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EVALUATION OF THE POTENTIAL OF MAIZE GERMPLASM IN THE PRODUCTION OF
RESIDUAL BIOMASS FOR SECOND-GENERATION BIOETHANOL

ABSTRACT

This study evaluated the genetic potential of eight native Argentine maize populations
as sources of favorable alleles for second-generation (2G) bioethanol production. The
research addresses the need to diversify the narrow genetic base of commercial hybrids,
traditionally focused on grain, to improve lignocellulosic biomass traits. Through crosses
among eight landraces with four elite inbred lines, evaluated in diverse environments,
parameters such as dry matter yield, cellulose and hemicellulose content, as well as
theoretical potential bioethanol yield (RTPB) were determined. The results revealed
significant genetic variability and combining ability effects for all bioenergetic variables.
Specific crosses, such as ARZM 06020 x B73 and ARZM 17035 x B73, outperformed
commercial controls in biomass production and TPB. The populations ARZM 03014,
ARZM 04062, and ARZM 06020 stood out as the most promising donors of favorable
dominant alleles according to the Iply, UBND, and PTC estimators. It is concluded that
native landraces constitute a highly competitive alternative for breeding programs
aimed at bioenergy, allowing for the maintenance of production levels equivalent to
commercial levels and increasing the genetic variability in a production essential for
energy sustainability.
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INTRODUCCION

La creciente demanda global de energias renovables y la necesidad de mitigar los
efectos del cambio climatico han impulsado el desarrollo de biocombustibles
sostenibles, posicionando al bioetanol de segunda generacidn (2G) como una alternativa
altamente estratégica. A diferencia del bioetanol de primera generacién, el 2G se
producen a partir de biomasa lignocelulésica residual posterior a la cosecha de grano,
evitando la competencia de drea dedicada a la produccién alimentaria y agregando
valor a los residuos agricolas. En este contexto, el rastrojo de maiz representa una de las
fuentes de materia prima mas abundantes, accesibles y estables en las regiones
agricolas de Argentina.
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La eficiencia de la conversién industrial de rastrojo a biocombustible esta
sometida tanto a la productividad fisica por hectdrea como a la composicion de la
pared celular. Parametros como el rendimiento de rastrojo, el contenido de azucares
estructurales (celulosa y hemicelulosa) y los niveles de lignina inciden en el
Rendimiento Tedrico Potencial de Bioetanol. Dado que los caracteres involucrados son
de naturaleza cuantitativa, se encuentran regulados por una compleja arquitectura
genética y exhiben una marcada susceptibilidad a las variaciones ambientales,
manifestando interacciones genotipo x ambiente que modifican la estabilidad de Ila
produccidn y las proporciones estructurales del tejido a través de diferentes
localidades y campafias.

Frente a la estrecha base genética de los hibridos comerciales modernos,
seleccionados casi exclusivamente para rendimiento de grano, los bancos de
germoplasma que poseen poblaciones locales, surgen como reservorios de variabilidad
genética de caracteres relacionados a la aptitud bioenergética. Sin embargo, la
introgresion eficiente de este germoplasma exético o local en programas de
mejoramiento de lineas élite requiere conocer parametros genéticos para la seleccion
de poblaciones locales que contengan alelos favorables no presentes en germoplasma
elite.

El objetivo general de este trabajo es evaluar el potencial genético de ocho
poblaciones nativas de maiz provenientes del Banco de Germoplasma del INTA
Pergamino, en cruzamiento con cuatro lineas endocriadas élite (representantes de los
patrones heterdticos dentados y colorados duros), para identificar donantes de alelos
favorables y establecer estrategias de introgresién eficientes para maximizar la
produccidn de bioetanol 2G.
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MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron ocho poblaciones de maiz del Banco de Germoplasma del INTA (EEA
Pergamino) denominadas ARZM 01073 (P1), ARZM 02023 (P2), ARZM 03014 (P3),
ARZM 04062 (P4), ARZM 06020 (P5), ARZM 07-134 (P6), ARZM 14-103 (P7) y ARZM 17-
035 (P8) para estimar su potencial en produccion y calidad de biomasa y rendimiento
tedrico de bioetanol. Las poblaciones se cruzaron con cuatro lineas endocriadas, dos
de tipo dentado B73 (L1) y MO17 (L4) y dos de tipo colorado duro, LP612 (L3) y LP122-
2 (L2), generando cruzas poblacidon x probador, hibridos entre lineas y comparaciones
con hibridos comerciales.

Los materiales fueron evaluados en dos localidades de la provincia de Buenos
Aires (Virrey del Pino y Vicente Casares) durante dos campafias 2008/2009 vy
2009/2010, bajo un disefio en bloques completos aleatorizados con tres repeticiones.
Se determind el rendimiento de materia seca de cafia mas hoja (RMSC+H), contenido y
porcentaje de celulosa y hemicelulosa (CC, CH. %C y %H), y se estimd el rendimiento
tedrico potencial de bioetanol (RTPB) mediante la formula RTPB (L/ha) = [celulosa (%)
hemicelulosa (%)] * RMS C+H (t/ha) * 1,11 * 0,85 * 0,51 * 0,85 * 1000

0,79

donde: RTPB es el rendimiento tedrico potencial de bioetanol en |/ha. RMS C+H es
el rendimiento de meteria seca de cafia mas hoja en t/ha. 1,11 es el factor de conversion
de celulosa y hemicelulosa en azlcar. 0,85 es la eficiencia del pasaje de celulosa y

. INTA
7B ——r
- ¥
nstitute Naeional de
Argentina

AIANBA agroactiva

o8 s
AENGHGS DEL MOATE DF B A5,




Xl

50 ANOS CONGRESO
G“ PENSANDO | NACIONAL

EL FUTURO DE MAIZ
hemicelulosa en azucar. 0,51 es el factor de conversiéon de azucar en etanol. 0,85 es la
eficiencia del pasaje de azucar en etanol y 0,79 es el peso especifico del etanol en g/ml.
Esta estimacion se basa en las eficiencias estequiométricas tedricas de conversion de
azucares estructurales a etanol, siguiendo los lineamientos del Departamento de
Energia de EE.UU. (USDOE) descritos por Lorenz et al. (2009). El peso total de cada
parcela y el porcentaje de materia seca permitieron estimar el rendimiento de biomasa
residual y el contenido lignocelulésico (celulosa, hemicelulosa y lignina). Estos
componentes se determinaron mediante espectroscopia NIRS, utilizando la curva de
calibracién desarrollada por el laboratorio de Cereales y Forrajes de la FCA-UNLZ,
segln Bertoia y Aulicino (2014).

Se realizaron andlisis de varianza combinados mediante un modelo mixto,
considerando genotipos como efectos fijos y ambientes como aleatorios, utilizando el
programa GENES (versién 2013.5.1). Para la estimacion de los pardmetros genéticos, se
empled el Andlisis Dialélico Combinado Parcial basado en los principios de Griffing
(1956). Este analisis implicé la presencia de p progenitores correspondientes a un grupo
(Grupo | = Poblaciones nativas) y g progenitores correspondientes a otro (Grupo Il =
Lineas), entre los cuales se producen p x g combinaciones hibridas (Cruz y Regazzi,
1994). El modelo estadistico para el andlisis combinado a través de ambientes se
describe mediante la siguiente ecuacién:

Vi =+ au+gi+ g;+ s+ (ag)u + (ag)i + s + (as)i + i

Donde: Yji: Valor observado del cruce entre el progenitor iy j en el ambiente /. u:
Media general. a: Efecto del I-ésimo ambiente. g;, g;: Efectos de la Aptitud Combinatoria
General (ACG) para los progenitores iy j. sj: Efecto de la Aptitud Combinatoria Especifica
(ACE) para el cruce entre iy j. (ag), (as): Interacciones de la ACG y ACE con el ambiente,
respectivamente y ejw: Error experimental. La comparacién de medias se efectué con
InfoStat (versidn 2020p).

La seleccién de poblaciones donantes se basé en la metodologia de Dudley
(1987), que estima la frecuencia de alelos favorables presentes en una poblacion y
ausentes en un hibrido élite, a partir de medias de cruzamientos y lineas per se. Este
enfoque permite identificar loci de interés para introgresién, determinar la linea
parental mas adecuada para el cruzamiento (mediante la relacién poblacién-linea, RPL)
y definir la estrategia de mejoramiento posterior (autofecundacion o
retrocruzamiento). Segun la frecuencia relativa de alelos favorables, también se estimo
el Limite superior minimo (UBND) propuesto por Gerloff y Smith (1988) que estima el
limite superior del nimero relativo de alelos favorables dominantes que una poblacién
donante puede aportar y que estan ausentes en los progenitores de un hibrido y el
Predictor de cruzamiento de tres vias (PTC) propuesto por Hallauer y Miranda Filho
(1988) que predice el comportamiento de una cruza de tres vias que involucra a una
poblacién donante y a las dos lineas progenitoras de un hibrido simple de referencia.

Ademas, se utilizé el estadistico net improvement (NI) propuesto por Bernardo
(1990), que estima la ganancia neta esperada de alelos favorables. Todos los
estimadores fueron calculados mediante un programa desarrollado en SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION
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El andlisis de varianza combinado mostré efectos significativos (p < 0,05) de
genotipo, ambiente e interaccidon genotipo x ambiente para RMS C+H, CC, CH, %H vy
RTPB, indicando variabilidad genética y comportamiento diferencial segin ambiente,
excepto %C.

El analisis dialélico combinado mostré diferencias altamente significativas (p <
0,01) para la ACG | en todas las variables evaluadas. La ACG Il, la ACE y sus
interacciones con el ambiente fueron significativas (p < 0,05) para algunas variables,
mientras que para %Cy %H no hubo efectos significativos.

Tabla 1. Medias para las 6 variables para las poblaciones nativas, los cruzamientos poblacion nativa x
linea, linea x linea, testigos comerciales a través de cuatro ambientes. La codificacion asignada fue
P1=ARZM01073, P2=ARZM02023, P3=ARZM03014, P4=ARZMO04062, P5=ARZM06020, P6=ARZM07134,
P7=ARZM14103 y P8=ARZM17035 para las poblaciones nativas; L1=B73, L2=LP122-2, L3=LP612 vy
L4=Mo17 para las lineas y los testigos comerciales para el primer grupo homogéneo.

Genotipo Medias Genotipo Medias Genotipo Medias = Genotipo = Medias = Genotipo Medias Genotipo Medias

L3xL2 10915,03  L3xL2 3237,82 P8xL1 3001,45  L2xL4 31,87 P1xL3 28,81 L3xL2 3224,82
P5xL1 10597,72  P5xL1 3202,09 L3xL2 2990,93  L3xL4 31,07 P1XL2 28,75 P5xL1 3195,26
P8xL1 10590,31 = P8xL1 3156,82 P5xL1 2969,57 = P2xL3 30,91 P1xL4 28,67 P8xL1 3188,32
Testigo 10267,08 = P3xL2 3095,89 P3xL2 2874,66  P1xL3 30,74 P6xL3 28,55 P3xL2 3091,14
P4xL1 10266,25  L3xL4 3038,56 P4xL1 2861,52 = P2xL2 30,7 L3xL4 28,52 P4xL1 3045,77
P3xL2 10145,33  P4xL1 3021,41 Testigo 2809,56  P2xL4 30,62 P3xL3 28,4 L3xL4 3017,2
P8xL2 9811,66 P5xL2 2947,34 L3xL4 2789,17 @ P2 30,59 Testigo 28,37 Testigo 2970,21
P5xL2 9797,12 Testigo 2927,41 P8xL2 2774,14  P7xL4 30,46 P6 28,32 P8xL2 2935,76
P4xL3 9794,11 P1xL3 2903,37 P1xL3 2726,55  P1xL4 30,44 P7xL3 28,31 P5xL2 2922,46
P3xL2 9725,71 P8xL2 2896,29 P4xL3 2708,89  P6xL4 30,42 P6xL2 28,31 P1xL3 2914,78

Valor critico de LSD 5%, DMS para RMS C+H, CC, CH, %C, %H y RTPB es 1454,40,

454,67,422,02, 1,52, 0,96 y 445,87 respectivamente.
El analisis de comparacion de medias (tabla 1) reveld que el primer grupo homogéneo
de cruzamientos no presentd diferencias estadisticas significativas (p > 0.05) respecto al
testigo comercial de mayor desempefio, para las variables de rendimiento y biomasa
(RMS C+H, CC, CH y RTPB).

En cuanto a la aptitud combinatoria (datos no mostrados) de los parentales, se
observé una especializacidon clara segun la variable evaluada, las lineas L1 y L2, en
combinacién con las poblaciones P8, P5 y P3, obtuvieron las medias mas altas en RMS
C+H, CC y CH y RTPB. Se destacaron particularmente los cruzamientos P5xL1 y P8xL1,
que superaron a los testigos y a los cruces LxL. Para %C y %H, las mejores respuestas se
obtuvieron con las lineas L3 y L4 y las poblaciones P1 y P2, siendo los cruzamientos
P2xL3 y P1xL3 los de mayor media registrada. El cruzamiento P1xL3 exhibid los mayores
efectos de ACE para RMS C+H, CC, CH y RTPB. La superioridad observada en algunas
cruzas que involucran poblaciones nativas frente a testigos comerciales, indica el
potencial del germoplasma evaluado. Histéricamente, los programas de mejoramiento
de lineas élite se han centrado en maximizar el indice de cosecha y la resistencia al
vuelco (Barten et al., 2022). Esta presidon de seleccién ha resultado en tallos altamente
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lignificados y con una matriz lignoceluldsica recalcitrante, limitando la accesibilidad
enzimatica (Zoghlami & Paés, 2019). Por el contrario, las poblaciones nativas
evaluadas, al no haber estado sometidas a esta estricta seleccion por arquitectura de
planta en altas densidades, conservan una mayor proporcion de biomasa vegetativa vy,
por ende, paredes celulares con enlaces de lignina menos complejos, lo que favorece
un mayor contenido relativo de celulosa y hemicelulosa disponible (Wang et al., 2025).
Lorenz et al. (2009) reportaron rendimientos tedricos de etanol a partir de rastrojo de
maiz que oscilan entre 2000 y 3500 L/ha dependiendo de la interaccidon genotipo-
ambiente. El hecho de que las cruzas nativas alcancen el limite superior del rango de
produccidn de bioetanol indica que la introgresién de alelos exdticos no generd una
penalidad detectable en la conversidon de la biomasa a bioetanol. Los efectos de ACE
mas significativos para %C y %H se observaron en los cruzamientos P6xL4 y P2xL3. Las
poblaciones P4 y P8 mostraron una ACG superior para biomasa y rendimiento de
bioetanol, con mayor estabilidad al interactuar con la linea L1, resultando en los
mayores efectos de ACE.

Tabla 2. Numero relativos de alelos favorables dominantes (/plu), ganancia neta (NI), limite superior
minimo (UBND) y predictor de cruzamiento de tres vias (PTC) previsto de ocho poblaciones locales de
maiz para rendimiento de materia seca de cafia + hoja (RMSC+H) y rendimiento tedrico potencial de
bioetanol (RTPB) en cuatro ambientes para cada hibrido objetivo LP612 x LP122-2.

RSMC+H RTPB RSMC+H RTPB RSMC+H RTPB RSMC+H RTPB
-0.27 -0.04 -0.78 -0.24 2.8 1.18 8.61 2.68
-1.11* -0.31 -1.88 -0.59 0.91 0.49 6.37 2.14
0.5 0.13 -1.04 -0.32 2.81 1.02 9.49 2.96
0.2 0.11 -0.56  -0.17 3.5 1.31 9.51 2.96
0.31 0.14 -1.06  -0.33 2.34 1 9.3 2.9
-0.57 -0.13 -1.29 -0.4 1.88 0.86 7.94 2.47
-0.32 -0.03 -1.14 -0.36 2.6 0.95 8.42 2.62
0.31 0.13 -1.15  -0.36 2.58 0.95 9.21 2.87

En concordancia con lo informado por Garcia Stepien (2020), quien identifico
variabilidad entre poblaciones locales de maiz argentino para el rendimiento de
biomasa, la calidad de la fraccidn vegetativa y la produccidon potencial de bioetanol
lignocelulésico, las poblaciones ARZM 03014 y ARZM 06020 se destacaron como los
donantes mas prometedores en el presente estudio. Ambas mostraron valores altos y
positivos para RMSC+H y RTPB, lo que sugiere la presencia de alelos favorables para
estos caracteres. ARZM 04062 y ARZM 017-035 también presentaron buen
comportamiento, especialmente para RMSC+H y RTPB, mientras que ARZM 02023
mostrd el menor potencial. ARZM 03014 tiene el valor mas alto de Iplu para RMSC+H
(0.50) y CH (0.18), pero todas las poblaciones tienen valores negativos para NI, siendo
ARZM 04062 la menos negativa. ARZM 04062 presenta altos valores en RMSC+H (305)
y RTPB (1.31) para UBND. En PTC, ARZM 04062 también tiene la prediccion mas alta
para RMSC+H (9.51) y RTPB (2.96); ARZM 03014 muestra predicciones similares en
RMSC+H (9.49) y RTPB (2.96).
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Tabla 3. Numero relativos de alelos favorables dominantes (/plu), ganancia neta (NI), limite superior
minimo (UBND) y predictor de cruzamiento de tres vias (PTC) previsto de ocho poblaciones locales de
maiz para rendimiento de materia seca de cafia + hoja (RMSC+H) y rendimiento tedrico potencial de
bioetanol (RTPB) en cuatro ambientes para cada hibrido objetivo LP612 x Mo17.

RSMC+H RTPB RSMC+H RTPB RSMC+H RTPB RSMC+H RTPB
0.12 -0.04 -0.4 -0.05 337 -176.92 8.77 2.46
-0.35 -0.09 -1.28* -041 112 -177.63 7.05 2.15
0.49 0.12 -0.44 -0.2 281 -177.21 8.81 2.61
0.85* 0.25 0.06 -0.06 432 -176.95 10.28 285
0.51 0.14 -0.46 -0.19 276 -177.2 8.75 2.61
0.44 0.14 -0.69 -0.26 2.3 -177.34  8.65 2.63
0.42 0.12 -0.54 -0.21 2.6 -177.25  8.56 2.58
0.59 0.16 -0.55 -0.23 258 -177.28 8.9 2.68

La poblacion ARZM 04062 se destaca al tener los valores mas altos en las
variables RMSC+H (0.85) y RTPB (0.25). La poblacién ARZM 17-035 tiene valores de
0.59 en RMSC+H y 0.16 en RTPB. ARZM 06020 muestra 0.51 en RMSC+H y 0.14 en
RTPB. La poblacion ARZM 02023 tiene todos los valores negativos en las cuatro
variables. Para NI, ARZM 04062 tiene los valores menos negativos y un valor positivo
(0.06) para RTPB. En UBND, ARZM 04062 también tiene el valor mas alto en RMSC+H
(4.32), aunque los valores de RTPB son negativos. Las poblaciones ARZM 01073 y ARZM
04062 son las menos negativas en estas variables. ARZM 04062 se destaca también en
PTC para ambas variables, seguida de ARZM 17-035.

Asimismo, la independencia o baja correlacién frecuentemente observada entre
la produccién de biomasa (RMS C+H) y la proporcidon de sus componentes de pared
celular (%C y %H) explicaria por qué los efectos de ACE y las interacciones con el
ambiente fueron significativos para el rendimiento volumétrico, pero mucho mas
estables para los porcentajes estructurales (Lopez-Malvar et al., 2022). Esto indica que
la mejora genética para bioetanol de segunda generacion debe enfocarse en maximizar
la acumulacién de materia seca sin detrimento de la calidad lignoceluldsica. Las
poblaciones ARZM 04062 y ARZM 03014 demuestran poseer alelos dominantes
favorables aun no explotados en el germoplasma comercial.

Tabla 4. Valores de relacién poblacion x linea [(12 x Py) — (11 x Py) + %(l1 — 12)] y diferencia entre el
numero relativo de alelos favorables dominantes (Iply) y la frecuencia de alelos recesivos (jgju o kgkp)
para rendimiento de materia seca de cafia + hoja (RMSC+H) y rendimiento tedrico potencial de bioetanol
(RTPB) de las ocho poblaciones locales de maiz para dos hibridos de maiz que se mejoran en cuatro
ambientes.

[(lxPy)=(lixPy) +%(li—)]a Iplu-(jajuokaku) b [(l2xPy)=(lixPy) +%(li—)]c lplu- (joju o kgky) d

RMSC+H RTPB RMSC+H RTPB RMSC+H RTPB  RMSC+H RTPB

$ = o
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ARZMO01073 | 2,16 066  -078 0,24 1,93 078 044 047
‘ARZM02023 | 2,21 038 1,88  -0,59 0,34 004 094 -0,46
(ARZM 03014 0,64 0,22 0,08  -0,04 0,22 005 021 -0,12
‘ARZMO4062 |  -1,23 037 05 017 11,29 001 009 -0,08
(ARZMO06020 | 0,33 012 045 -0,14 0,43 003 045 -0,11
|ARZM 07134 | -1,45 044  -1,03 032 0,62 034 024 -0,09
ARZM 14103 -11 033  -114 036 0,17 007 046 -0,15
(ARZM17:035 | 0,53 018  -1,14  -0,27 1,3 032 02 -007

3Los valores positivos indican una relacion mas cercana con LP612 y los valores negativos indican una relacién mas cercana con LP122-2.
bigju cuando [(I; x Py) — (I3 x Py) + %(l; - 1,)] es positivo (LP612 debe mejorarse); kgku cuando es negativo (LP122-2 debe mejorarse)
cLos valores positivos indican una relaciéon mas cercana con LP612 y los valores negativos indican una relaciéon mas cercana con Mol7.

djgju cuando [(I; x Py) — (I x Py) + %(l; — 1,)] es positivo (LP612 debe mejorarse); kgku cuando es negativo (Mo17 debe mejorarse)

La Relacion Poblacion x Linea ayuda a elegir la mejor linea parental para cria,
recomendando autofecundacién o retrocruzamiento segun las diferencias. La tabla 4
muestra que en el hibrido LP612 x LP122-2, las poblaciones ARZM03014, ARZM06020 y
ARZM17035 son cercanas a LP612, pero solo ARZM03014 mejora LP612. En el hibrido
LP612 x Mol17, ARZM01073 se acerca a Mol7 y ARZMO04062 sugiere mejorar LP612,
mientras que otras poblaciones deben mejorar Mo17.

CONCLUSION

Los resultados demuestran que algunas poblaciones nativas constituyen una
fuente alternativa de germoplasma para mejorar los materiales comerciales.
Adicionalmente, algunas cruzas poblacién x linea ubicadas en el primer grupo
homogéneo de cruzamientos no presenté diferencias estadisticas significativas (p >
0,05) respecto al testigo comercial de mayor desempefio para las variables de
rendimiento (RMS C+H y RTPB). Esto evidencia que la incorporaciéon de germoplasma
nativo permite tener rendimientos equivalentes a los comerciales, sumando
variabilidad genética indispensable para programas de mejoramiento para bioenergia.

El mayor rendimiento de biomasa y produccidn tedrica de bioetanol se destaca
en los cruzamientos P5 x L1 (ARZM 06020 x B73) y P8 x L1 (ARZM 17035 x B73), ya que
superaron a los testigos comerciales y a los hibridos entre lineas elite (L x L).

Poblacién ARZM 03014 (P3) es la mejor opcidn para aportar alelos favorables de
rendimiento de materia seca, debe usarse para a la linea parental LP612 para el hibrido
objetivo LP612 x LP122-2. Las poblaciones ARZM 06020 (P5) y ARZM 04062 (P4) son
también buenas alternativas, P5 aporta alelos favorables para las dos variables,
mientras que P4 ofrece el mayor techo genético (UBND). Ambas deben cruzarse con el
objetivo de mejorar a la linea parental LP122-2.

Para mejorar el hibrido objetivo LP612 x Mo17, la poblacién ARZM 04062 (P4) se
destacd para todas las variables, fue la Unica en asegurar una ganancia neta (NI) de
alelos favorable positiva para rendimiento de materia seca de cafia + hoja. Debe
utilizarse para mejorar a la linea parental LP612. La poblacion ARZM 17-035 (P8) es la
segunda mejor alternativa para este hibrido debido a su alto aporte de alelos
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favorables dominantes, orientando en este caso el trabajo de introgresion para mejorar
a la linea parental Mo17

Para optimizar la produccion de bioetanol de segunda generacién, el camino
practico es avanzar en la cria y selecciéon a partir de las poblaciones segregantes
utilizando las poblaciones ARZM 04062, ARZM 03014 y ARZM 06020 cruzadas con las
lineas endocriadas evaluadas.
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