d 47,00a 5397a 1517b 146b 8413a 9481b 18,72c 352d 348lc

3Opacos 166a 4859a b5564a 13,26Db 156b 8795b 96,0la 1464a 3,1la 4412a
BL 138a 5228b 5667a 932a 286c 8249a 9255a 20,62b 4,23a 7591b
PS 195a 46,97a 5459a 14,88D 0,89a 86,68b 9343a 1355a 284a 94,72Db

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

1AHR = entalpia de retrogradacion; Tor = temperatura de inicio; Tpr = temperatura de pico; Rr = rango de temperatura (Ter —
Tor); AHrT = entalpia total de retrogradacion (AHr: + AHr2); % R = porcentaje de retrogradacion calculado como AHrT/AHG X
100

2_os valores de cada genotipo (P) corresponden al promedio entre ambas cosechas (2012 y 2013), y fueron comparados con el
material genético de partida (POro2)

3El promedio de todos los genotipos opaco-2 (Opaco) fue comparado con los valores promedios de los genotipos de maiz blanco
(BL) y pisingallo (PS) usados como testigos no-opacos.

Los genotipos opaco-2 presentaron un amplio rango de variacion en AHgr (de 1,1 J/g a
4,99 J/g). Mayores entalpias de retrogradacion fueron reportadas por Ng et al. (1997a) en 62
lineas endocriadas de maiz amarillo semidentado. EI promedio de AHgrr obtenido en los
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genotipos opaco-2 (3,11 J/g) no mostro diferencias significativas a los valores obtenidos en maiz
blanco (4,23 J/g) y pisingallo (2,84 J/g). Resultados similares fueron reportados por
Seetharaman et al. (2001) donde los promedios entre las variedades landraces argentinas de

maiz flint no difirieron significativamente a los promedios obtenidos en las de maiz harinoso.

Se obtuvieron diferencias significativas en Tor1, Tpr1 Y Rr1 entre genotipos. El valor
promedio de Tor1€en las muestras de genotipos 02 (48,49 °C) fue menor al de maiz blanco (52,28
°C) y no difirié significativamente con el maiz pisingallo (46,97 °C) (Tabla 3.18). Menores
valores promedios de Tor1 fueron reportados en variedades landraces de maiz flint y harinoso
(Seetharaman et al., 2001) y en lineas endocriadas de maiz amarillo semidentado (Ng et al.,
1997a). Por otro lado, Park et al. (2009) reportaron menores Tor1 €n Maices waxy. La correlacion
positiva obtenida entre AHr1 con Rr:1 (r = 0,72; p<0,05) en genotipos opacos-2 indica que un
mayor rango de temperatura fue necesario para fundir la estructura cristalina resultante del
reordenamiento molecular durante el almacenamiento. El ancho del pico endotérmico se
relaciona con la heterogeneidad de las asociaciones moleculares en el almidon retrogradado
(Yuan et al., 1993). La amilopectina y los materiales intermedios también juegan un papel
importante en la retrogradacion del almidon durante el almacenamiento en condiciones
refrigeradas (Yamin et al., 1999). Por lo tanto, un aumento de materiales intermedios podria dar

lugar a mayores rangos de retrogradacion (Yuan et al., 1993; Ng et al., 1997b).

Los promedios de Tor2 Y Tpr2 Obtenidos en genotipos opaco-2 no mostraron grandes
diferencias a los de maiz blanco y pisingallo (Tabla 3.18). Similares temperaturas endotérmicas
de fusion del complejo amilosa-lipido fueron obtenidas por Chung y Liu (2009) en maiz normal,
amilomaiz y arroz, y por Ng et al. (1997b) en lineas de maiz mutantes y normales. Los valores
de AHRr2 mostraron un amplio rango de variacion entre genotipos opacos-2, cuyo promedio (1,56
J/g) fue significativamente mayor que en maiz pisingallo (0,89 J/g) y menor que el maiz blanco
(2,86 J/g) (Tabla 3.18). Chung y Liu (2009) informaron similares entalpias de fusion del

complejo de amilosa-lipido en maiz normal, maiz alta amilosa y arroz luego del enfriamiento.
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La muestra P3 mostr6 los mayores contenidos de amilosa (23,88 g/100 g de almidon) y lipidos
(10,86 g/100 g de harina) y el mayor AHr2 (2,38 J/g). Contrariamente, la P28 present6 bajos
contenidos de amilosa (19,52 ¢g/100 de almiddn) y lipidos (8,04 ¢/100 g de harina) y
consistentemente bajo AHgr2 (0,87 J/g). El contenido de lipidos influye en la asociacion de las
cadenas de amilosa (Boltz y Thompson, 1999), ya que forman complejos con los lipidos
interfiriendo en la unidn entre si de las moléculas de amilosa (Salman y Copeland, 2010). Estas
interacciones son importantes para la formacion de redes intermoleculares extendidas en los
geles de almidon (Blazek y Copeland, 2009). En concordancia a esto, se obtuvieron
correlaciones positivas entre el contenido de lipidos con AHRr2 (r = 0,45; p<0,05), con Rr2 (r =
0,45; p<0,05) y entre AHr con Rr2 (r = 0,54; p<0,05) (Tabla 3.21) dentro de los genotipos 02.
Esto indica que un aumento de lipidos en el grano lleva a la formacion de complejos amilosa-
lipido estables, mostrando mayor ancho de pico (Rr2) para su fusion y mayor entalpia. Chung y
Liu (2009) encontraron una correlacion positiva entre la entalpia de fusion del complejo lipido-

amilosa con el contenido lipidos libres y ligados de maiz y arroz.

El porcentaje de retrogradacion (% R) indica la tendencia del almidén gelatinizado a
retrogradarse durante el almacenamiento a baja temperatura (Ng et al., 1997a). Los genotipos
opaco-2 mostraron gran variabilidad en % R (de 13,96 % a 71,94 %), cuyo promedio (44,12 %)
fue significativamente menor que en maiz blanco (75,91 %) y pisingallo (94,72 %) (Tabla 3.18).
Rangos similares de % R fueron reportados por Ng et al. (1997a) y Eyhérabide et al. (2007b) en
lineas endocriadas de maiz. EI mayor contenido de amilosa obtenido en los controles (Tabla
3.13) podria explicar el mayor % R de los genotipos 02 en relacion a los no-opacos. Jane et al.

(1999) reportaron similares valores de % R en maiz alta amilosa.

Al analizar las relaciones con la composicion proteica (Tabla 3.21), el contenido total
de proteina y el contenido de zeinas correlacionaron negativamente con AHg1 (r =-0,52 y r = -
0,41, p<0,05, respectivamente), con AHrT (r =-0,35 y r = -0,33, p<0,05, respectivamente) y con

% R (r=-0,38 yr =-0,27, p<0,05, respectivamente). El efecto primario de las proteinas sobre
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la retrogradacion es la disminucion de la cantidad de almiddn, y no una interaccion con las
proteinas (White, 2001). Yuan et al. (1993) informaron que el contenido de almidon es
determinante en la forma y entalpia de los termogramas de retrogradacion en genotipos mutantes
de maiz, lo que explica las correlaciones positivas obtenidas entre el contenido total de almidon
con AHRz (r = 0,32; p<0,05), con AHrr (r = 0,30; p<0,05) y con % R (r = 0,35; p<0,05).

Componentes de la varianza

Tabla 3.19. Contribucion relativa (%) de la varianza genética (VG), del afio (VA) y de la
interaccion genotipo x afio (Vexa) a la variabilidad total en los parametros analizados con DSC!

Gelatinizacion Retrogradacion
AHc Toc  Tps  Re AHrR: Tort Tpri Rrt AHr2 Torz Tpre Rr2 AHrT %R
VG 88,29 83,37 82,95 92,01 98,25 64,2 67,57 64,93 92,84 63,07 57,26 47,46 97,07 96,23
VA 1,68 10,34 12,40 2,45 258 067 146 228 1,41 10,61 280 1045 1,61 3,89
Voxa 11,71 6,29 4,65 7,99 1,75 35,13 32,43 3507 7,16 26,32 39,94 42,09 293 3,77

1AHg = entalpia de gelatinizacidn, Toc = temperatura de inicio, Tpe = temperatura de pico, Re = rango de temperatura (Tec —
Toc) de gelatinizacion; AHr = entalpia de retrogradacion, Tor = temperatura de inicio, Tpr = temperatura de pico, Rr = rango de
temperatura (Ter — Tor) de retrogradacion; AHrt = entalpia total de retrogradacién (AHr: + AHRr2); % R = porcentaje de
retrogradacién (AHrT/AHG x 100)

La varianza genética representd la mayor contribucion a la variabilidad total obtenida en
todos los parametros de gelatinizacion y retrogradacion (Tabla 3.19). Particularmente, el efecto
genético fue mayor en las medidas de gelatinizacion, tanto en la AHg como en las temperaturas
de transicion, y las contribuciones del afio y de la interaccion presentaron considerablemente
menores pesos en la variabilidad total obtenida (Tabla 3.19). Esto indicaria que la estructura
cristalina de los granulos de almidon es fuertemente dependiente del genotipo. Beta y Corke
(2001) obtuvieron mayor efecto del ambiente en la AHgy Tye en almidones de sorgo. Por otro
lado, Lenihan et al. (2005) obtuvieron interacciones significativas entre los ambientes evaluados

en las temperaturas de transicién tanto de gelatinizacion y retrogradacién de lineas endocriadas.
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En el caso de los parametros de retrogradacion, las entalpias presentaron el mayor efecto
genético (98,25 % en AHRry, 92,84 % en AHRr2 y 97,07 % en AHrT) en relacion a las temperaturas
de transicidn, en las cuales se observo una mayor contribucion de la interaccion genotipo x afio
en comparacion al efecto del afio (Tabla 3.19). Esto podria indicar que la capacidad de
retrogradacion es fuertemente dependiente de las caracteristicas del almidén de cada genotipo
luego de la gelatinizacion, lo que se explica también por la fuerte contribucion genética en el
porcentaje de retrogradacion (96,23 %). El background genético posee una contribucién critica
en los parametros de funcionalidad del almidén (Kiseleva et al., 2003; Bao et al., 2004;
Nowotnaa et al., 2007; Brennan et al., 2012). Las diferencias en los comportamientos de algunos

genotipos son inherentes a las condiciones ambientales (Beckles y Thitisaksakul, 2014).

Variaciones anuales en los parametros medidos en DSC

Las mayores temperaturas maximas registradas en el mes de abril en 2013 (Tabla 2.1,
Figura 1 de Anexo 1), asi como las variaciones en la disponibilidad de agua en el suelo, son
factores que podrian haber contribuido en los cambios anuales observados en el contenido de
almiddén y amilosa como ya fue anteriormente analizado, influyendo directamente en el llenado
de los granos. Esto se relaciona con los valores anuales observados en los parametros de

gelatinizacion y retrogradacion.
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Tabla 3.20. Variacion promedio anual de los parametros de gelatinizacién y retrogradacion
analizados mediante DSC de la harina de doce familias de medios hermanos (2012) de maiz
opaco-2 y de sus progenies individuales (2013)

Gelatinizacion 12012 2013

Entalpia (AHg) (J/g) 7,14 a 717 a

Temperatura de inicio (Tog) (°C) 68,50 b 67,59 a

Temperatura de pico (Tpc) (°C) 73,52 b 72,51 a

Rango de temperatura (Rg) (°C) 9,41 a 9,65 b
Retrogradacion

Entalpia (AHr1) (J/9) 1,86 b 1,46 a

Primer Temperatura de inicio (Tor1 ) (°C) 49,04 b 48,13 a

endoterma Temperatura de pico (Tyr1) (°C) 55,68 a 55,59 a

Rango de temperatura (Rr:) (°C) 12,67 a 13,85 b

Entalpia (AHr2) (J/g) 1,48 a 1,64 b

Segunda  Temperatura de inicio (Tor2 )(°C) 89,37 b 86,75 a
endoterma Temperatura de pico (Tpr2) (°C) 96,83 b 95,32a
Rango de temperatura (Rr2) (°C) 13,19 a 15,88 b

Entalpia total (AHrT ) (J/) 3,60 b 3,10a
Porcentaje de retrogradacion (% R) (%) 44,15 a 44,1 a

Valores seguidos por letras distintas en la misma fila son significativamente distintos (p<0,05)
!Los datos mostrados cada afio corresponden al promedio de las doce familias de medios hermanos seleccionados durante el
primer ciclo (2012) y al promedio de las doce progenies individuales obtenidas al afio siguiente (2013).

La AHg no mostro variacion anual significativa entre afios de cultivo (7,14 J/g en 2012
y 7,17 J/g en 2013) (Tabla 3.20), y fue concordante con la baja contribucion del efecto afio a la
variabilidad total (Tabla 3.19). Similares resultados fueron reportados por Lu et al. (1996) y
Lenihan et al. (2005) quienes no obtuvieron variacion significativa en la AHg en almidones de
maiz desarrollados en ambientes con altas temperaturas. Se observaron ligeras disminuciones
anuales en las Toc (de 68,5 °C en 2012 a 67,59 °C en 2013) y Tps (de 73,52 °C en 2012 a 72,51°C
en 2013) (Tabla 3.20), mostrando un mayor efecto del afio (Tabla 3.19). Estos resultados no
coinciden con el incremento de las temperaturas de gelatinizacion obtenidas por Luy Lu (2013)
y Lenihan et al. (2005) en las lineas de los maices evaluados en ambientes con mayores
temperaturas. A pesar de ello, el Re mostré un ligero incremento anual (de 9,41 °C en 2012 a
9,65 °C en 2013), lo que coincide con el incremento observado en Rg por Lu et al. (1996) y
Lenihan et al. (2005).

163



El % R no mostro variacion significativa entre afios (44,15 % en 2012 y 44,1 % en 2013).
Sin embargo, se observo una disminucion anual en AHg;: (de 1,86 J/g en 2012 a 1,46 J/g en
2013) y AHrT (de 3,6 J/g en 2012 a 3,1 J/g en 2013) (Tabla 3.20), que coincidid con la
disminuciéon anual del contenido total de almidén en genotipos 02 (Tabla 3.6). Lenihan et al.
(2005) reportaron variaciones significativas en AHr y % R entre los ambientes evaluados. Sin
embargo, y de manera contraria, AHr2 presentd un incremento anual (de 1,48 J/g en 2012 a 1,64
J/g en 2013) (Tabla 3.20), concordante al aumento anual del contenido de lipidos (Tabla 3.6), y
a la correlacion positiva observada entre estas dos caracteristicas (r = 0,45; p<0,05). Esto
confirma que el contenido de lipidos de los granos fue determinante en la retrogradacion del
almidon, influyendo en la formacién de complejos amilosa-lipido, consistente a lo demostrado
por otras investigaciones (Boltz y Thompson, 1999; Blazek y Copeland, 2009; Chung y Liu,
2009).
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Figura 3.14. Variacion anual en la entalpia de gelatinizacion (AHg) (A) y retrogradacion
(AHRgT) (B) de las doce familias de medios hermanos de maiz opaco-2 (2012) y de sus progenies
individuales (2013)
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A modo de simplificacion de los resultados obtenidos en las propiedades térmicas del
almidon, se muestran los comportamientos individuales observados en AHg y AHrT. LOS
genotipos presentaron cambios de ranking entre afios, es decir, su respuesta fenotipica no fue la
misma en cada afio de cosecha (Figura 3.14). Sin embargo, el efecto de la interaccién genotipo
x afio no representd gran contribucion en la variabilidad total obtenida en las entalpias de
gelatinizacion y retrogradacion (Tabla 3.19). La P25 mostrd una fuerte disminucién de un afio
a otro en AHg, y la P26 se mantuvo practicamente sin cambios (Figura 3.14 A). Las P26 y P13
ademas mostraron una fuerte disminucion y aumento en la AHgrt (Figura 3.14 B),
respectivamente. Sin embargo, la interaccion genotipo x afio en esta caracteristica fue

practicamente despreciable (Tabla 3.19).

RELACIONES CON EL RENDIMENTO

La Tabla 3.21 muestra las correlaciones significativas obtenidas con los valores de
ambos ciclos de cultivo de genotipos opaco-2, consideradas como mas relevantes entre todas
las caracteristicas estudiadas (citadas durante el analisis de los resultados de la composicién y
propiedades térmicas y de viscosidad del almidon). Los rendimientos del afio 2012 se estimaron
a partir de cada mazorca individual cosechada ese afio, y en el afio 2013, se consideraron los
rendimientos medios estimados en cada progenie individual (no se incluyeron en el analisis a

los testigos no-opacos).

En relacion con el rendimiento, varias investigaciones reportaron relaciones inversas
entre caracteristicas de calidad de los granos y rendimiento en maiz (Villegas et al., 1992; Hou
et al., 2001; Vasal, 2001; Wegary et al., 2011), pero la mayoria basadas en el contenido de
proteina. En este estudio de tesis, se obtuvo una correlacion negativa entre el rendimiento con
el contenido de proteina (r = -0,49; p<0,05) (como fue analizado en la seccion de composicién

proteica de esta tesis). Por otro lado, particularmente el rendimiento correlacioné positivamente
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con el contenido de amilosa (r = 0,59; p<0,05) y con la Tec (r = 0,41; p<0,05) y Tpe (r = 0,64;
p<0,05). Algunos trabajos demostraron que el menor contenido de almidon en lineas mutantes
alta amilosa de trigo produjo menor peso de los granos, teniendo una influencia directa en el
rendimiento agrondmico (Regina et al., 2006; Slade et al., 2012). Lin et al. (2016) obtuvieron
menor contenido de amilosa, pero mayor contenido de almidén y peso de los granos en la
generacion de hibridos de maiz alta amilosa con heterosis para rendimiento respecto a sus lineas
progenitoras. La correlacidn positiva obtenida entre rendimiento y amilosa en este estudio de
tesis, aportaria al mejoramiento simultaneo del rendimiento y la calidad de los granos,

considerando el contenido de amilosa como factor determinante de la funcionalidad del almidon.
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Tabla 3.21. Correlaciones entre los caracteres analizados en laboratorio y rendimiento de los genotipos de maiz opaco-2. Los
coeficientes de correlacion se obtuvieron con los valores de ambos afios de estudio (2013 y 2014)

IPT  Z+Z2 AL+GB AT AM PV BD FV SB TP AHg Tos Tre  Re AHg1 Rr1 AHr2 Rrz2 AHrr %R LP Rto
PT 1
Z+Z2 | 0,44** 1
AL+GB | -0,07 -0,56** 1
AT -0,34**  -0,4* 0,04 1
AM -0,41**  -0,02 -0,1 0,4** 1
PV -0,36** -0,53** 0,37** 0,36** 0,03 1
BD -0,45** -0,58** 0,52** 0,37** 0,24 0,82** 1
FV 0,15 -0,04 -0,22 -0,08 -0,47** 0,38** -0,16 1
SB 0,1 -0,06 -0,3 -0,09 -037** 03* -0,13 0,93** 1
TP 0,29*  0,32* 0,01 -0,24 0,26* -0,25 -0,39 0,26 0,21 1
AHg 0,07 -0,07 0,16 -0,25 -0,36** -0,11 -0,02 0,01 0,09 0,02 1
Toc -0,09 -0,09 0,15 -028* -002 015 026 0,03 021 -0,16 04** 1
Trc -0,2 -0,09 0,25 -0,21 0,08 015 032 -009 012 -0,16 0,42** 0,93** 1
Re 0,01 0,29* 0,01 0,21 0,1 -0,17 -026 -007 -021 015 -0,19 -0,86** -0,67* 1
AHgr1 |-0,52** -0,41** 0,13 0,32* 0,02 027 023 0,05 002 -018 03* -006 -0,02 0,09 1
Rr1 -0,1 -0,21 0,23 0,21 -0,28* 0,23 0,07 0,35* 0,3 -001 03 -007 -0,09 0,05 O0,72** 1
AHgr2 -0,01 0,13 -0,01 -0,05 005 -021 -0,2 0,01 0,04 017 009 -008 -002 024 026 0,35** 1
Rr2 0,23 0,22 -0,03 -0,23 -0,03 -0,24 -0,27 0,22 0,3* 022 0,3* 001 -001 0,09 0,1 0,22 0,54** 1
AHgrt |-0,35** -0,33* 0,08 0,30* -0,04 018 0,09 0,15 011 -003 0,26 -0,15 -0,1 0,23 0,84** 0,71** 0,77** 0,39** 1
%R -0,38** -0,27* 0,04 0,35** 0,1 0,17 005 013 0,06 0,02 -0,13 -0,39** -0,31* 0,39** 0,74** 0,6** 0, 7** 0,27 0,91** 1
LP 0,05 034 -0,02 -0,14 017 -024 -02 0,06 0,15 0,27 -0,04 0,07 013 004 -004 014 045** 045** 01 0,13 1
Rto -0,49** 0,05 0,28 028 059~ o012 021 -031 -039 -025 0,09 041** 0,64*> -0,06 0,15 -0,07 0,12 -02 008 003 021 1

IPT = proteina total; Z+Z2 = zeinas; AL+GB = albiminas+globulinas; AT = almidon total; AM = amilosa; PV = viscosidad de pico; BD = estabilidad; FV = viscosidad final; SB = retrogradacién; TP =
temperatura de pasting; AHg = entalpia de gelatinizacién; Toc = temperatura de inicio de gelatinizacién; Ty = temperatura de pico de gelatinizacion; Re = rango de temperatura (Tec — Tog) de gelatinizacion;
AHr1 = entalpia de retrogradacion de la primer endoterma; Rr1 = rango de temperatura (Ter1 — Tor1) de la primer endoterma de retrogradacion; AHr2 = entalpia de retrogradacion de la segunda endoterma;
Rre = rango de temperatura (Ter2 — Tor2) de la segunda endoterma de retrogradacion; AHrT = entalpia total de retrogradacion (AHr1 + AHRr2); % R = porcentaje de retrogradacion (AHrT/AHg x 100); LP =
lipidos; Rto = rendimiento
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ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Con el objetivo de representar en el mismo grafico (biplot) las caracteristicas estudiadas
en todos los genotipos, se realizé un Analisis de Componentes Principales (ACP) (Figura 3.15).
De este modo, se analizd de manera exploratoria los datos con el fin de facilitar las
interpretaciones de las relaciones conjuntas entre observaciones, entre variables, y entre

variables y observaciones (Balzarini et al., 2008).

Los caracteres mostrados en el grafico biplot, representan las variables cuyas
combinaciones lineales de sus varianzas explicaron la mayor parte de la variabilidad total, dada
por las nuevas componentes sintéticas no correlacionadas generadas por el anélisis (CP1 y CP2),
las cuales explican en conjunto un 65,5 % de la variabilidad total analizada. Los rasgos que mas
pesos tuvieron en la CP1 fueron el contenido de amilosa (AM) (e = -0,42), el contenido de zeinas
(e = -0,35), el contenido de albuminas+globulinas (AL+GB) (e = 0,42) y la entalpia de
gelatinizacion (AHg) (e = 0,35). Esto indica que estas caracteristicas son las que permitieron
una mayor diferenciacion de los genotipos analizados. Segun la CP2, las variables que mas
diferencias mostraron entre los genotipos fueron la entalpia de retrogradacion de la amilopectina
(AHRr1) (e = 0,56), el contenido total de proteina (PT) (e = -0,44) y el de zeinas (-0,36) (Figura
3.15).

Al analizar graficamente las correlaciones entre variables (dada por los angulos que
forman las proyecciones en el plano), se observéd que el contenido de amilosa y el de zeinas
mostraron comportamientos inversos con los contenidos de albuminas+globulinas, de glutelinas
(G2+G3), con la AHg, y la digestibilidad de las proteinas (Dig) segun la CP1 (Figura 3.15). Las
proyecciones de AHRr1 Yy % R formaron angulos menores con el contenido total de almidon (AT),

y fueron opuestos al contenido de proteinas. Sin embargo, la proyeccion de AHr2 mostré un

168



angulo menor con el contenido de lipidos (LP) segun la CP2 (Figura 3.15), evidenciando la

influencia de los lipidos en la retrogradacion del almidén.

Analisis de Componentes Principales

5.00-

2,50+

0.00+

CP 2(18,9%)
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-5,00- . . . . '
-5,00 -2,50 0.00 2,50 5,00
CP 1(46.6%)

A Genotipos —O—Variables

Figura 3.15. Grafico biplot resultado del Anélisis de Componentes Principales en maiz
opaco-2. Genotipos: P = progenies de maiz opaco-2; PS = maiz pisingallo; BL = maiz blanco.
Variables: AT = almiddn total; AM = amilosa; PT = proteina total; LP = lipidos; Z+Z2 = zeinas;
AL+GB = albiminas+globulinas; G2+G3 = glutelinas; Dig = digestibilidad in vitro de proteinas;
AHg = entalpia de gelatinizacion; AHRr1 = entalpia de retrogradacion de la amilopectina; AHgr2
= entalpia de retrogradacion del complejo amilosa-lipido; % R = porcentaje de retrogradacion
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Al observar las posiciones en el plano de los genotipos segin la CP1 (que explico la
mayor variabilidad), claramente el grupo de los genotipos opacos se ubicaron opuestos a los
testigos no-opacos (BL y PS) (Figura 3.15), confirmando sus diferencias en las caracteristicas
quimicas de los granos plasmadas en el grafico. Dentro del grupo de genotipos opaco-2, la P3
estuvo mas alejada del resto de las progenies, lo que indica las diferencias obtenidas en su
composicion quimica. Mediante este andlisis, se facilita la identificacion de genotipos con
caracteristicas diferenciales en la composicién proteica y del almidon presentadas en este

grafico.

CONCLUSIONES PARCIALES

Se encontr6 una gran variabilidad en las propiedades del almidén en genotipos opaco-2,
revelando diferencias en la composicion y estructura. Las diferencias entre el material genético
inicial (POro2) y las familias de medios hermanos sugieren la existencia de variabilidad dentro
de la poblacion original. Sin embargo, se requiere un mayor tamafio de muestra para dar

estimaciones mas consistentes sobre la variabilidad de una poblacion.

Las mayores contribuciones de la varianza genética en las caracteristicas y propiedades
del almiddn sugieren que los cambios observados se debieron en mayor medida a las diferencias
entre genotipos. Sin embargo, las contribuciones relativas de las varianzas del afio y de la
interaccion genotipo x afio también indicaron importantes fuentes de variacion en la variabilidad

total.

En el contenido total de almidon y de amilosa, el efecto afio presento fuerte contribucion

a la varianza total. Una posible causa pudo haber sido que las temperaturas maximas registradas
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durante el inicio del periodo de llenado de granos fueron significativamente mayores en 2013
respecto a 2012, a pesar de que los valores oscilaron dentro del rango de promedios historicos
para Cérdoba, ya que en este periodo se afecta la actividad enzimatica en la biosintesis de estos

componentes.

Las mayores contribuciones relativas de la interaccion genotipo x afio obtenida en las
temperaturas de transicion de retrogradacion, indican que los cambios en estos rasgos se
debieron en mayor medida a este efecto, luego del efecto principal mostrado por el genotipo.
Esto difirio de lo observado en las propiedades de viscosidad, donde el mayor efecto luego del

genotipo fue atribuido al afio.

La menor temperatura de pasting y el mayor pico de viscosidad desarrollado por el maiz
opaco-2 indican que estos genotipos serian mas adecuados para el procesamiento de alimentos
que requieren mayor desarrollo de la viscosidad durante el calentamiento. La variabilidad
encontrada entre los genotipos indica diferente comportamiento del almidon, lo que tendria

implicaciones importantes para la elaboracion y calidad del producto final.

Los resultados de los ensayos DSC sugieren que el contenido de amilosa jugoé un
importante rol en las diferencias observadas en las propiedades de gelatinizaciéon vy
retrogradacion entre genotipos opacos y no-opacos. Los mayores valores de AHg de genotipos

opaco-2 sugieren un mayor orden molecular dentro de los granulos de almidon.

Los mismos valores medios obtenidos en % R en ambos afios indican una tendencia
similar a retrogradar en ambas generaciones de genotipos opaco-2, y fueron significativamente
menores que en genotipos no-opacos utilizados como controles. Sin embargo, las diferencias

observadas en las endotermas de retrogradacion (AHr: y AHgr2) indican que el contenido de
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lipidos de genotipos opaco-2 desempefio un rol fundamental en la retrogradacion del almidon,
atribuido a las diferencias encontradas en la entalpia de fusion del complejo de amilosa-lipido.
Por otro lado, el mayor valor de % R obtenido en el maiz blanco y pisingallo indica su mayor
tendencia a retrogradar, y el mayor contenido de amilosa pudo haber sido un factor

determinante.

Las diferencias encontradas en el comportamiento del almidén permiten identificar
familias individuales con propiedades particulares en sus harinas, que puedan ser utilizadas para
continuar con un nuevo ciclo de seleccion, recombinacion y evaluacion. El desarrollo de nuevas
variedades seria de gran utilidad en la industria agroalimentaria para obtener determinados
productos procesados con mejores propiedades reologicas debido al comportamiento del
almidon, y nutricionales por el mayor contenido de aminoécidos esenciales, contribuyendo al

valor agregado de este maiz.
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MAIZ MORADO

CARACTERIZACION AGRONOMICA

Las variables agrondmicas relevadas a campo en cada progenie individual de maiz
morado fueron comparadas con los valores medios de los ciclos masales evaluados en los
mismos afos de cultivo (2013/14 y 2014/15).

Caracterizacién fenotipica de las progenies individuales y los ciclos masales
de maiz morado evaluados a campo durante los afios 2013/14 y 2014/15

Los rasgos fenotipicos fueron agrupados en variables relevadas en plantas adultas

(Tabla 3.22) y en los rasgos tomados en las mazorcas (Tabla 3.23).

Tabla 3.22. Variables fenotipicas relevadas en plantas adultas de ocho progenies individuales
de medios hermanos y de los ciclos de seleccion masal de maiz morado durante los ciclos
2013/14 y 2014/15

Progenie AP (m) AEsp (m) NH DT (cm) NEsp
2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015

P2 3b 3b 16b 16b 156b 128a 25a 25a 1 1,7
P3 28b 27b 16b 14a 158b 127a 25a 26a 12 17
P6 27b 24a 15b 12a 15b 114a 3,1b 19a 15 16
P8 28b 27b 1,3a 12a 152b 128a 22a 2,2a 1 1,6
P11 24a 25a 13a 14a 15b 148b 21a 24a 1 1,8
P12 2,8b 3b 16b 19b 16b 14b 2,6 a 25a 1 2
P13 27b 28b l4a 13a 156b 143b 19a 22a 12 18
P14 24a 23a 1,1a la 14 b 108a 2,1a 2a 12 18
’Progenies 2,7a 2,7a 14b 1l4a 152a 13a 2,4 2,3 1,1 17
Masales 24b 2,6a 13a 14a 138a 144a sd sd sd sd

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

AP = altura de planta; AEsp = altura insercién de espiga principal; NH = nimero de hojas; DT = diametro de tallo; NEsp =
numero de espigas; sd = sin datos (variables no relevadas).

2L os valores promedios de todas las progenies en cada afio fueron comparados con los valores medios de los individuos
seleccionados por seleccion masal.
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Se obtuvieron diferencias significativas entre progenies en la altura de planta (AP) (2,4
—3men 2014y 2,3 -3 men 2015) y de la insercion de la espiga (AEsp) (1,1 m — 1,6 m en
2014y 1 m—1,9 men 2015) en cada afio de cultivo. Las P2 y P12 se ubicaron entre las progenies
con mayor AP y AEsp en ambos ciclos. De manera contraria, la P14 present6 los menores
valores de ambas variables en ambos anos (Tabla 3.22). Urias-Peraldi ef al. (2013) reportaron
un rango similar de AP (2,37 m — 2,85 m) y AEsp (1,16 m — 1,72 m) en hibridos simples
experimentales mexicanos de maiz morado. Por otro lado, Pesantes-Vera y Rodriguez-Soto
(2011) reportaron menores valores de AP (1,68 m — 1,14 m) y AEsp (0,71 m — 0,58 m) en

poblaciones de maiz morado peruanas evaluadas mediante seleccion recurrente simple.

La AP y AEsp mostrada por las plantas de maiz morado fue mayor a la obtenida en maiz
opaco-2. Esto podria deberse a la aptitud propia del maiz morado a presentar plantas altas, y
también a factores ambientales como las diferencias en la fecha de siembra de ambas variedades.
Las mayores temperaturas prevalentes en las siembras mas tardias del maiz morado (alrededor
de 10 dias respecto al opaco-2), pudieron acelerar la velocidad de aparicion de las hojas,
determinando el rapido establecimiento de un canopeo eficiente en capturar la luz solar. Esto
favorece una alta eficiencia de conversion de luz en crecimiento, acumulando generalmente mas
biomasa al momento de floracion en relacion a siembras mas tempranas, reflejandose en plantas

mas altas y pesadas (Cirilo, 2004; Cirilo et al., 2015).

El namero de hojas (NH) no present6 diferencias significativas entre progenies en el
ciclo 2014. Sin embargo, en el afio 2015 se observaron diferencias entre genotipos, cuyos
valores disminuyeron ligeramente respecto al afio anterior. No se observaron diferencias
significativas en el diametro del tallo (DT) en ambos afios de cultivo, excepto la P6 en 2014,
que present6 el tallo més grueso. Los valores obtenidos en NH y DT en maiz morado fueron

similares al maiz opaco-2.
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La tendencia de las progenies de maiz morado a tener dos espigas por planta a cosecha
(NEsp) fue mas marcada en el ciclo 2014/15 en comparacion al ciclo anterior (1,7 vs 1,1) (Tabla
3.22). Esto podria indicar que las plantas aumentaron el NEsp como respuesta a la adaptacion
al ambiente donde fueron criadas. Similares resultados fueron reportados por Pesantes-Vera y
Rodriguez-Soto (2011) quienes observaron mayor NEsp en la generacion filial de seleccion
recurrente respecto a la poblacion original. Arellano-Véazquez et al. (2003) reportaron menor
NEsp en variedades criollas de maiz morado (0,89 — 1,0), indicando que son valores normales

para materiales sin mejoramiento genético.

Los valores promedios de AP, AEsp y NH obtenido en las progenies fueron similares a
los mostrados por los ciclos masales, lo que podria indicar que las caracteristicas morfologicas
de las plantas no presentaron grandes variaciones debidas al método de crianza (masal e

individual) realizado en los genotipos estudiados en esta tesis.

Tabla 3.23. Variables fenotipicas relevadas en las mazorcas de ocho progenies individuales
de medios hermanos y de los ciclos de seleccion masal de maiz morado en los ciclos 2013/14 y
2014/15

Progenie LM (cm) DM (cm) NHil NGM P100 (g)
2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
p2 15a 157a 45a 4a 11a 75a 204,3a 162 a 346a 385a
P3 122a 148a 47a 38a 113a 9,7a 2873a 1773a 271a 346a
P6 14 a 11a 44a 31la 10a 95a 246,7a 140,7a 31,3a 222a

P8 128a 123a 44a 3,7a 10,7a 1l1a 263,3a 265 a 30a 343a
P11 13a 10a 39a 33a 103a 95a 2657a 1305a 278a 249a
P12 13a 113a 42a 35a 9a 10,3 a 161a 162 a 365b 444b
P13 135a 135a 48a 49a 12a 17b 2433a 3808b 342a 316a
P14 132a 133a 51a 4a 147b 113a 367,3b 2557a 304a 245a

’Progenies 132a 126a 45a 38a 1l1l1a 107a 2549a 2093a 315b 319b
Masales 15b 143b 43a 44a 129b 13b 3984b 3784b 298a 243a

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

LM = longitud de mazorca; DM = diametro de mazorca; NHil = nimero de hileras por mazorca; NGM = nimero de granos
por mazorca; P100 = peso de 100 granos.

2Los valores promedios de todas las progenies en cada afio fueron comparados con los valores medios de los individuos
seleccionados por seleccion masal
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La mayoria de los rasgos de las mazorcas se mantuvieron similares entre genotipos de
maiz morado. No se obtuvieron diferencias significativas en la longitud de mazorca (LM) y el
didmetro (DM) entre progenies, presentando mazorcas mas cortas y de didmetro similar a las de
maiz opaco-2. Pesantes-Vera y Rodriguez-Soto (2011) obtuvieron mazorcas de similar LM

(12,98 cm — 13,50 cm) y DM (4,48 cm — 4,66 cm) en poblaciones de maiz morado peruanas.

No se observaron grandes diferencias en el nimero de hileras por mazorca (NHil) y el
numero de granos por mazorca (NGM) entre progenies de maiz morado, cuyos promedios de
todas las progenies en ambos ciclos (Tabla 3.23) fueron menores a los obtenidos en genotipos
de maiz opaco-2. En maiz morado, la P14 presento significativamente el mayor NHil y NGM
en la cosecha 2014, y estuvo relacionado al mayor rendimiento presentado por esta progenie en
ese afio (46,5 g/ha) (Figura 3.17 B). En la cosecha 2015, la P13 mostré significativamente los
mayores NHil y NGM, y se destac6 por su mayor rendimiento en este ciclo (60,4 g/ha) (Figura
3.17 B). El resto de los genotipos no mostraron diferencias significativas en NHil y NGM en
ninguno de los dos afios de estudio. Un similar NHil al obtenido en las progenies de maiz morado
fue reportado por Pesantes-Vera y Rodriguez-Soto (2011) en poblaciones de maiz morado
originarias de Pert (10,80 — 10,88). Varias investigaciones sugirieron que el nimero de hileras
es un rasgo que permite clasificar a las diferentes variedades de maiz morado (FOPEX, 1985;
Carhuapoma-Yance y Lopez-Guerra, 2008). La clasificacion boténica de variedades nativas de
los Andes peruanos sugerida por Watson (2008) indica que mazorcas cortas con 10 a 14 hileras
poseen granos morados-rojizos ligeramente dentados, con endosperma blanco almidonoso. Esto
coincide con los rasgos morfologicos de las mazorcas y granos de los genotipos analizados en
esta tesis, lo que indica que conservan genética proveniente de su origen a pesar de su adaptacion

al ambiente de estudio en esta tesis.

El peso de 100 granos (P100) mostrado por los genotipos de maiz morado (22,2 g a 44,4
g) (Tabla 3.23) fueron superiores a los obtenidos en opaco-2. La P12 presentd
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significativamente mayor P100 en ambos ciclos, y no se observaron diferencias significativas
con el resto de las progenies. Salinas-Moreno et al. (2012) reportaron una variabilidad similar a
la obtenida en este estudio de tesis en el P100 de 7 razas de maices mexicanos con
pigmentaciones antocianicas en los granos (26,7 g — 42,9 g). Por otro lado, Antonio-Miguel et
al. (2004) obtuvieron mayores P100 en 24 variedades criollas de maiz morado de la raza
Chalquefio (38,5 g — 46,3 g).

Al comparar los promedios de todas las progenies individuales de maiz morado con los
ciclos de seleccién masal (Tabla 3.23), se observo que las progenies presentaron menor LM,
NHil y NGM respecto a los ciclos de seleccién masal. Sin embargo, el P100 fue mayor en las
progenies. EI DM se mantuvo similar tanto en los genotipos individuales como en los ciclos
masales. Esto podria indicar que el método de crianza de los genotipos (masal e individual)
provoc6é mayor variacion en los rasgos morfoldgicos de la mazorca como LM, NHil y NGM,

teniendo una influencia directa en los componentes del rendimiento.

Duracion del ciclo de las progenies

El maiz morado es originario de zonas cordilleranas de altura (Tapia y Fries, 2007),
donde los cultivos estan expuestos a intensidades de radiacion y temperaturas declinantes
durante el llenado de los granos (Cirilo et al., 2015). Por lo tanto, las caracteristicas ambientales
de su region de origen son diferentes a la zona semiérida central de la provincia de Cérdoba. En
general, los genotipos tropicales de madurez tardia, y especificamente el maiz morado, muestran
mayor sensibilidad al fotoperiodo que los adaptados a ambientes templados (Bonhomme et al.,
1991; Ellis et al., 1992; Bonhomme et al., 1994). Debido a ello, las progenies de maiz morado
en este estudio de tesis, fueron sembradas en fechas tardias en ambos afios de cultivo (primera

semana de enero), ya que los dias en ese periodo comienzan a ser mas cortos y por lo tanto, las
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condiciones de radiacion se asemejan a las de sus zonas de origen. Esto permitié una mejor

respuesta a la adaptacion del cultivo en sus caracteristicas agronémicas.

La duracién de los ciclos de las progenies de maiz morado en cada afio de estudio
(2013/14 y 2014/15) se resume en la Figura 3.16. Al igual que en maiz opaco-2, se considero
como inicio de floracion masculina al momento en que se registré un 10 % — 15 % de panojas
emergidas con anteras expuestas. La fecha de polinizacion fue tomada cuando mas del 50 % de
las espigas mostraron estigmas receptivos (Santa Rosa et al., 2012; Herrera-Cabrera et al.,
2013).

A
Inicio florac.
|5iembra || Emergencia | masc. |Po|inizaci6n | |Cosecha I
A A A A A
Enefo | Febrero | [Marzo | Abril | Mayo | Junio
10 dds 67 dds 86 dds 172 dds
3/1/14 13/1/14 11/3/14 30/3/14| f 24/6/14
Llenado de grano
B
Inicio florac.
|Siembra " Emergencia | masc. |Po|inizaci6n |
A A A A A
nerp | Febrero | | Marzo | Abril | Mayo  [unio}
9.dds 59dds’ 74 dds 160 dds |
6/1/15 15/1/15 6/3/15 21/3/15|I ] 14/6/15

1

Llenado de grano

Figura 3.16. Duracién de los ciclos de cultivo de las generaciones de multiplicacion de
progenies de medios hermanos de maiz morado en el afio 2014 (A) y 2015 (B). Se indican las
fechas de siembra, y los dias desde siembra (dds) a emergencia, a inicio de floracion masculina,
a polinizacion (mas del 50 % de floracion femenina), a cosecha y la duracién del periodo de
Ilenado de granos en cada afio

En el ciclo 2013/14, la floracion masculina inici6 alrededor de los 65 — 67 dias desde la
siembra (dds), y 18 — 19 dias después, se produjo la polinizacion (Figura 3.16 A). Pesantes-Vera

y Rodriguez-Soto (2011) obtuvieron un similar periodo de siembra a floracién masculina (63 —
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72 dds) en dos poblaciones peruanas de maiz morado. Por otro lado, hibridos simples
experimentales de maiz morado adaptados a ambientes subtropicales estudiados por Urias-
Peraldi et al. (2013) presentaron similar periodo a floracién femenina (67 — 79 dds) al observado

en los genotipos de maiz morado de este estudio de tesis.

A diferencia del ciclo 2013/14, en 2014/15 las progenies presentaron menor periodo de
siembra a inicio de floracion masculina (alrededor de los 58 - 60 dias), lo que produjo un
adelanto de la polinizacion (alrededor de los 74 dias desde la siembra y 15 desde la floracion
masculina) y consecuentemente, derivé en menor duracion total del ciclo de siembra a cosecha
(Figura 3.16 B). Algunos estudios indicaron que altas temperaturas durante etapas iniciales de
crecimiento pueden provocar la aceleracion del desarrollo fenoldgico, acortandose el periodo
entre la siembra y la floracién. Si bien los dias largos demoran la induccién del apice, la
iniciacion de la panoja se anticipa en siembras tardias debido al efecto térmico prevaleciente
que acelera el desarrollo (Cirilo, 2004). En el afio 2015, se registraron mayores temperaturas
maximas medias de los meses de febrero y marzo en relacion al afio anterior, y en el mes de
marzo ese aumento presento diferencias significativas respecto a 2014, superando levemente el
rango de promedios historicos (Tabla 2.1), lo que coincide con el periodo previo a la floracion
masculina. Si bien estos genotipos mostraron buen comportamiento en siembras tardias, las
mayores temperaturas del afio 2015 previo a la floracién, podrian haber inducido el
panojamiento en las plantas y haber acortado este periodo desde la siembra, y del mismo modo,
producir un adelanto de la floracion femenina. Por otro lado, las temperaturas méximas
mensuales registradas en abril y mayo en 2015 fueron significativamente mayores respecto a
2014, y el mes de abril se ubicé por encima de los promedios historicos (Tabla 2.1, Figura 1 de
Anexo 3). Esto coincide con el periodo de llenado de granos, pudiendo haber influido en la
biosintesis y acumulacion de los diferentes componentes quimicos. A pesar de ello, los
rendimientos estimados de las progenies en el ciclo 2014/15 fueron mayores en relacion al ciclo
2013/14 (Figura 3.17 B). Estos resultados se asemejan a los reportados por Arellano-Vazquez
et al. (2003), quienes obtuvieron mayores rendimientos en variedades mexicanas de maiz

morado con menor periodo de siembra a floracion femenina (103-119 dias) y menor intervalo
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de floracion. Sin embargo, la magnitud de la respuesta a las temperaturas, fotoperiodo y la
radiacion sobre la fenologia del cultivo depende de la sensibilidad de cada genotipo (Cirilo,
2004).

Rendimientos

Los rendimientos estimados en los ciclos de seleccion masal de maiz morado (M12, M14
y M15) fueron analizados independientemente a los rendimientos de las progenies individuales,
con el proposito de evaluar diferencias significativas entre progenies y entre ciclos masales
(Figura 3.17).

El maiz morado presentd mayor susceptibilidad al vuelco debido a la mayor altura de las
plantas en comparacién al maiz opaco-2, provocando mayores pérdidas de plantas a cosecha.
Sin embargo, el maiz morado mostrdé menor susceptibilidad al ataque de loras durante el periodo
de llenado de los granos, siendo ésta la principal causa de disminucién del rendimiento en maiz
opaco-2. Por lo tanto, los rendimientos en maiz morado fueron estimados con un promedio de
70 % de plantas a cosecha (5 % menos a maiz opaco-2) a partir de la densidad inicial de plantulas
emergidas (85 % al 90 %), tanto en los ciclos de seleccion masal y en las progenies individuales

en ambos afios de cultivo.

El rendimiento del ciclo masal 2012 (M12) (33,7 g/ha) fue significativamente menor a
los ciclos siguientes, mostrando un importante aumento en 2014 (M14) (a 71,5 g/ha) y un ligero
decrecimiento en 2015 (M15) respecto al afio anterior (a 62,2 g/ha) (Figura 3.17 A). No obstante,
esta diferencia entre estos Gltimos dos afios no fue estadisticamente significativa. Por otro lado,
el rendimiento de las progenies individuales de medios hermanos presentd diferencias
significativas entre genotipos (de 16,6 g/ha a 46,5 g/ha en 2014 y de 14,4 g/ha a 60,4 g/ha en
2015) (Figura 3.17 B). Una variabilidad similar fue obtenida en los rendimientos de variedades
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mexicanas de maiz morado reportados por Arellano-Vazquez et al. (2003) en 88 cultivares
evaluados en diferentes localidades de México (35 g/ha — 67 g/ha) y por Antonio-Miguel et al.
(2004) en 24 variedades criollas de la raza Chalquefio (29 g/ha a 54 g/ha). Por otro lado, mayores
rendimientos a los obtenidos en esta tesis fueron reportados en hibridos simples experimentales
de maiz morado (56 g/ha a 91 g/ha) (Urias-Peraldi et al., 2013).
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b c [ 2015
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M12 M14 M15 P2 P3 P6 P8 P11 P12 P13 P14
Ciclo Progenie

Medias seguidas por letras distintas, indican diferencias significativas

Figura 3.17. Rendimientos estimados (g/ha) de los ciclos de seleccion masal (M12, M14,
M15) (A) y de las progenies de medios hermanos de maiz morado multiplicadas
individualmente durante los ciclos 2013/14 y 2014/15 (B)

El rendimiento de todas las progenies individuales present6 en promedio un incremento
anual de 8,4 g/ha (27,9 g/ha en 2014 a 36,3 g/ha en 2015). La gran cantidad de precipitaciones
caidas s6lo durante los meses de enero y febrero del afio 2015, fueron mayores a las lluvias
ocurridas durante el mismo periodo en 2014 (Anexo 4), rondando incluso el promedio maximo
historico para los meses estivales de diciembre, enero y febrero (500 mm) para la provincia de
Cordoba (Tabla 2.1). Ademas, las lluvias registradas durante abril y mayo 2015 (Anexo 4),
sugieren buena acumulacién de agua en el perfil del suelo, y por lo tanto, buena disponibilidad
durante el desarrollo del cultivo en etapas vegetativas y llenado de los granos, a pesar de las

mayores temperaturas maximas registradas en 2015 (Tabla 2.1). Estas condiciones hidricas
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favorables presentadas en ese afio, pudieron haberse relacionado al aumento obtenido en los
rendimientos medios de las progenies en 2015 en relacion a 2014. Arellano-Vazquez et al.
(2003) obtuvo una gran diferencia en el rendimiento de las variedades de maiz morado evaluadas
en localidades con mayor cantidad y mejor distribucion de precipitaciones anuales. Por otro
lado, este incremento anual observado en el rendimiento de las progenies de maiz morado, a
pesar de que fue menor a los rendimientos de los ciclos masales, podria estar indicando una
buena adaptacién de los genotipos individuales a las condiciones ambientales de la region en
estudio. Esto también pudo verse reflejado en la mayor tendencia de las progenies a poseer 2
espigas por planta en 2015 en relacion a 2014 (Tabla 3.22). A pesar de ello, el nimero de espigas

por planta no presento correlacion significativa con el rendimiento (Tabla 3.25).

Componentes de la varianza

Se estimaron los componentes de la varianza en los rasgos agronémicos de las progenies
de medios hermanos de maiz morado, ya que las mismas fueron caracterizadas fenotipicamente
a campo de manera individual en cada ciclo de multiplicacion (2014 y 2015). En cambio, en
maiz opaco-2 las variables a campo de los genotipos individuales fueron relevadas en un solo
ciclo de cultivo (en el conjunto de plantas de cada progenie 2013), ya que la generacion parental

corresponde a los datos de toda la poblacion (2012).

Tabla 3.24. Contribucion relativa de la varianza genética (VG), del afio (VA) y de la
interaccion genotipo x afio (Vexa) a la variabilidad total en los caracteres agronomicos relevados
a campo en las progenies de maiz morado
Planta Mazorca
IAP AEsp NH DT LM DM  NHil NGM P100

VG (%) 35,88 438 13,99 27,19 6,43 14,00 4366 28,06 29,29 55,13

VA (%) 8,07 6,20 37,41 949 1,10 3841 2,17 3,45 3,08 2,20

Vexa(%) 56,05 50,00 48,60 63,32 92,47 4759 54,17 68,49 67,63 42,67

Rto

IAP = altura de planta; AEsp = altura insercion de espiga principal; NH = nimero de hojas; DT = diametro de tallo; LM =
longitud de mazorca; DM = didmetro de mazorca; NHil = nimero de hileras; NGM = namero de granos por mazorca; P100 =
peso de 100 granos, Rto = rendimiento.
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La varianza de la interaccion genotipo x afio representd la principal fuente de variacion
en todas las caracteristicas fenotipicas relevadas a campo en maiz morado (Tabla 3.24). Esto
indica que la expresion de los rasgos agrondmicos en las progenies estuvo fuertemente
influenciada por las condiciones ambientales en cada afio de multiplicacién. Esto podria estar
directamente relacionado a las marcadas diferencias observadas en las temperaturas y
precipitaciones entre los afios 2014 y 2015 en que fueron multiplicadas las progenies (Tabla 2.1,
Anexo 3, Anexo 4), contribuyendo en gran medida a la fuerte interaccion genotipo X afio
obtenida. Similares resultados fueron reportados por Arellano-Vazquez et al. (2003) quienes
obtuvieron una gran respuesta diferencial en todos los caracteres agronémicos de variedades de
maiz morado evaluadas en distintos ambientes. Sin embargo, Urias-Peraldi et al. (2013) no
obtuvieron interaccion genotipo x ambiente significativa en los rasgos agronémicos de hibridos
experimentales de maiz morado evaluados en dos localidades subtropicales de México, debido

a que estos hibridos estan adaptados a los ambientes en que fueron evaluados.

En el rendimiento se observé que la contribucion de la varianza genética fue levemente
superior a la varianza de la interaccion (Tabla 3.24), lo que estaria indicando que las diferencias
obtenidas fueron atribuidas en mayor medida a la variabilidad genética entre progenies.
Similares resultados fueron reportados por Herrera-Cabrera et al. (2013) quienes reportaron
mayor contribucion de la varianza del genotipo en relacion a la interaccion genotipo X ambiente
en 130 poblaciones de maices criollos evaluados en varias localidades de la region Oriental de
Mexico. A pesar de ello, la gran contribucion de la varianza de la interaccion indica que el
rendimiento de las progenies se vio fuertemente influenciado por las condiciones particulares
de cada afio de cultivo. Cuando la interaccion genotipo x ambiente esta presente, el rendimiento
en grano en un ambiente especifico debe considerarse como la suma de la heterosis que surge
de los efectos principales del genotipo y la heterosis que surge de los efectos de la interaccion
(Falconer y Mackay, 1996; Munaro et al., 2011).
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El ambiente de origen del maiz morado difiere a las caracteristicas del clima semiarido
en donde fueron evaluadas las progenies en esta tesis, dando como resultado una alta interaccion
genotipo x ambiente. Esto resulta favorable para la seleccion, debido a que permite identificar
genotipos que presenten una mejor respuesta adaptativa, y dar continuidad a la mejora genética
para el desarrollo de variedades adaptadas, mediante la seleccidon y recombinacion de tales

individuos que demuestran mejor comportamiento.

Relaciones entre caracteres relevados a campo en las progenies

La siguiente tabla expresa las correlaciones obtenidas entre todos los rasgos fenotipicos
relevados a campo en las progenies individuales de maiz morado en ambos afios de estudio
(Tabla 3.25).

Tabla 3.25. Correlaciones fenotipicas entre todos los rasgos agrondmicos analizados en ocho
progenies individuales de medios hermanos de maiz morado. Los coeficientes de correlacion se
obtuvieron con los valores de ambos afios de estudio (2014 y 2015)

AP AEsp NH DT NEsp LM DM NGM P100 Rto
AP 1
AEsp | 0,77** 1
NH |0,31** 0,37** 1
DT |0,48** 0,42** 0,32* 1
NEsp | 0,08 02 -021 021 1
LM 0,18 0,09 005 018 -0,08 1
DM -0,1 0,08 0,34* -0,05 -0,24 0,39** 1
NGM -02 002 02 -0,16 0,04 047** 0,67** 1
p100 | 0,37* 0,38** 0,16 0,23 0,01 0,34* 0,08 -0,22* 1
Rto -0,02 024 -007 -0,05 0,23 0,37** 0,38** 0,62** 0,39** 1

Los asteriscos (* y **) indican correlaciones significativas (p<0,05 y p<0,01, respectivamente)

AP = altura de planta; AEsp = altura insercién de espiga principal; NH = nlimero de hojas; DT = didmetro de tallo; NEsp =
nimero de espigas; LM = longitud de mazorca; DM = diametro de mazorca; NGM = nimero de granos por mazorca; P100 =
peso de 100 granos, Rto = rendimiento.
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Las correlaciones positivas encontradas entre la altura de planta (AP) con la altura de
insercion de la espiga (AEsp) y el niumero de hojas (NH) en maiz morado fueron consistentes a
las asociaciones encontradas en los genotipos de maiz opaco-2. Sin embargo, a diferencia de
éste, en maiz morado se observaron correlaciones positivas entre el didmetro del tallo (DT) con
AP, AEsp y NH (Tabla 3.25). Esto indica que plantas mas altas y con mayor cantidad de hojas
podrian desarrollar tallos méas gruesos como estrategia de resistencia al vuelco, lo que estd
relacionado ademads a la mayor altura presentada por el maiz morado. En este sentido, es
importante destacar que en las plantas de maiz morado se observé un mayor desarrollo de raices
adventicias (Figura 3.18) en relacion al opaco-2. Estas asociaciones coinciden con los reportes

de Martinez et al. (2010) en poblaciones de maices cubanos.

Figura 3.18. Raices adventicias de las plantas de maiz morado. Fotografia tomada en el
Campo Escuela de la FCA, UNC

Las correlaciones encontradas entre los rasgos de la mazorca en maiz morado fueron
similares a las obtenidas en maiz opaco-2. Mayor longitud de mazorca (LM), se relaciond a
mayor diametro (DM), y en consecuencia un incremento en el nimero de granos por mazorca
(NGM). Sin embargo, en las progenies de maiz morado, el peso de los granos (P100) mostrd
una asociacion positiva con LM y negativa con NGM (Tabla 3.25) que no fue observado en
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maiz opaco-2. Esto indica que mazorcas mas grandes implican mayor cantidad de granos, pero
mas livianos. La disminucion del peso medio de los granos ante mayor cantidad de granos por
mazorca fue demostrada en varias investigaciones (Kiniry et al., 1990; Borras y Otegui, 2001;
Cirilo et al., 2011). Sin embargo, Martinez et al. (2010) reportaron fuertes relaciones directas

entre el nimero de granos y su peso en varias poblaciones de maices cubanos.

Al analizar las relaciones entre las caracteristicas de la planta con las de la mazorca, se
observaron algunas diferencias en comparacion al maiz opaco-2. En las progenies de maiz
morado, el P100 correlacion0 positivamente con AP y AEsp. Por otro lado, DM mostré una
asociacion positiva con el NH (Tabla 3.25). Esto indica que la mayor cantidad de hojas en
plantas mas altas estuvo asociada a la produccion de mazorcas mas gruesas y con granos mas
pesados, probablemente por una mayor actividad fotosintética durante el periodo de llenado de
los granos. Estas relaciones positivas coinciden con resultados reportados en poblaciones de
maices cubanos (Martinez et al., 2010), maices mexicanos (Wong et al., 2006) y maices de
zonas andinas (Ligarreto et al., 1998). A pesar de ello, la tendencia en el mejoramiento es
disminuir la altura mediante la seleccion de plantas mas bajas, y particularmente en maiz
morado, ya que presentd mayor susceptibilidad al vuelco por ser plantas méas altas,

especialmente en dias con vientos de gran intensidad.

Finalmente, se obtuvieron correlaciones positivas entre el rendimiento de las progenies
de maiz morado con LM, DM, NGM y P100 (Tabla 3.25). Estos resultados coinciden con las
relaciones encontradas en maiz opaco-2, y con otras investigaciones (Ligarreto et al., 1998;
Martinez et al., 2010; Herrera-Cabrera et al., 2013; Cervantes-Ortiz et al., 2014), reflejando la
relacion directa entre las caracteristicas de las mazorcas y el rendimiento final también en maiz

morado, resultando relevante al momento de la seleccion para rendimiento.
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CONCLUSIONES PARCIALES

Las progenies individuales mostraron diferencias entre genotipos y entre ciclos de
evaluacion en sus rasgos agrondmicos. Los rasgos fenotipicos de las plantas adultas fueron
similares tanto en las progenies individuales como en los individuos relevados en los ciclos
masales, lo que indicaria que el método de crianza no tuvo gran influencia en las caracteristicas
de la planta. Sin embargo, las mayores diferencias observadas en algunos rasgos de las mazorcas
podrian indicar que el sistema de crianza tuvo mayor influencia en los componentes asociados

directamente al rendimiento.

Las diferencias en las temperaturas maximas mensuales en los afios analizados pudieron
haber influido en la menor duracién del ciclo presentado en 2015. Sin embargo, el mayor
rendimiento promedio anual mostrado en ese afio por las progenies, a pesar de que fue menor a
los rendimientos de los ciclos masales, pudo estar relacionado a la mayor cantidad de agua
disponible en el suelo por las mayores precipitaciones registradas ese afio, y de una mejor

respuesta adaptativa a las condiciones ambientales.

La mayor contribucién de la varianza de la interaccidn genotipo x afio observada en los
caracteres agrondémicos, induce la necesidad de probar los genotipos de maiz morado en futuros
ciclos de selecciéon y evaluacion. Esto permitira evaluar el comportamiento diferencial del
fenotipo en términos de adaptabilidad ante condiciones climéaticas cambiantes, como fueron
observadas en los altimos afios en nuestra regién. Del mismo modo, probar diferentes
condiciones de manejo, como variaciones en la fecha de siembra, aplicacion de distintos
regimenes de fertilizacion, riego, etc., permitira visualizar la respuesta ante condiciones
ambientales especificas, contribuyendo directamente en la seleccién de los individuos que

muestren mejor comportamiento adaptativo.
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CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS GRANOS Y HARINAS DE
LAS PROGENIES

En esta seccion de la tesis, se presentan los andlisis realizados en las ocho progenies
individuales de medios hermanos de maiz morado, multiplicadas en dos ciclos consecutivos.
Las mazorcas seleccionadas de la poblacion original (ciclo 2011/12) fueron reproducidas en
forma individual durante los ciclos 2013/14 y 2014/15, con el fin de aumentar el volumen de
granos para la obtencién de harina, y conservar de cada progenie una reserva de semillas. Los
genotipos se mantuvieron identificados en cada ciclo de reproduccién, cuyos analisis de
laboratorio se realizaron sobre la mezcla de semillas cosechadas de cada surco/progenie
(cosecha 2014 y cosecha 2015).

COMPOSICION CENTESIMAL

Se evalué el contenido de almidon, proteinas, lipidos y cenizas a partir de la harina de
grano entero (Tabla 3.26). Se utilizaron como testigos harinas de maiz pisingallo (PS), blanco
(BL), y una mezcla de las progenies analizadas en maiz opaco-2 (02). Ademas, se compararon

las progenies individuales con el material genético de partida (POrmo).
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Tabla 3.26. Composicion centesimal y digestibilidad in vitro de proteinas de la harina de
genotipos de maiz morado, opaco-2, pisingallo y blanco

Composicién centesimal (g/100 g de harina)  °Digestibilidad

!Genotipo . . : ) in vitro de
Almidon  Lipidos Cenizas Proteina  proteinas (%)
P2 63,84 b 692a 18 b 1087 c 75,88 ¢
P3 65,64 b 688 a 178a 10220D 55,49 a
P6 62,52 b 736 b 23 e 10,06 b 65,14 b
P8 67,26 b 6,72a 179a 1014 b 57,30 a
P11 63,84 b 813d 19 c 1150 d 64,10 b
P12 58,64 a 813d 221d 10,30 b 78,35 d
P13 64,28 b 747 b 18 b 998 b 74,50 ¢
P 14 64,70 b 746 b 193c 948 a 56,06 a
POrmo 66,41 b 7,77c 18 b 1218¢e 53,88 a
?Morado 64,12 a 743a 19 b 1052 a 64,52 a
02 66,09 a 747a 191 b 11,20 a 63,00 a
PS 66,22 a 783a 15 a 1033 a 67,59 a
BL 66,34 a 6,73a 168a 11,17 a 69,99 a

Valores seguidos por letras distintas en la misma columna son significativamente distintos (p<0,05)

!Los valores de cada genotipo (P) corresponden al promedio entre ambos afios de cosecha (2014 y 2015), y fueron comparados
con el material genético de partida (POrmo).

2E|l promedio de todos los genotipos de maiz morado (Morado) fue comparado con maiz opaco-2 (02), pisingallo (PS) y blanco
(BL) usados como testigos no-morados.

3Se determind la digestibilidad in vitro de proteinas y fue expresado como porcentaje de digestibilidad, es decir, g de proteina
digerida en funcion del total de proteinas presentes en la muestra.

Se obtuvieron diferencias significativas en la composicion centesimal de las harinas de
los genotipos de maiz morado (Tabla 3.26). Los contenidos de almidén, proteina, lipidos y
cenizas oscilaron entre 58,64 g/100 g a 67,26 ¢/100 g, 9,48 g/100 g a 12,18 g/100 g, 6,72 g/100
g a 8,13 ¢g/100 g y 1,79 ¢/100 g a 2,35 g/100 g de harina, respectivamente, cuyos valores
promedios de todos los genotipos morados no mostraron diferencias significativas con los
maices no-morados usados como testigos, excepto en el contenido de cenizas (Tabla 3.26). Estos
resultados fueron similares a la composicion centesimal de los genotipos de maiz opaco-2.
Uriarte-Aceves et al. (2015) reportaron similares contenido de almidén (58,07 g/100 g a 71,54
9/100 g), proteinas (7,61 g/100 g a 11,21 g/100 g) y lipidos (4,41 ¢g/100 g a 6,55 ¢g/100 g) en 15

variedades landraces mexicanas de maiz morado. De igual manera, Somavat et at. (2016) no
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obtuvieron grandes diferencias en los contenidos de almidon, lipidos y proteinas de maiz
morado (63,41 g/100 g, 4,74 g/100 g y 10,31 g/100 g, respectivamente) y azul (66,5 g/100 g,
5,7 ¢/100 g y 11,2 g/100 g, respectivamente) respecto al maiz amarillo dentado (70,2 g/100 g,
3,28 ¢/100 g y 8,44 g/100 g, respectivamente). Estos resultados indican que la composicion
centesimal de los granos de maiz morado no difiere a la composicion de un maiz convencional.
La caracteristica destacable en maiz morado es su alto contenido de compuestos antioxidantes
(Escribano-Baildn et al., 2004; Del Pozo-Insfran et al., 2006; Lopez-Martinez et al., 2009; Yang
y Zhai, 2010; Guillén-Sanchez et al., 2014).

El contenido de almidon de las progenies de maiz morado correlacion6 negativamente
con el contenido de proteina (r = -0,35; p<0,05). Esto fue similar a los resultados obtenidos en
los genotipos de maiz opaco-2, lo que coincide con el aumento del contenido de proteina ante

una disminucion del contenido de almidoén en el grano (Serna-Saldivar, 2010).

DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE PROTEINAS

La digestibilidad in vitro de las proteinas presentd diferencias significativas entre
progenies de maiz morado, cuyo promedio no mostré diferencias con los genotipos testigos
(Tabla 3.26). Los resultados obtenidos en estos genotipos fueron similares a los mostrados en
maiz opaco-2 (Tabla 3.7). Sin embargo, la digestibilidad in vitro de las proteinas en maiz
morado correlaciond negativamente con el contenido de lipidos (r = -0,58; p<0,05). Los lipidos
pueden formar un recubrimiento sobre las proteinas del grano. Luego de la molienda, la proteina
unida a los fragmentos de pericarpio en la harina de grano entero, puede mostrar menor
digestibilidad debido a una limitada accesibilidad de las proteasas al sustrato (Duodo et al.,
2002).
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Componentes de la varianza

Se estimaron las contribuciones relativas de las distintas fuentes de variacion a la
variabilidad total en la composicion centesimal y en la digestibilidad in vitro de las proteinas de

las harinas de los genotipos de maiz morado.

Tabla 3.27. Contribucion relativa de la varianza genética (VG), del afio (VA) y de la
interaccion genotipo x afio (Vexa) a la variabilidad total en la composicion centesimal y
digestibilidad in vitro de proteinas de maiz morado

Digestibilidad
Almidon Lipidos Cenizas  Proteinas  invitro de
proteinas
VG (%) 53,17 89,3 89,78 46,32 93,60
VA (%) 44,52 2,37 9,03 52,53 3,92
Vexa (%0) 2,31 8,33 1,19 1,15 2,48

La varianza genética represento la mayor contribucion en el contenido de lipidos, cenizas
y digestibilidad in vitro de las proteinas, y las contribuciones del afio y de la interaccion genotipo
x afo, tuvieron efectos considerablemente menores (Tabla 3.27). Esto indica que la variabilidad
observada en estos caracteres de debieron principalmente por las diferencias entre genotipos.
Sin embargo, en el contenido de almidén y proteinas se observo una fuerte contribucion del
efecto afio, superando al efecto genético en el caso de las proteinas (Tabla 3.27). Estos resultados
fueron similares a los obtenidos en maiz opaco-2 y coinciden con las grandes contribuciones
del afio y de la interaccion genotipo X ambiente reportados en otras investigaciones en el
contenido de proteina y almidon en maiz (Wei et al., 2008; Li et al., 2009). Sin embargo, en
este estudio de tesis, la varianza de la interaccion tuvo un efecto practicamente despreciable
(Tabla 3.27).
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Variaciones anuales en la composicion centesimal

Se obtuvieron variaciones significativas entre afios en la composicién centesimal y en la

digestibilidad in vitro de las proteinas en los genotipos de maiz morado.

Tabla 3.28. Variacion anual contenido total de almidon, lipidos, cenizas, proteinas y
digestibilidad in vitro de proteinas de las harinas de ocho progenies de medios hermanos de
maiz morado multiplicadas durante dos ciclos consecutivos (2014 y 2015)

12014 2015
Proteina (g/100 g) 9,67 a 11,37 b
Digestibilidad proteinas (%0) 67,65 b 61,40 a
Almidon (g/100 g) 64,77 b 63,48 a
Lipidos (g/100 g) 7,32 a 753 b
Cenizas (g/100 g) 1,86 a 2,06 b

Valores seguidos por letras distintas en la misma fila son significativamente distintos (p<0,05)
!Los valores mostrados en 2014 y 2015 corresponden a los promedios de las ocho progenies de medios hermanos en cada afio.

El aumento anual del contenido de proteinas estuvo acompafiado con una disminucién
en el contenido de almiddn (Tabla 3.28), y fue concomitante a la correlacidén negativa obtenida
entre almidon y proteina (r = -0,35, p<0,05). Sin embargo, la digestibilidad in vitro de las
proteinas mostré una disminucion de un afio a otro, que fue acompafiado con un incremento
anual en el contenido de lipidos (Tabla 3.28). Esto coincide con la correlacion negativa obtenida
entre estas dos caracteristicas (r = -0,58, p<0,05), indicando que los lipidos del grano pueden

interferir en la digestibilidad in vitro de las proteinas como fue sugerido por Duodo et al., (2002).

Durante el mes de abril del afio 2015, los registros de las temperaturas maximas diarias
fueron mayores respecto al afio 2014 (Figura 1 de Anexo 3), representando una temperatura

méaxima mensual significativamente mayor en el 2015 respecto al afio anterior, superando
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incluso a los promedios historicos para Cérdoba (Tabla 2.1). Este periodo del afio coincidi6 con
el inicio de llenado de los granos segun los registros de floracion en cada ciclo de cultivo (Figura
3.16). Estos resultados fueron analogos a los obtenidos en maiz opaco-2, indicando que en
ambas variedades las condiciones de altas temperaturas durante el llenado de los granos
pudieron haber influido en la distribucion de sus componentes, produciendo un incremento del
contenido de proteina y una disminucion del almidén, lo que coincide con varias investigaciones
(Prasad et al., 2008; Wang y Frei, 2011; Cairns et al., 2012; Thitisaksakul et al., 2012; Beckles
y Thitisaksakul, 2014; Lu et al., 2016). Esto podria explicar en parte la alta contribucion de la
varianza del afio observada en el contenido de proteina y almidén tantos en genotipos morados

y opaco-2.

Se observd un pequefio incremento anual en el contenido de cenizas (Tabla 3.28). Sin
embargo, esa variacion entre afios no contribuyd en gran medida a la variabilidad total (Tabla
3.27), indicando que los cambios anuales se debieron principalmente a las diferencias genéticas

entre las progenies.

COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

Los granos de cereales contienen fitoquimicos que incluyen varias clases de compuestos
fenolicos, como derivados del acido benzoico y cinamico, antocianidinas, quinonas, flavonoles,
chalconas, flavonas, flavanonas y compuestos amino-fenodlicos (Thompson, 1994; Shahidi y
Naczk, 1995; Maillard y Berset, 1995; Lloyd et al., 2000; Escribano-Baildn et al., 2004). Varias
investigaciones demostraron que las antocianinas son los principales pigmentos presentes en el
maiz morado (Escribano-Bailon et al., 2004; Del Pozo-Insfran et al., 2006; Jing et al., 2007;
Cuevas-Montilla et al., 2008; Lopez-Martinez et al., 2009; Yang y Zhai, 2010; Guillén-Sanchez
et al., 2014; Huaméan-Alvino et al., 2016) y son los componentes que contribuyen a sus

caracteristicas beneficiosas para la salud por sus propiedades antioxidantes (Adom y Liu, 2002;
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Aguilera-Ortiz et al., 2011). En este estudio de tesis, se evalud el contenido de polifenoles totales
y antocianinas de las ocho progenies multiplicadas en ambos afios de cultivo (2014 y 2015) y
de la poblacion original (POrmo) (Figura 3.19), con el fin de caracterizar los compuestos
antioxidantes presentes en los granos. Ademas se compararon con los maices pisingallo (PS),
blanco (BL) y opaco-2 (02) usados como testigos no-morados. Los analisis se realizaron a partir

de la harina de grano entero, y los resultados se expresaron en base seca.
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Medias seguidas por letras distintas, indican diferencias significativas
Figura 3.19. Contenido de polifenoles totales, expresado en mg de acido galico (AG)/100 g
de harina, y antocianinas, expresado en mg de cianidina-3-glucésido (c3-G)/100 g de harina, de
ocho progenies de medios hermanos de maiz morado (P) y de la poblacién original (POr). Los
valores mostrados corresponden a los promedios de los afios 2014 y 2015

El contenido de polifenoles totales presenté un amplio rango de variacion entre las
progenies (de 439 mg AG/100 g a 1934 mg AG/100 g de harina) (Figura 3.19), mostrando
diferencias significativas entre ellas. Menores valores fueron reportados por Huaman-Alvino et
al. (2016) en cuatro accesiones de maices morados bolivianos (235,9 mg AG/100 g - 454,4 mg
AG/100 g) y por Urias-Peraldi et al. (2013) en 25 hibridos experimentales de maiz morado de
regiones subtropicales de México (284 mg AG/100 g — 428,9 mg AG/100 g). Por otro lado,
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mayores contenidos de polifenoles fueron hallados por Lopez-Martinez et al. (2009) en
variedades de maices morados mexicanos (465 mg AG/100 g — 3400 mg AG/100 g) y por Jing
et al. (2007) en 18 muestras de maices morados peruanos (950 mg AG/100 g - 3516 mg AG/100
9).

El contenido de antocianinas mostré diferencias significativas entre las progenies, cuyos
valores oscilaron entre 88 mg ¢3-G/100 g a 291 mg ¢3-G/100 g de harina (Figura 3.19).
Similares resultados fueron reportados por Huaman-Alvino et al. (2016) en maices bolivianos
(77 mg c3-G/100 g - 310 mg ¢3-G/100 g). Por otro lado, mayores rangos de antocianinas fueron
encontrados por Jing et al. (2007) en maices peruanos (292 mg ¢3-G/100 g - 1333 mg ¢3-G/100
g) y por Lopez-Martinez et al. (2009) en variedades mexicanas de maiz morado (93 mg c3-
G/100 g - 851 mg ¢3-G/ 100 g), mientras que las variedades de maiz negro (76 mg ¢3-G/100 g
- 120 mg ¢3-G/100 g) vy rojo (85 mg ¢3-G/100 g - 154 mg ¢3-G/100 g) fueron similares a los
valores obtenidos en esta tesis. Sin embargo, menores niveles de antocianinas fueron obtenidos
en poblaciones mexicanas de maices pigmentados de color morado y azul estudiadas por
Salinas-Morano et al. (2012) (21,7 mg ¢3-G/100 g - 90,4 mg ¢3-G/100 g) y por Corona-Teran
et al. (2017) (2,45 mg ¢3-G/100 g - 25,04 mg ¢3-G/100 g). Del mismo modo, valores menores
a los obtenidos en este estudio de tesis fueron reportados en hibridos experimentales (27,3 mg
€3-G/100 g — 78,3 mg ¢3-G/100 g) (Urias-Peraldi et al., 2013) y en variedades comerciales de
maiz morado de Meéxico (32,1 mg ¢3-G/100 g) y Estados Unidos (30,7 mg ¢3-G/100 g) (Del
Pozo-Insfran et al., 2006). Esta gran variabilidad en los reportes en la literatura indica la
existencia de una amplia diversidad de maices pigmentados, que es dependiente de la region de

origen y de su background genético.

Las progenies P2, P6 y P12 mostraron los mayores contenidos medios de polifenoles
totales (1519 mg AG/100 g, 1449 mg AG/100 g y 1934 mg AG/100 g, respectivamente) y
antocianinas (291 mg ¢3-G/100 g, 255 mg ¢3-G/100 g y 252 mg ¢3-G/100 g, respectivamente)

que el resto de las progenies individuales, superando incluso al material genético de partida
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(POr) (1328 mg AG/100 g y 189 mg c3-G/100 g, respectivamente) del cual fueron obtenidas
(Figura 3.19). Concomitantemente, se obtuvo una fuerte correlacion positiva entre polifenoles
con antocianinas (r = 0,89; p<0,05), lo que indicaria que las antocianinas contribuyen en mayor
medida a los niveles totales de polifenoles en los granos de los genotipos de maiz morado
estudiados en esta tesis. Estos resultados coinciden con lo reportado por Lopez-Martinez et al.
(2011) en variedades mexicanas, y por Jing et al. (2007) en maices peruanos. Huaman-Alvino
et al. (2016) por su parte indicaron que la mayor proporcion de la fraccion de compuestos

fenolicos libres corresponden a las antocianinas.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La eficiencia de un compuesto antioxidante depende de la interaccion con otros
constituyentes de la matriz, de la polaridad del sistema segun la técnica de medicién, de la
naturaleza del radical y del tipo de sustrato protegido por el antioxidante (Rice-Evans et al.,
1996; Del Pozo-Insfran et al., 2004). Los compuestos fendlicos tienen la capacidad de reducir
el Fe®* a Fe?* en presencia de 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) a través de sus grupos
funcionales, que son susceptibles a la transferencia de electrones. Esta propiedad se debe a la
posibilidad de romper las cadenas de radicales libres mediante la donacion de un atomo de
hidrogeno (Gardon, 1990). Sin embargo, la actividad antioxidante de las sustancias fenolicas se
atribuye también a diversos mecanismos tales como la iniciacién de la cadena, la union de iones
catalizadores a metales de transicion, la descomposicion de perdxidos, la prevencion de la
continua extraccion de hidrogeno y la eliminacion de radicales libres (Diplock, 1997; Oboh et
al., 2010). La capacidad atrapadora de radicales libres es un mecanismo relacionado a la
inhibicidn de la peroxidacion lipidica y es un proceso de actividad antioxidante generalmente
aceptado (Brand-Williams et al., 1995; Arnao, 2000; Huang et al., 2005). Algunos ensayos
antioxidantes y antiradicalarios ampliamente usados se basan en el radical 1,1- diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) y el cation radical 2-2"-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline- 6-sulfonic acid)

(ABTS+). EI método ABTS+ se prefiere a menudo para ensayos de potencial antioxidante de
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extractos y compuestos pigmentados, ya que se puede evitar la interferencia en el ensayo (Feet
y Troncoso, 2004).

En este estudio de tesis, la capacidad antioxidante de las muestras fue evaluada mediante
dos mecanismos: la medicion del poder reductor de Fe** a Fe?* con un ensayo FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), y la determinacion de la capacidad atrapadora de radicales libres
con un ensayo TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), basado en la actividad
antiradicalaria del cation ABTS+ (Figura 3.20).

270+

2044

pmol TROLOX/g de harina

P2 P3 P6 P8 P11 P12 P13 P14 POr
Genotipo

B rFrap [l ABTS

Medias seguidas por letras distintas, indican diferencias significativas

Figura 3.20. Capacidad antioxidante mediante el mecanismo de poder reductor (FRAP) y
capacidad atrapadora de radicales libres (ABTS) de ocho progenies de medios hermanos de
maiz morado (P) y de la poblacion original (POr). Los valores mostrados corresponden a los
promedios de los afios 2014 y 2015

Las progenies de maiz morado mostraron diferencias significativas en los mecanismos
de poder reductor (FRAP) y capacidad atrapadora de radicales libres (ABTS) (Figura 3.20). Los
valores de FRAP oscilaron entre 53,6 pumol TROLOX/g a 233 umol TROLOX/g de harina, y
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fueron mayores a los de ABTS, cuyo rango de variacion fue de 14 umol TROLOX/g a 55 pmol
TROLOX/qg de harina. Similares resultados fueron reportados por Lopez-Martinez et al. (2009)
en maices pigmentados, donde la actividad antiradicalaria de las muestras de maiz morado fue

mayor que las muestras de maiz negro y rojo.

Las progenies P12, P6, P2 y la POr se destacaron por presentar mayor FRAP (233 umol
TROLOX/g, 173,7 pmol TROLOX/g, 111,2 pumol TROLOX/g y 145 pmol TROLOX/g,
respectivamente) y ABTS (55 umol TROLOX/g, 44 pmol TROLOX/g, 47 umol TROLOX/g y
38 umol TROLOX/g, respectivamente), lo que fue concomitante a la fuerte correlacion obtenida
entre estos dos parametros (r = 0,91; p<0,05). Ademas, estas progenies presentaron los mayores
contenidos de polifenoles totales y antocianinas (Figura 3.19). Lopez-Martinez et al. (2009)
obtuvieron mayor capacidad antioxidante en las muestras con mayores contenidos de
antocianinas y polifenoles libres, unidos y totales. Das et al. (2014) reportaron mayor actividad
antiradicalaria y poder reductor en las muestras con mayores niveles de polifenoles y
flavonoides. Una mayor concentracion de compuestos pigmentados implica mayor capacidad
antioxidante, como fue demostrado también en frutos rojos, pasas de uva, datiles, ciruelas
(Miller et al., 2000), sorgo y arroz (Choi et al., 2005). Sin embargo, Corona-Teran et al. (2017)
no encontraron una relacion directa entre el contenido de polifenoles totales y la actividad
antioxidante de 32 variedades de maices mexicanos, indicando que los compuestos fendlicos no
son las unicas moléculas que contribuyen a la capacidad antioxidante. Los niveles de capacidad
antioxidante dependen de la composicion polifendlica de cada genotipo, asi como la interaccion
con otros componentes de los granos (Del Pozo-Insfran et al., 2006).
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Figura 3.21. Comparacion del contenido de polifenoles totales y de la capacidad antioxidante
(FRAP y ABTS) en maiz morado (promedio de las progenies en ambos afios de estudio) con
maiz pisingallo (PS), maiz opaco-2 (02) y blanco (BL) usados como testigos.
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El contenido promedio de polifenoles totales de todas las progenies de maiz morado
(1023,4 mg AG/100 g de harina) fue significativamente mayor a los valores obtenidos en maiz
pisingallo (278,7 mg AG/100 g de harina), opaco-2 (205,8 mg AG/100 g de harina) y blanco
(319,2 mg AG/100 g de harina) usados como testigos no-morados (Figura 3.21). Similares
resultados fueron reportados por Lopez-Martinez et al. (2009) en variedades mexicanas de maiz
blanco, naranja y amarillo (170 mg AG/100 g, 215 mg AG/100 g y 551 mg AG/100 g,
respectivamente). Das et al. (2014) obtuvieron mayores niveles de polifenoles en maiz
pisingallo, amarillo y QPM (796 mg AG/100 g, 595 mg AG/100 g y 621 mg AG/100 g,
respectivamente). Sin embargo, Del Pozo-Insfran et al. (2006) obtuvieron mayor contenido de
polifenoles totales en maiz blanco (489,9 mg AG/100 g) respecto a las muestras de maiz morado.
Los granos de maices blancos y endosperma duro poseen altas concentraciones de acido ferdlico
libre y esterificado (Kroon y Williamson, 1999; Bily et al., 2004), acido diferalico y cumarico
(Urias-Lugo et al., 2015).
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Los genotipos usados como testigos no-morados en esta tesis, no presentaron niveles
detectables de antocianinas con la técnica empleada, y el promedio de todas progenies de maiz
morado fue de 172,1 mg c3-G/100 g. Lopez-Martinez et al. (2009, 2011) reportaron
significativamente menores contenidos de antocianinas en maiz amarillo, naranja y blanco
respecto a variedades pigmentadas de coloracion morado, rojo y azul. Los principales pigmentos
en maices de granos naranjas y amarillos son los carotenoides, particularmente en la forma de

luteinas y zeaxantinas (Kurilich y Juvik, 1999), carotenos y xantofilas (Das et al., 2014).

Los valores promedio en la capacidad antioxidante determinada tanto por FRAP y ABTS
en genotipos morados (110,2 umol TROLOX/g y 30,8 pmol TROLOX/g, respectivamente)
fueron significativamente mayores a los de maiz blanco (12,2 umol TROLOX/g y 0,7 umol
TROLOX/qg, respectivamente), opaco-2 (8,8 umol TROLOX/g y 1,8 umol TROLOX/qg,
respectivamente) y pisingallo (11,3 umol TROLOX/g y 1,9 umol TROLOX/g, respectivamente)
(Figura 3.21). Similares resultados fueron reportados por Das et al. (2014) en maiz pisingallo,
amarillo y QPM, donde el mecanismo de poder reductor fue mayor a la actividad antiradicalaria
de los granos. Lopez-Martinez et al. (2009) reportaron mayor actividad antiradicalaria en los
maices pigmentados morado, negro y rojo respecto las muestras de maices blanco y naranja.
Del mismo modo, Del Pozo-Insfran et al. (2006) obtuvieron mayor actividad antiradicalaria en
las muestras de maiz morado (25 pmol TROLOX/g - 29 pumol TROLOX/g) respecto al maiz
blanco, a pesar del mayor contenido de polifenoles totales presentado por éste, indicando que
las diferencias se debieron a las antocianinas del maiz morado. Las fuertes correlaciones
positivas obtenidas entre las antocianinas con los polifenoles (r = 0,89; p<0,05), FRAP (r = 0,8;
p<0,05) y ABTS (r = 0,94; p<0,05) en las progenies (Tabla 3.31) sugieren que los compuestos
fenodlicos que mas contribuyeron a la capacidad antioxidante del maiz morado fueron las
antocianinas. Esto fue consistente a lo reportado por Del Pozo-Insfran et al. (2006), Bello-Pérez
et al. (2015) y Salinas-Moreno et al. (2012). La capacidad antioxidante mostrada por los

genotipos no-morados utilizados como controles en esta tesis (Figura 3.21) podria ser atribuida
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a otros compuestos fenolicos, como los carotenoides en granos naranjas (Kurilich y Juvik, 1999;
Das et al., 2014) como el maiz pisingallo y el &cido ferulico presente en maiz blanco (Kroon y
Williamson, 1999; Bily et al., 2004; De la Parra et al., 2007; Lopez-Martinez et al., 2011).

Los mayores valores obtenidos por FRAP en comparacion con ABTS en este estudio de
tesis (Figura 3.21), indican que el poder reductor de las muestras fue el mecanismo de capacidad
antioxidante que predomino tanto en maiz morado como en los testigos blanco, pisingallo y
opaco-2. Similares resultados fueron obtenidos por Das et al. (2014) en maiz amarillo,
pisingallo y QPM, y por Harakotr et al. (2014) en maiz morado waxy. Consistentemente, Yang
y Zhai (2010) obtuvieron mayor poder reductor de las antocianinas extraidas de las mazorcas
respecto a los granos de maices morados chinos. Sin embargo, Oboh et al. (2010) reportaron
mayor capacidad atrapadora de radicales libres en comparacion al poder reductor en granos de
maiz amarillo y blanco. La capacidad antioxidante depende de la composicion polifendlica
propia de cada genotipo (Del Pozo-Insfran et al., 2006).

Componentes de la varianza

Se estimaron las contribuciones relativas de las distintas fuentes de variacion a la
variabilidad total en el contenido de compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante de los

genotipos de maiz morado.
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Tabla 3.29. Contribucion relativa de la varianza genética (VG), del afio (VA) y de la
interaccion genotipo x afo (Vexa) a la variabilidad total en el contenido polifenoles totales, de
antocianinas, y de los mecanismos de capacidad antioxidante de poder reductor (FRAP) y
capacidad atrapadora de radicales libre (ABTS) de maiz morado

Polifenoles Antocianinas FRAP ABTS

VG (%) 89,93 71,67 94,73 96,30
VA (%) 4,85 23,10 2,70 2,38
Vexa (%) 5,22 5,23 2,57 1,32

La varianza genética representd la mayor contribucion a la variabilidad total (> 70 %)
en el contenido de polifenoles, antocianinas y la capacidad antioxidante (Tabla 3.29). Similares
resultados fueron reportados por Urias-Peraldi et al. (2013) donde el efecto genético represento
mas del 80 % de la variabilidad total mostrada en el contenido de polifenoles libres, unidos,
totales, y en la capacidad antioxidante en 25 hibridos experimentales de maiz morado. La
varianza genética en el contenido de antocianinas representd ligeramente una menor
contribucion a la variabilidad total (71,67 %) respecto al resto de los caracteres, y fue similar al

efecto del genotipo reportado por Urias-Peraldi et al. (2013) en las antocianinas totales (79 %).

La varianza de la interaccion genotipo X afio mostré considerablemente menor
contribucion en la variabilidad total obtenida en todas las caracteristicas analizadas, y el efecto
del afio fue mayor en el contenido de antocianinas (Tabla 3.29), indicando una mayor influencia
del afio en este rasgo. Urias-Peraldi et al. (2013) no obtuvo un efecto significativo del ambiente
en el contenido de antocianinas y polifenoles libres. Por otro lado, Espinosa-Trujillo et al. (2009)
demostraron que el contenido de antocianinas en las semillas de maiz morado posee un fuerte
efecto aditivo y materno, indicando su eficiencia en el mejoramiento mediante planes de

seleccidn recurrente.
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La fuerte contribucion genética obtenida en esta tesis indica que los compuestos
fenolicos y la capacidad antioxidante son altamente dependientes del genotipo, lo que coincide
con lo reportado por Del Pozo-Insfran et al. (2006). Distintos tipos de maices pueden exhibir
diferencias en su actividad antioxidante de acuerdo a sus perfiles de compuestos fitoquimicos

en los granos (Lopez-Martinez et al., 2009; Das et al., 2014).

Variaciones anuales en los compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

Los contenidos medios de polifenoles totales y antocianinas de las progenies, asi como
su capacidad antioxidante, mostraron variaciones significativas entre los ciclos de

multiplicacién (Tabla 3.30).

Tabla 3.30. Variacion anual en el contenido de polifenoles totales, de antocianinas, y de la
actividad antioxidante (FRAP y ABTS) de las harinas en los dos afios de multiplicacion (2014
y 2015) de progenies de medios hermanos de maiz morado

12014 2015
Polifenoles (mg AG/100 g) 1073,2b 9734 a
Antocianinas (mg ¢3-G/100 g) 1949 b 149,1a
Actividad FRAP 120,4 b 99,6 a
antioxidante
(umo| Tro|0x/g) ABTS 35,2 b 26,2 a

Valores seguidos por letras distintas en la misma fila son significativamente distintos (p<0,05)
Los valores mostrados en 2014 y 2015 corresponden a los promedios de las ocho progenies de medios hermanos en cada afio.

Tanto el contenido de polifenoles totales y antocianinas mostraron una disminucién de
una cosecha a la otra, y concomitantemente, se observd una disminucion anual en ambos
mecanismos de capacidad antioxidante (Tabla 3.30). Esto fue concordante a las fuertes
correlaciones positivas obtenidas entre polifenoles y antocianinas con la capacidad antioxidante

(Tabla 3.31). Los polifenoles son compuestos altamente sensibles a los cambios ambientales
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(Jing et al., 2007). Del Pozo-Insfran et al. (2006) obtuvieron la misma composicion polifenolica
en dos genotipos de maiz morado cultivados en distintas regiones geograficas. Sin embargo, la
distribucion relativa de cada compuesto mostro variaciones entre genotipos, cuyas diferencias
fueron atribuidas a las condiciones ambientales de crecimiento, como habia sido sugerido en

otros reportes previos (Kroon y Williamson, 1999; Adom y Liu, 2002).

Se ha demostrado que factores de estrés ambiental, como la luz visible, la radiacion UV,
las temperaturas frias, estrés hidrico o sequias temporales, inducen la acumulaciéon de
antocianinas en los granos y en diferentes partes de las plantas (Chalker-Scott, 1999; Jing et al.,
2007). En tanto, condiciones de altas temperaturas inhiben su sintesis durante el desarrollo de
los granos (Arellano-Vazquez et al., 2003; Jing et al., 2007). De hecho, en climas célidos se ha
detectado que la tasa de acumulacién de antocianinas se reduce, probablemente a que se requiere
una mayor cantidad de energia para su biosintesis (Brat et al., 2008). Las temperaturas maximas
mensuales significativamente mayores registradas en 2015 en los meses de abril y mayo
respecto al afio 2014 (Tabla 2.1, Anexo 3), sugieren posibles condiciones de estrés por altas
temperaturas no solo al inicio, si no durante todo el periodo de llenado de los granos, reflejado
ademas en las elevadas temperaturas maximas diarias persistentes durante todo el mes de mayo
2015 (Figura 2 de Anexo 3). Esto pudo haberse traducido en la disminucion del contenido de
polifenoles totales y antocianinas en 2015 (Tabla 3.30), y concomitantemente, de la capacidad
antioxidante debido a una menor concentracion de estos componentes en el grano. Esto podria
representar una posible causa del mayor efecto de la varianza del afio en la variabilidad total
obtenida en el contenido de antocianinas (Tabla 3.29), debido a la gran sensibilidad de estos
compuestos a las altas temperaturas como fue reportado por otros autores (Jing et al., 2007; Brat
et al., 2008). Por otro lado, a pesar de que el afio 2015 registrO mayores precipitaciones
acumuladas en todo el ciclo respecto a 2014 (Tabla 2.1), particularmente durante el periodo de
llenado de granos en 2015 (abril-mayo), la cantidad de lluvia caida fue menor en comparacion
al afio anterior (Anexo 4). No obstante, las precipitaciones registradas durante los meses

anteriores de enero y febrero de 2015 (Tabla 2.1, Anexo 4), sugieren una mayor acumulacion
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de agua en el perfil del suelo y concomitantemente, mayor disponibilidad para el cultivo

insinuando ausencia de condiciones de estrés hidrico.
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Figura 3.22. Variaciones anuales individuales en el contenido de polifenoles totales (A),
antocianinas (B) y en la capacidad antioxidante (C y D) de las ocho progenies de medios
hermanos de maiz morado multiplicadas en 2014 y 2015

Al analizar el comportamiento individual de cada genotipo en el afio 2014 y en 2015, se

pudo observar que todas las progenies presentaron la misma tendencia tanto en el contenido de
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polifenoles y antocianinas (Figura 3.22 A y B), como en ambos mecanismos de capacidad
antioxidante (Figura 3.22 C y D). Esto puede explicar la baja contribucién de la interaccién
genotipo x afio a la variabilidad total obtenida (Tabla 3.29) en todas las caracteristicas

estudiadas.

RELACIONES ENTRE CARACTERES DE CALIDAD ANALIZADOS EN
LABORATORIO Y RASGOS ASOCIADOS AL RENDIMIENTO

Se presenta a continuacion una tabla de correlaciones donde se incluyeron todas las
caracteristicas analizadas en laboratorio y los rasgos asociados al rendimiento, realizada a partir
de los valores de ambos afios de estudio (2014 y 2015) (Tabla 3.31).

Tabla 3.31. Correlaciones entre caracteristicas quimicas de los granos analizadas en
laboratorio y rasgos asociados al rendimiento de progenies de medios hermanos de maiz
morado. Los coeficientes de correlacion se obtuvieron con los valores de ambos afios de (2014
y 2015)

PT Dig AT LP ANT POL FRAP ABTS NGM P100 Rto
PT 1

Dig 0,03 1
AT | -035% -0,32 1
LP 013 -0,58** -0,3 1

ANT 0,01 0,8** -0,45** 0,26 1

POL 004 0,78** -0,65** 0,26 0,89** 1

FRAP| -0,07 0,68** -0,64** 0,41* 0,8** 0,92** 1

ABTS| -0,21 0,8** -0,57** 0,39* 0,94** 0,97** 0,91** 1

NGM | -0,58** -0,26 0,53** -0,11 -0,38** -0,44** -0,4* -0,35* 1

P100 0,11 0,23 -0,41** 0,03 0,44** 0,59** 0,48** 0,56** -0,21* 1

Rto -0,06 -0,11 008 -005 -022 -0,11 -0,13 -0,24 0,69** 0,31* 1

Los asteriscos (* y **) indican correlaciones significativas (p<0,05 y p<0,01, respectivamente)

PT = proteina; Dig = digestibilidad in vitro de proteinas; AT = almiddn; LP = lipidos; ANT = antocianinas; POL = polifenoles;
FRAP = poder reductor; ABTS = capacidad atrapadora de radicales libre; NGM = nimero de granos por mazorca; P100 = peso
de 100 granos, Rto = rendimiento

206



Las asociaciones positivas encontradas entre el contenido de polifenoles totales y
antocianinas con los mecanismos de capacidad antioxidante, fueron citadas anteriormente

durante el analisis de dichas caracteristicas.

La digestibilidad in vitro de las proteinas correlaciond positivamente con el contenido
de polifenoles, antocianinas, y con ambos mecanismos de capacidad antioxidante (Tabla 3.31).
Cabe aclarar que la digestibilidad de las proteinas se determind en la harina luego de ser
sometida a coccion en agua. En cambio, las mediciones del contenido de polifenoles,
antocianinas y capacidad antioxidante se hicieron a partir de las extracciones realizadas sobre la
harina cruda. Varias investigaciones demostraron que las proteinas pueden unirse a los
polifenoles mediante interacciones principalmente hidrofdébicas no covalentes (Arts et al., 2002;
Frazier et al., 2010; Stojadinovic et al., 2013) y estabilizarse como puentes de hidrégeno
(Yuksel et al., 2010). Estas interacciones proteina-polifenol pueden cambiar la estructura de las
proteinas (Yuksel et al., 2010) y afectar sus propiedades funcionales, como la digestibilidad
(Petzke et al., 2005). Sin embargo, otros autores sugirieron que la capacidad de union de los
polifenoles a las proteinas depende de la estructura quimica del polifenol (Bravo, 1998). Los
fenoles de bajo peso molecular son incapaces de precipitar a las proteinas y se ha demostrado
que los oligdmeros deben contener al menos tres subunidades de flavonol para que la proteina
se precipite eficazmente (Hagerman, 1989). Urias-Peraldi et al. (2013) reportaron una
correlacién positiva entre la capacidad antioxidante y las proteinas solubles de los granos de
maiz morado. En relacion a esto, algunos estudios demostraron efectos positivos de las
interacciones proteinas-polifenoles. Ribnicky et al. (2014) reportaron mayor digestibilidad y
biodisponibilidad tanto de los polifenoles de Artemisia dracunculus como de las proteinas de
soja, presentes en forma de extractos o complejos proteicos. Stojadinovic et al. (2013) por su
parte, también sugirieron que las proteinas son buenos portadores de polifenoles en el tracto
gastrointestinal, ya que al unirse con las proteinas, pueden preservar su actividad antioxidante,
como fue demostrado en polifenoles de té verde (Von Staszewski et al., 2012). En este estudio

de tesis, al determinarse la digestibilidad en diferentes condiciones que los polifenoles,
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antocianinas y capacidad antioxidante, no se puede aseverar que estos compuestos mejoren la
digestibilidad proteica tal como son consumidos en un alimento elaborado. Si bien, numerosas
fuentes bibliograficas anteriormente citadas apoyan las correlaciones positivas encontradas en
esta tesis, cabe aclarar que todos los ensayos deberian realizarse posteriormente a la coccion de
la harina de maiz, para asegurar fehacientemente que los compuestos con capacidad antioxidante
favorecen la digestibilidad proteica. Del mismo modo, resulta fundamental evaluar la capacidad
antioxidante en condiciones reales de consumo y verificar el aporte de antioxidantes en la dieta

que puede tener un alimento elaborado.

El contenido de lipidos correlaciond positivamente con FRAP y ABTS (Tabla 3.31). Los
lipidos del grano de maiz se encuentran principalmente en el germen (Lambert et al., 1998), y
durante el almacenamiento de las harinas integrales pueden ocurrir diferentes transformaciones
que afecten su valor nutricional, debido a la produccién de compuestos volatiles que imparten
olores y sabores desagradables (Badui, 2006). La hidrdlisis de los lipidos en los granos
almacenados de maiz tiene lugar mucho mas rapido que la hidrélisis de las proteinas o de los
carbohidratos (Dhingra et al., 1998; Hernandez et al., 2009). Los lipidos pueden experimentar
procesos de degradacién oxidativa que conducen al aumento de productos de la peroxidacion
lipidica (Gorelik et al., 2013). La presencia de polifenoles puede generar un ambiente
antioxidante positivo o reaccionar con los productos dafiinos provenientes de la peroxidacion
de los lipidos (Jakobek, 2015). Las correlaciones positivas entre los lipidos y la capacidad
antioxidante obtenidas en esta tesis, podrian indicar que las condiciones de almacenamiento de
las harinas integrales previo a ser analizadas, pudieron haber inducido un ambiente oxidativo, y
consecuentemente, aumentar la capacidad antioxidante ante la presencia de los compuestos
fenolicos de los granos. Sin embargo, se requiere el desarrollo de ensayos mas especificos para

dar mayores evidencias sobre estos supuestos.

El contenido de almiddn correlacion6 negativamente con el de polifenoles totales y el de

antocianinas (Tabla 3.31). Los polifenoles y pigmentos antocianicos en maiz morado se asocian
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principalmente a las estructuras anatdmicas mas externas de la semilla, como la capa de aleurona
y el pericarpio (Ruiz-Torres et al., 2008; Salinas-Moreno et al., 2013), y de hecho, son los
principales compuestos que contribuyen al color visible de los granos (Del Pozo-Insfran et al.,
2006). El almidon en cambio, se ubica casi en su totalidad en el endosperma (Boyer y Hannah,
2001; Arendt y Emanuele, 2013). Por lo tanto, un mayor contenido de almidén, indica mayor
proporcion de endosperma y consecuentemente, menor proporcion de pericarpio y capa de
aleurona, implicando menor contenido de compuestos fenolicos. Esto podria explicar las
relaciones inversas entre el almidon con los polifenoles y las antocianinas observadas en esta
tesis (Tabla 3.31). En este sentido, Betran et al. (2001) indicaron que los granos méas pequefios
poseen una coloracion mas intensa, ya que la proporcion de capa de aleurona es mayor y los

pigmentos se encuentran menos diluidos por el endosperma amilaceo.

Los compuestos fendlicos forman interacciones no covalentes con el almiddon, que
implican puentes de hidrégeno, interacciones hidrofobicas, i6nicas y electroestaticas
(Bordenave et al., 2014). Estas interacciones pueden afectar en gran medida las propiedades
fisicoquimicas y nutricionales tanto del almidon como de los compuestos fendlicos de diversos
origenes, y dependen de la composicion quimica de ambos componentes, asi como de las
condiciones experimentales (Zhu, 2015; Amoako y Awika, 2016). Las fuertes interacciones no
covalentes polifenoles-almidon forman complejos insolubles que ademas pueden afectar la
funcionalidad de los polifenoles (Zhu, 2015; Camelo-Méndez et al., 2017). Las relaciones
inversas obtenidas en esta tesis entre el contenido de almidén y la actividad antioxidante (FRAP
y ABTS) en maiz morado (Tabla 3.31), podrian indicar que las interacciones formadas entre el

almidon con los polifenoles pueden causar una disminucién de la capacidad antioxidante.

El nimero de granos por mazorca (NGM) correlacion6 positivamente con el contenido
de almidon y negativamente con el contenido de proteina (Tabla 3.31). Un mayor NGM
implicaria proporcionalmente mayor cantidad de almidon debido a que conforma mas del 80 %

del peso de los granos (Boyer y Hannah, 2001), y por lo tanto, la relacion proteina/almidén es
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menor. La disminucion del peso de los granos ante mayores cantidades de granos por mazorca
fue demostrada en varias investigaciones (Kiniry et al., 1990; Borras y Otegui, 2001; Cirilo et
al., 2011). De hecho, la correlacion negativa obtenida entre el nimero y el peso de los granos,
podria indicar que el aumento del contenido de almiddn por mayor nimero de granos, implica
menor peso de los mismos, lo que se vio reflejado en la relacion inversa encontrada entre el
almidon y el peso de los granos. Del mismo modo, las correlaciones negativas observadas entre
el NGM con los polifenoles, antocianinas y capacidad antioxidante (Tabla 3.31), podria indicar
que mayor cantidad de granos implicaria mayor relacién endosperma/pericarpio, consistente a
la correlacién positiva obtenida entre el NGM con el almidén (r = 0,53; p<0,05), por lo que el
contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante disminuye. De igual manera, la
relacion inversa entre el peso de los granos y el almidon, sugeriria que el mayor peso de los
granos podria implicar alta proporcién de capas externas de los mismos y menos endosperma,
manifestandose en las correlaciones positivas obtenidas entre el P100 y el contenido de
polifenoles, antocianinas y capacidad antioxidante (Tabla 3.31), ya que estos componentes se

depositan principalmente en el pericarpio y capa de aleurona.

Finalmente, no se observaron correlaciones significativas entre el rendimiento y el
contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de los granos. Esto coincide con
Jing et al. (2007), quienes no encontraron una relacion directa entre el rendimiento en
antocianinas con los mayores rendimientos en grano de 18 variedades de maiz morado peruanas

evaluadas en distintos ambientes.
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ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Se realizé un Analisis de Componentes Principales (ACP) con el objetivo de representar

en un gréafico biplot las caracteristicas estudiadas en todas las progenies.

Anélisis de Componentes Principales

5,004

2,50+

CP2(21,4%)
o
o
o

-2,50

T
-5,00 -2,50 0,00 250 5,00
CP 1(55.3%)

. Progenies —O—Variables

Figura 3.23. Grafico biplot resultado del Anélisis de Componentes Principales en maiz
morado. Genotipos: P = progenies de maiz morado. Variables: AT = almidon total; PT =
proteina total; Dig = digestibilidad in vitro de proteinas; LP = lipidos; ANT = antocianinas;
ABTS = capacidad antiradicalaria; FRAP = poder reductor; P100 = peso de 100 granos; NGM
= nlmero de granos por mazorca; Rto = rendimiento.
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Los caracteres mostrados en el biplot (Figura 3.23) formaron nuevas componentes
principales (CP1 y CP2) que explican el 76,7 % de la variabilidad total analizada en los
genotipos morados. Los rasgos que mas permitieron diferenciar a los genotipos segun la CP1
(que indica el 55,3 % de la variabilidad total), fueron el contenido de antocianinas (e = 0,38) y
la capacidad antioxidante tanto por FRAP (e = 0,38) y ABTS (e = 0,39), ubicados hacia la
derecha del gréfico; y el contenido de almidon (e = -0,38) y nimero de granos por mazorca (e
=-0,34), cuyas ubicaciones en el plano fueron opuestas a las anteriores (Figura 3.23). Segun la
CP2 (21,4 % de la variabilidad total), las variables que mas diferencias mostraron entre
genotipos fueron el rendimiento (e = 0,60), y ubicada de manera opuesta en el plano, el

contenido de proteina (e = -0,56).

De manera general, se observé que (segun la CP1) las caracteristicas de calidad de los
granos, como el contenido de antocianinas, la capacidad antioxidante y la digestibilidad in vitro
de las proteinas, estuvieron fuertemente correlacionadas entre si y se asociaron a mayores pesos
de 100 granos. Sin embargo, se ubicaron de manera opuesta al nUmero de granos por mazorca
y al rendimiento. Segun la CP2, las progenies que presentaron mayores rendimientos, tuvieron
menor contenido de proteina. Sin embargo, no se obtuvieron correlaciones significativas entre
estas dos variables (Tabla 3.31).

Al observar las posiciones en el plano de los genotipos, las progenies P13 y P14
presentaron mayores nimeros de granos por mazorca y rendimientos, pero mostraron menor
contenido de antocianinas, capacidad antioxidante y digestibilidad de proteinas, que conforman
caracteres de calidad de los granos. De manera contraria, la P12 sobresalié por sus mayores
contenidos de antocianinas, capacidad antioxidante y digestibilidad, pero mostraron menor
rendimiento. Del mismo modo, las P3 y P8 presentaron el mayor contenido de almidén, y la P11

el de proteina, y se ubicaron de manera opuesta al nimero de granos por mazorca y rendimiento.

212



CONCLUSIONES PARCIALES

Las diferencias mostradas por los genotipos analizados sugieren la existencia de
variabilidad en las caracteristicas de los materiales genéticos estudiados en esta tesis.

La composicion centesimal de las harinas de maiz morado no mostré grandes diferencias
al maiz blanco, pisingallo y opaco-2. La principal caracteristica diferencial del maiz morado fue
su alto contenido de compuestos fendlicos, especialmente las antocianinas, asi como la mayor

capacidad antioxidante en relacion a los genotipos no-morados usados como controles.

La mayor contribucion de la varianza genética a la variabilidad total obtenida en el
contenido de polifenoles, antocianinas y la capacidad antioxidante indicaria que las diferencias
observadas se debieron principalmente al genotipo. Esto resulta de un gran aporte a la mejora
genética de estos rasgos dado que la evaluacion de progenies de medios hermanos aprovecha
los efectos aditivos de la poblacién original analizada. Sin embargo, las variaciones anuales
entre las progenies, y en especial la mayor contribucion del efecto del afio mostrada por las
antocianinas, indica que estos compuestos pudieron haber sido mas sensibles a las condiciones
ambientales de estrés como las altas temperaturas registradas durante el periodo de llenado de

los granos en el afio 2015.

Las asociaciones positivas encontradas entre los polifenoles y la capacidad antioxidante
con la mayor digestibilidad in vitro de las proteinas, sugiere un efecto sinérgico positivo de las
propiedades de ambos componentes, que conlleva a un mayor valor nutritivo de los mismos. Sin
embargo, ambas caracteristicas deberian determinarse bajo las mismas condiciones

experimentales (en harina cocida) para asegurar fehacientemente este supuesto. Del mismo
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modo, las asociaciones positivas halladas entre la capacidad antioxidante de los compuestos
fenolicos de los granos con los lipidos sugeririan un ambiente antioxidante beneficioso para la
harina integral luego del almacenamiento. Sin embargo, es necesario profundizar con estudios
mas especificos para comprobar la oxidacion de los lipidos en presencia de compuestos

antioxidantes.

El andlisis de componentes principales indicé que los genotipos que presentaron mejores
caracteristicas de calidad de los granos, como el contenido de antocianinas, capacidad
antioxidante y la digestibilidad de proteinas, estuvieron asociados negativamente con el
rendimiento. No obstante, la fuerte dependencia del genotipo de los compuestos fenolicos y la
capacidad antioxidante del maiz morado, indica que estas caracteristicas se adaptarian

eficientemente a diferentes planes de seleccion recurrente para el mejoramiento poblacional.

Las diferencias obtenidas entre las progenies individuales permiten la identificacion de
genotipos con mayor contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante para dar
continuidad al proceso de mejora genética, y luego de varios ciclos de seleccion, evaluacion y
recombinacion, lograr el desarrollo de variedades mejoradas en cuanto a sus compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante. Esto seria de gran impacto para la produccion de materia
prima para la industria de alimentos con propiedades funcionales que aporten beneficios a la

salud.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES GENERALES

La seleccion y evaluacion individual realizada en esta tesis, permitio identificar
progenies de medios hermanos de maiz opaco-2 y morado con diferencias en la composicién

quimica de los granos.

En maiz opaco-2, el menor contenido de zeinas demostré mayor contenido de lisina,
indicando que el contenido de zeinas en relacion a las otras fracciones proteicas, es un rasgo

eficiente para la identificacion de genotipos con mayor calidad proteica de los granos.

En maiz morado, los genotipos que mostraron mayor contenido de compuestos fenélicos
presentaron mayor capacidad antioxidante. Esto evidencia las caracteristicas de calidad
diferenciada de los granos en el material genético analizado en esta investigacién en relacion al

maiz tradicional.

Las caracteristicas y propiedades del almidon del maiz opaco-2, indican que estos
genotipos poseen aptitud para diferentes usos en alimentos procesados, y son relevantes desde

el punto de vista nutricional debido a su mejor calidad proteica.
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Las diferencias obtenidas en los rendimientos de las progenies individuales tanto en maiz
opaco-2 como en morado, indican una respuesta adaptativa diferencial a las condiciones

ambientales en que fueron desarrolladas.

La mayor contribucién de la varianza de la interaccion genotipo x afio observada en los
caracteres a campo en maiz morado, induce la necesidad de realizar futuros ciclos de seleccion,
recombinacién y evaluacién para verificar su performance en términos de adaptabilidad ante
condiciones climaticas cambiantes y de manejo especificas, contribuyendo favorablemente a la

seleccidn de los individuos que muestren mejor comportamiento en la zona de estudio.

La mayor contribucion de la varianza genética a la variabilidad total obtenida en la
mayoria de las caracteristicas quimicas de los granos, sugieren un mayor efecto del genotipo.
Sin embargo, se requieren de analisis mediante experimentos con mayor cantidad de ambientes
y mayor tamafio de muestra para dar inferencias méas consistentes de los efectos genéticos de
estos rasgos, ya que las contribuciones de las varianzas del afio y de la interaccion genotipo x
afio mostradas por algunas caracteristicas en este estudio de tesis, evidencian influencia

ambiental.

Los resultados de este trabajo de tesis permitieron identificar genotipos con
caracteristicas nutricionales mejoradas en relacion a la calidad proteica en el caso del maiz
opaco-2 y con mayor contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en el caso
del maiz morado. Estos hallazgos permitiran dar continuidad al proceso de mejoramiento
genético de estos materiales.
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La caracterizacion fisico-quimica de los granos de maiz opaco-2 y morado, y el analisis
del comportamiento de sus componentes como almiddn, proteinas y compuestos antioxidantes
durante el procesamiento, permitid identificar genotipos con propiedades méas adecuadas para
la obtencion de alimentos con un perfil nutricional mejorado. Paralelamente, estos resultados
representan un aporte para la mejora genética de estos rasgos mediante sucesivos ciclos de
seleccién, recombinacion y evaluacion para el desarrollo de nuevas variedades mejoradas en

caracteristicas nutricionales.

APORTES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Las diferencias en la composicion quimica de los granos de las progenies de maiz opaco-
2 y morado encontradas en este trabajo de tesis, indicarian que la seleccion mediante familias
de medios hermanos podria ser un método adecuado para el mejoramiento de la calidad
nutricional de los granos de estos maices. Esto resulta en un gran aporte desde el punto de vista
de la mejora genética, debido a que la evaluacion realizada mediante prueba de progenies,
enfatiza principalmente los efectos aditivos de los rasgos evaluados dentro de la poblacion
original de ambos tipos varietales, lo que resulta favorable al momento de fijar dichos caracteres
mediante la seleccion de los mejores individuos. De hecho, la identificacién de los genotipos
con mejores propiedades en cuanto a calidad proteica y contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante, conformarian la base para un nuevo ciclo de seleccion recurrente con

un incremento de las frecuencias génicas favorables en caracteristicas de calidad de los granos.

Si bien hay varios reportes que confirman que existe un mayor contenido de lisina en
maiz mutante opaco-2, en esta tesis se evalud y corroboré dicha caracteristica en las progenies

estudiadas. Ademas, se evaluaron otras propiedades relacionadas con el almidon, que son pocos
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los reportes existentes sobre las caracteristicas y funcionalidad de este compuesto en maices

opacos.

Los resultados de esta investigacion son pertinentes para futuras investigaciones basadas
en la elaboracion de alimentos con un perfil nutricional mejorado. En el caso de maiz opaco-2,
resulta mas apto para la obtencidn de harina debido al tipo de endospema que poseen los granos,
y por lo tanto, la elaboracion de productos ricos en almidén contribuiria ademas en alimentos
mejorados en su calidad proteica por su alto contenido de lisina. En el caso de maiz morado, se
posibilitard la elaboracion de alimentos con propiedades funcionales debido a su mayor

contenido de compuestos bioactivos con mayor actividad antioxidante.

No obstante, desde este punto de vista nutricional, se requieren de estudios basados en
la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de estos componentes para ser aprovechados por el
organismo, ya que, si bien la materia prima posee caracteristicas nutricionales diferenciales a
otro tipo de maiz, los procesos de elaboracion de alimentos pueden alterar las propiedades

funcionales de estos componentes, y afectar su biodisponibilidad.

Desde el punto de vista del mejoramiento a mediano plazo, esta investigacion genera un
gran aporte para el desarrollo de cultivares de polinizacion libre mejoradas en rasgos de calidad
nutricional mediante sucesivos ciclos de seleccion recurrente. El logro de este tipo de variedades
contribuiria al desarrollo econémico y social de pequefios productores que no tienen acceso a
semillas hibridas convencionales, debido al alto costo que representan en los sistemas de
produccion agricola. Por otro lado, se abre la posibilidad de insercién en el mercado de
variedades con caracteristicas de calidad diferencial, debido a las propiedades nutricionales

particulares que presentan estos genotipos, avalados cientificamente mediante esta tesis.
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Del mismo modo, estos materiales podrian representar la base para el mejoramiento a
largo plazo, que impliquen el desarrollo de lineas endocriadas para la obtencion de hibridos que
demuestren una respuesta heterotica en rendimiento, con caracteristicas de calidad diferenciada
de los granos. De hecho, las fuertes contribuciones genéticas de estos rasgos de calidad,
favorecerian el proceso de endocria de las lineas parentales de hibridos.

Desde el punto de vista industrial, la obtencion de nuevas variedades con estos maices
abre un gran panorama de posibilidades para el desarrollo de alimentos con propiedades
funcionales, y de este modo, las industrias se favorecerian econémicamente por ser un mercado
diferencial, y socialmente por producir alimentos que beneficien la salud de los consumidores,

como principal factor que contribuye a la calidad agroalimentaria.

Este enfoque ademas, contribuiria a un mayor valor agregado y eventualmente, nuevas

perspectivas para el uso de estos tipos de maices especiales.
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ANEXO 1

Temperaturas minimas y maximas diarias durante los meses de
abril y mayo (periodo de llenado de granos) de los afos de cultivo
de maiz opaco-2 (2012 y 2013)
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Figura 1. Temperaturas minimas y maximas diarias de abril de 2012 y 2013
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ANEXO 2

Precipitaciones acumuladas durante los ciclos de cultivo de maiz
opaco-2 (2012 y 2013)

256



Precipitaciones acumuladas por quincena (gna) durante los meses
de cultivo de maiz opaco-2 (2012 y 2013)
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ANEXO 3

Temperaturas minimas y maximas diarias durante los meses de
abril y mayo (periodo de llenado de granos) de los afos de cultivo
de maiz morado (2014 y 2015)
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ANEXO 4

Precipitaciones acumuladas durante los ciclos de cultivo de maiz
morado (2014 y 2015)

261



Precipitaciones acumuladas por quincena (gna) durante los meses
de cultivo de maiz morado (2014 y 2015)
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