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Asociacién entre marcadores microsatélites y el gen de resistencia
a la bacteriosis comun en familias F, ,de Phaseolus vulgaris L.

Association between microsatellite markers and the resistance gene
to common bacterial blight in F_, families of Phaseolus vulgaris L.

Rossmary Castafieda”, Catalina Ramis? y Delis Pérez'

'Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas, Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (INIA Lara) y Banco
de Germoplasma Leguminosas (INIA-CENIAP). 2Universidad Central de Venezuela, Facultad de Agronomia,
Instituto de Genética. *Correo electrénico: rossmarych@gmail.com.

RESUMEN

La incidencia de enfermedades es uno de los
factores que limita la produccién de la caraota
(Phaseolus vulgaris L.). La bacteriosis comun de
la caraota causada por Xanthomonas phaseoli
(Xph) es la enfermedad bacteriana mas importante
del cultivo, reduce la produccion de grano en un
45% y también afecta la calidad de la semilla. Es
necesario incorporar genes de resistencia a través
de programas de cruzamientos. El objetivo del
presente trabajo fue verificar la asociacién entre
marcadores moleculares tipo microsatélites (SSR)
y el gen de resistencia a la bacteriosis comun en
familias F,, de caraota. La evaluacion molecular
se realizé mediante la amplificacion de cebadores
PV-ctt001, PV-atgc001, BM-140, BM-156 y BM-
202 que mostraron posible asociaciéon con el
caracter resistencia. Para la amplificacion de SSR
se utilizaron las condiciones estandarizadas en el
Laboratorio de Genética Molecular, Facultad de
Agronomia, Universidad Central de Venezuela. Se
contrasto la segregacion esperada de la poblacion
F,, para cada SSR con el programa MapDisto
Genetics V 6.3. BM-140, el cual se comporté como
marcador monomorfico y no fue posible diferenciar
entre familias resistentes a Xph y PV-atgc001
como un locus independiente. Existiéo asociacion
entre los SSR: BM-156, BM-202 y PV-ctt001 y el
gen mayor de resistencia en las familias F,,. La
seleccion asistida hacia el alelo “b” utilizando esos
SSR sera de gran utilidad para identificar plantas
portadoras de la resistencia, y darle continuidad al
programa de mejoramiento genético.

Palabras clave: Xanthomonas phaseoli, marcadores
genéticos, mejoramiento genético, caraota.

Recibido: 21/03/14
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ABSTRACT

The incidence of disease is one of the factors
limiting the production of black bean (Phaseolus
vulgaris L.). The common bacterial blight of bean
caused by Xanthomonas phaseoli (Xph) is the
most important crop bacterial disease because
reduces grain yield by 45% and also affects the
quality of the seed. It is necessary to incorporate
resistance genes through crossing programs. The
object of this study was to verify the association
between type microsatellite molecular markers
(SSR) and the resistance gene to common
bacterial blight in families F,, of black bean. The
molecular evaluation was performed using the
amplification primers PV-ctt001, PV-atgc001, BM-
140, BM-156 and BM-202, that has previously
showed a possible association with resistance. For
amplification of SSR, the standardized conditions
in the Molecular Genetics Laboratory Agronomy
Faculty, Central University of Venezuela were
used. Expected segregation of F,, families for
each SSR was verified using MapDisto Genetics V
6.3 program. BM-140 behaved as a monomorphic
marker and PV-atgc001 as an independent locus,
so it was not possible to differentiate between
resistant families using these markers. Significant
association between SSR: BM-156, BM-202 and
PV-ctt001, and resistance controlled by a dominant
gene in families F,, was found. Assisted selection
to the “b” allele using these SSR will be useful to
identify plants carrying the resistance in black bean
breeding programs.

Key words: Xanthomonas phaseoli, genetic markers,
plant breeding, black bean.
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INTRODUCCION

La caraota (Phaseolus vulgaris L.), constituye
la leguminosa de grano de mayor consumo en
Venezuela. Representa uno de los alimentos
basicos en la dieta del venezolano y es la
principal fuente de proteina vegetal (Mekbib,
2003; Mwale et al., 2008).

Sin embargo, la incidencia de enfermedades es
uno de los factores que limita la produccién de
este cultivo; siendo la bacteriosis comun de la
caraota, causada por Xanthomonas phaseoli
(Xph), la enfermedad bacteriana mas importante
(Maselli et al., 2006) y una de las principales
causas de los bajos rendimientos, lo que reduce
la produccion del grano hasta en un 45% vy
afectando ademas, la calidad de la semilla (Cruz
et al.,, 2001; Mutlu et al., 2008; Nunes et al.,
2008).

La resistencia genética se presenta como la
alternativa de control econdmicamente efectiva
y ecolégicamente sustentable (Yu et al., 1998;
Cruz et al., 2001; Santos et al.,, 2003; Cruz et
al., 2004), especialmente cuando se combina
con practicas de cultivo que previenen el
establecimiento de patéogenos en el campo
(Santos et al., 2003; Nunes et al., 2008).

Ante tal contexto, los marcadores moleculares
asociados a genes de resistencia son una
herramienta util para la evaluacion y seleccion
de plantas. El primer paso de un programa de
mejoramiento, mediante la seleccion asistida
por marcadores moleculares (SAM), es la
identificaciéon de los marcadores de las regiones
del genoma asociadas a tal resistencia.

Los genes que condicionan la resistencia a
determinados aislamientos de Xph han sido
reconocidos al emplear marcadores moleculares
(Nodari et al., 1993; Jung et al., 1994; Miklas et
al., 1996; Park et al., 1996; Jung et al., 1997;
Lagarde et al., 2010). Estos genes han logrado
explicar y son responsables, en forma individual,
del 18 al 53% de la variacion fenotipica del
caracter bajo estudio. Cuando se analizan en
grupos de dos, estos valores oscilan entre 46 y
65%, mientras que en conjunto alcanzan hasta
aproximadamente el 75% (Nodari et al., 1993;
Milklas et al., 1996; Jung et al., 1997; Salomoén,
2002; Lagarde et al., 2010).

Los microsatélites o secuencias simplesrepetidas
(SSRs) son regiones de secuencias pequenas
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(2 a 10 pares de bases) repetidas y arregladas en
serie, las cuales se asume que estan distribuidas
al azar por todo el ADN. Se caracterizan por su
hipervariabilidad, abundancia, reproducibilidad,
herencia mendeliana simple, son multialélicos de
naturaleza codominante y genomas eucariotas
(Yu et al., 2000; Gaitan et al., 2002).

En este proceso, es importante la identificacion
de marcadores moleculares tipo SSRs asociados
a la resistencia a Xph, ya que, permitiran a
los programas de mejoramiento iniciados, la
obtencion de cultivares de caraota mejorados
para tal caracteristica, con mayor eficiencia y
eficacia.

Por tanto, en un programa de mejoramiento
financiado por el proyecto del Banco
Interamericano de Desarrollo y el Fondo
Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion
(BID-FONACIT) N° 26110 2004-000410, a través
del Sub-proyecto “Busqueda de Marcadores
Moleculares Asociados a la Resistencia a la
Bacteriosis comun en caraota”, se realizaron
cruzamientos usando parentales resistentes a la
enfermedad, originando 9 poblaciones F,.

Las plantas F, fueron caracterizadas y evaluadas
con marcadores moleculares SSRs, donde cinco
marcadores resultaron polimérficos; y se realizé
el analisis de asociacion entre los marcadores
moleculares polimérficos y el gen de mayor
resistencia identificado.

Se verific6 el origen heterocigoto de las
plantas F, por medio de los SSR polimorficos
y la segregacion obtenida para los marcadores
moleculares con la segregacion esperada en
la poblacion F, (Ramis et al., 2007). A partir de
las familias F, , disponibles se obtuvieron las 98
familias F,,, material utilizado en este estudio.
El objetivo del presente trabajo fue verificar la
asociacién entre marcadores moleculares tipo
microsatélites (SSR) y el gen de resistencia a la
bacteriosis comun en familias F,, de caraota.

MATERIALES Y METODOS

La evaluacion molecular se realizé en el
Laboratorio de Genética Molecular del Centro
de Investigaciones en Biotecnologia Agricola
(CIBA) de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Central de Venezuela, Maracay,
estado Aragua.
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Material vegetal

Para el estudio se utilizaron 102 genotipos
que incluian las familias F,,y los testigos. En
un principio se trabajé con 104 familias, sin
embargo no todas sobrevivieron, por lo que solo
se extrajo ADN de 98 y se realiz6 la evaluacion
molecular de asociacion para un maximo de 71.

Las familias F,, provenian del cruce entre el
progenitor resistente XAN-154 y el susceptible
MEM-0301013 a la bacteria Xph. Se utilizaron

como testigos resistentes: XAN-154 'y
XAN-149, lineas avanzadas procedentes
del Centro Internacional de Agricultura

Tropical (CIAT) y conservados en el Banco
de germoplasma de la Unidad de Recursos
Fitogenéticos del Instituto de Genética, Facultad
de Agronomia de la Universidad Central de
Venezuela; y como testigos susceptibles MEM-
0301013 y ‘Tacarigua’, procedentes del Banco
de germoplasma del INIA-CENIAP.

Extraccion de ADN

El ADN fue obtenido a partir de hojas jovenes
no expandidas, de cada una de las familias F,,
de caraota y testigos. El tejido fue macerado
con nitrégeno liquido y se procedio a efectuar
la extraccion con tampdén CTAB (2%), siguiendo
la metodologia de mini extraccion de ADN de
Gepts y Clegg (1989), Gepts y Koinange (1992);
y Murray y Thompson (1980), empleadas en el
Laboratorio de Genética Molecular (CIBA). La
calidad y cantidad del ADN se verificd en geles
de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Las

muestras de ADN fueron preparadas a una
concentracion final de 2,5 ng pL".

Evaluacion molecular

Con base en los resultados de Ramis et al.
(2007) se obtuvo el genotipo para cada planta de
las familias F,, para los cebadores PV-ctt001,
PV-atgc001, BM 140, BM-156 y BM-202 que
mostraron posible asociacion con el caracter
resistencia cuando fue evaluado molecularmente
el polimorfismo entre los progenitores del cruce
simple, lo que permitid la obtencién de las
familias F,,, (Cuadro 1).

Amplificacion de cada SSRs a través de la
técnica de PCR

En general se utilizaron las condiciones
estandarizadas por Ramis et al. (2007), tanto
para la mezcla de reaccién de amplificacion
(Cuadro 2), como para los programas del
termociclador. La temperatura de alineacion
(TM) varié segun el SSRs a amplificar. En los
Cuadros 3 y 4 se presentan los programas de
PCR utilizados para cada SSRs. Los fragmentos
se separaron en geles de poliacrilamida al 6%
con revelacion en nitrato de plata (Arnao, 2003).

Analisis estadistico

Con los perfiles electroforéticos visualizados
para cada familia y microsatélite se preparé
una matriz de genotipaje, donde se le asigno
alelo(s) a cada familia (Figura 1). La segregacion
esperada de la poblacion F, , para cada marcador
molecular, se determiné a través del programa
MapDisto Genetics V 6.3.

Cuadro 1. Marcadores moleculares tipo microsatélites.

Marcador SSRs Secuencia de iniciadores

BM-140 Secuencia antisentido CCTACCAAGATTGATTTATGGG
Secuencia sentido TGCACAACACACATTTAGTGAC

BM-156 Secuencia antisentido TGCTTGCATCTCAGCCAGAATC
Secuencia sentido CTTGTTCCACCTCCCATCATAGC

BM-202 Secuencia antisentido CCTTTACCCACACGCCTTC
Secuencia sentido ATGCGAAAGAGGAACAAT

PV-ctt001 Secuencia antisentido GCGAGGCAGTTATCTTTAGGAGTG
Secuencia sentido CCAACCACATTCTTCCCTACGTC
PV-atgc001 Secuencia antisentido TATGAGAGAAGCGGTTGGCACG

Secuencia sentido

TGCCACCACAGCTTTCTCCTC
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Cuadro 2. Mezcla de reaccion PCR-SSR.
Componente Concentraciéon  pL para 1 reaccién

ADN 2,5 ng pl’ 10
Tampodn Tris-HCL 5X 4
dNTPs 10uM 0,4
Primer F 100uM 0,2
Primer R 100uM 0,2
MgCl, 25uM 2
Taq 5u I 0,2
BSA 1mg ml 1
H,O 2
Volumen final 20

Cuadro 3. Programa de PCR para microsatélites tipo

BM.
Programa para SSR (BM)
Paso 1 92 °C x 3 min
Paso 2 92 °C x 15 seg
Paso 3 50 °C x 15 seg
Paso 4 72 °C x 15 seg
Paso 5 Ir al paso 2 / 34 ciclos
Paso 6 72 °C x 5 min
Paso 7 14 °C indefinido

Cuadro 4. Programa de PCR para microsatélites tipo

PV.

Programa para SSR (PV)
Paso 1 94 °C x 2 min
Paso 2 92 °C x 30 seg
Paso 3 54,5 °C x 30 seg
Paso 4 72°C x 1 min
Paso 5 Ir al paso 2/ 30 ciclos
Paso 6 72 °C x 5 min
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Figura 1. Visualizacion de los perfiles electroforéticos en familias F,, del
cruce entre XAN-154 y MEM-0103013 y los testigos, en gel de
poliacrilamida al 6% para el microsatélite PV-ctt001.

A fin de realizar el analisis de asociacion
de cada marcador con la resistencia a la
bacteriosis comun de la caraota, las plantas F,,
se clasificaron en resistentes cuando el valor
de la escala de evaluacion estaba comprendida
entre 1 y 4; y susceptibles para mas de 5. En
vista de que Ramis et al. (2007) demostraron
que la resistencia es un caracter dominante, a
las plantas se le asigno el genotipo R cuando
eran resistentes y rr para las susceptibles; y se
realizé un analisis para detectar los grupos de
ligamiento empleando el mismo programa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de segregacion

En el Cuadro 5 se presentan los genotipos
para cada marcador SSRs y progenitor,
asi como la frecuencia de las 71 familias
homocigotas:heterocigotas para cada marcador.
Durante el proceso de endocria desde F, hasta
F, no se realizé ninguna seleccion dirigida, por tal
razon se espera que la frecuencia de genotipos
para cada gen SSRs corresponda a la esperada
para una poblacion de lineas endocriadas.

El microsatélite BM-140 se comporté como
marcador monomorfico, por lo que no fue
posible diferenciar entre familias resistentes a
Xph, tampoco se pudo realizar el analisis de
asociacion, ni seleccionar las plantas a partir del
registro del marcador.

Las frecuencias de genotipos en las familias

F,., no correspondio a la esperada 1:1; por el

contrario, se obtuvo un exceso de homocigotas,
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hacia el progenitor XAN-154 (bb), con la
excepcion del SSR PV-atgc001 donde las
homocigotas correspondieron al genotipo del
progenitor MEM-0301013 (Cuadro 5). Estos
resultados pudieran deberse a la presion de
seleccion presente en las plantas F,.

Las plantas F, fueron inoculadas con la bacteria
Xph, la presion de seleccién ejercida ocasiond
la muerte de numerosas plantas susceptibles,
por lo que la descendencia obtenida, semillas
F,.,, en su mayoria corresponderian a las de las
plantas resistentes. De existir alguna asociacion
entre los SSRs y la resistencia, es de esperar la
orientacion hacia el progenitor resistente, para
los alelos de los marcadores moleculares.

Es significativo sefalar que la evaluacion
molecular de asociacion se realizd para un
maximo de 71; no con los 98 materiales, y
posiblemente las proporciones esperadas no
correspondan con las observadas (se rechaza
la hipétesis nula de la segregacion), tal vez por
el numero de materiales evaluados.

Es importante sefialar que se identificaron
familias con presencia de plantas heterocigotas,
lo cual persiste en etapas tempranas de endocria.
A nivel del programa de mejoramiento, se sefala
que se debe seguir avanzando hasta llegar a un
mayor nivel de homocigosis, y entonces realizar
la seleccion individual de plantas; finalmente
obtener una linea experimental homocigota de
alta resistencia y rendimiento, para iniciar el
proceso de evaluacién en distintas localidades.
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Asociacion de los marcadores moleculares
con la resistencia

La asociacién entre marcadores moleculares y
caracteristicas agronémicas, para poblaciones
segregantes con menos de 100 familias, ha sido
realizada por varios autores en caraota. Santos
et al. (2003) para complementar un mapa
genético del frijol comun basado en el cruce
entre un genotipo susceptible ‘HAB-52’ y un
genotipo resistente ‘BAC-6’ utilizaron 88 plantas
F, para mapear y analizar regiones genoémicas
relacionadas con la resistencia a Xanthomonas.

El analisis de ligamiento se llevé a cabo por
el Software MAPMAKER / EXP usando 143
marcadores RAPD, lo que genera un mapa
que se utiliza para detectar QTL asociados con
Xanthomonas en caraota.

Igualmente, Lara (2012) realiz6 la busqueda de
un marcador molecular del gen circumlineatus
en semillas de Phaseolus vulgaris para su
incorporacion en el mapa genético del frijol,
empleando 12 plantas de genotipos contrastantes
en poblaciones segregantes hasta F,; siendo
analizados usando PCR con 57 microsatélites,
entre los que se encontraban BM-156 y BM-202.

Los Cuadros 6 y 7 presentan los valores de la
fraccién de recombinacion (r) y los de Lod Score
obtenidos entre los marcadores SSRs y el gen
mayor de resistencia, respectivamente. Los
resultados obtenidos confirman la asociacion
entre los SSRs BM-156, BM-202 y PV-ctt001. A
pesar de haber evaluado 71 familias, se detecto
asociaciéon entre esos marcadores y el gen
mayor de resistencia a Xph, lo que corrobora la
utilidad de los SSR como una herramienta en los
programas de mejoramiento para la resistencia.

Los SSRs BM-156, BM-202 y PV-ctt001 se
encuentran ligados al gen de resistencia.
No asi con el marcador PV-atgc001 que
se comportd como un locus independiente.
Resultados similares obtuvieron Ramis et al.
(2007), encontrando un valor r de 0,10 entre los
marcadores BM-156 y BM-202.

Con respecto a la resistencia, Ramis et al. (2007)
lograron detectar la asociacion con el marcador
Pv-ctt001 con un valor de r de 0,41. En esta
oportunidad, y en consecuencia a la seleccion
realizada por la inoculacion con la bacteria Xph
en las plantas F,, se incremento la frecuencia
de plantas resistentes y por lo tanto la mayor
expresion de la asociacion.

Cuadro 5. Evaluacion de la segregacion esperada de la poblacion F, , para cada microsatélite.

N° Progenitores Lineas F2:4

XAN154 MEM0301013 aa bb n ab ¢, p
1 BM-156 bb aa 10 55 65 1 31,15 0,00000
2 BM-202 bb aa 2 50 52 15 44,31 0,00000
3 PV-atgc001 bb aa 60 1 61 0 57,07 0,00000
4 PV-ctt001 bb aa 10 59 61 10 27,56 0,00000

Cuadro 6. Valores de la fraccién de recombinacion (r) obtenidos entre marcadores
moleculares y el gen mayor de resistencia a Xph, en una poblacién de familias

F,,de caraota (P. vulgaris).

BM-156 BM-202 PV-atgc001 PV-ctt001
BM-202 0,04
PV-atgc001 0,50 0,50
Pv-ctt001 0,03 0,05 0,50
resistencia 0,02 0,01 0,50 0,03
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Elvalordel Lod Score en el analisis de asociacion
entre una caracteristica y un marcador molecular,
se puede interpretar como la probabilidad que
los datos observados se derivan de un QTL
presente de uno ausente. Si el valor de Lod
Score sobrepasa un umbral, generalmente entre
2 y 3, es un indicio de que un QTL esta en el
marcador molecular evaluado.

En el Cuadro 7, los valores para la asociacion
entre el gen de resistencia y los SSR BM-156,
BM-202 y PV-ctt001, fueron de 8,49; 7,48 y 5,89;
respectivamente. Esto es importante debido a
que los valores de Lod Score siempre fueron
mayores a 5, teniendo en cuenta que 3 es el
valor minimo de Z que se requiere para poder
afirmar que existe ligamiento significativo entre
dos loci.

Existe una relacién de ligamiento entre
la resistencia a Xph y los SSRs BM-156,
BM-202 y PV-ctt001; indicando que los loci
estan suficientemente proximos entre si, de
forma que no se produce recombinacion entre
ellos en cada division meidtica. Garzon (2012) y
Herrera (2011), en sus trabajos utilizando SSR en
Phaseolus vulgaris hallaron a BM-156 ubicado
en el grupo de ligamiento B02; también reportan
que el BM-202 no ha sido mapeado por lo que
no presenta anclaje a un grupo de ligamiento.

En la Figura 2 se presenta graficamente el grupo
de ligamiento para los SSRs BM-156, BM-202
y PV-ctt001 asociados al gen de la resistencia
Xph, el cual se puede utilizar para identificar
familias que porten el alelo b (XAN-154) en
estado homocigota para los tres microsatélites.
Dichas familias pueden escogerse mediante la
seleccion asistida con marcadores (SAM).

Cuadro 7. Valores de LODSCORE obtenidos entre marcadores moleculares y el gen
mayor de resistencia a Xph, en una poblacion de familias F,, de caraota

(P. vulgaris).

BM-156 BM-202 atgc001 cctt001
BM-202 5,25
atgc001 0,00 0,00
ctt001 8,25 4,20 0,00
resistencia 8,49 7,48 0,00 5,89
cM Locl
p—
—— - BM202
s o= | _==~.  Reslstencla
- N
. _. = BM156
2,7 ‘“\.- PV-cctt001
S

Figura 2. Mapa de ligamiento obtenido entre tres marcadores microsatélites y un gen mayor
de resistencia a X. phaseoli en una poblacion de familias F,,, de caraota (P. vulgaris).
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CONCLUSIONES

Se verifico la asociacién entre microsatélites
(SSRs): BM-156, BM-202 y PV-ctt001 y el gen
mayor de resistencia a Xph, en familias avanzadas
F,,de caraota (Phaseolus vulgaris L.); los SSR
BM-156, BM-202 y PV-ctt001 se encuentran
ligados al gen de resistencia.

Laseleccién asistida utilizando los SSRs BM-156,
BM-202 y PV-ctt001 hacia el alelo “b”, sera de
gran utilidad para identificar familias portadoras
de la resistencia con las cuales continuar el
programa de mejoramiento, escogiendo plantas
que porten el alelo “b” en estado homocigota
para los tres microsatélites.
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Evaluacion de condiciones de almacenamiento y crecimiento
de microbulbos de ajo provenientes de cultivo in vitro

Evaluation of storage conditions and growth in greenhouse
of microbulbs of garlic from tissue culture
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RESUMEN

El desarrollo de microbulbos de ajo (Allium sativum
L.) producidos en laboratorio y su adaptacion
a condiciones de casas de cultivo, puede ser
considerado un paso previo para los programas
de mejoramiento, ya que garantiza la produccion
masiva de clones libres de plagas y enfermedades.
A tal fin, se establecieron ensayos de laboratorio y
almacenamiento en casas de cultivo de ajo clon
‘Bocond’. Durante el almacenamiento, los bulbos
fueron separados por tamafio y sometidos a tres
temperaturas (4, 10 y 23 °C) y dos condiciones
luminicas (iluminacién-oscuridad) durante 45 dias
para posteriormente ser sometidos a condiciones
de camara humeda usando Promix® como
sustrato. Los microbulbos procedentes de la etapa
anterior, fueron trasferidos a canteros fijos en la
casa de cultivo del INIA (Cubiro, estado Lara).
Se analizaron datos por estadistica paramétrica
y no paramétrica. La microbulbificacién ocurrié
a partir de brotes cultivados en Murashige
y Skoog con 2 mg L' de 2ip y 90 mg L' de
sacarosa. Independientemente de las condiciones
luminicas, las temperaturas de almacenamiento
de 4 y 10 °C favorecieron la emision de grelo y
los mayores promedios para diametro y peso de
microbulbos. Los microbulbos almacenados a 4 y
10 °C respondieron favorablemente al trasplante
a condiciones de cadmara humeda, registrando los
mayores promedios para las variables altura de
plantas y numero de hojas. En casas de cultivo,
los materiales almacenados a 10 °C presentaron
los mayores promedios para las variables del
follaje y bulbo. Estos resultados pueden contribuir
a la produccién de semilla basica de ajo y su
incorporacion a programas de mejoramiento.

Palabras claves: Allium sativum L., bulbificacion,
mejoramiento genético, semilla basica.

Recibido: 30/04/14
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ABSTRACT

Microbulbs development of garlic (Allium sativum
L.) produced in the laboratory and its adaptation to
conditions of growing houses, can be considered
a prerequisite for breeding programs because it
ensures mass production of clones free of pests and
diseases. For such purpose, laboratory, storage
and growing house tests were established with
‘Bocond’ garlic. During storage phase, bulbs were
separated by size, and were subjected to three
temperatures (4 °C, 10 °C and 23 °C) and two light
conditions (illumination and darkness) for 45 days.
Subsequently, microbulbs were grown in humid
chamber using Promix® as substrate. Microbulbs
from the previous stage, were transferred to fixed
beds in the growing house at INIA (Cubiro, Lara
state). Data were analyzed by parametric and non-
parametric statistics. Microbulbification occurred
from shoots grown in Murashige and Skoog with 2
mg L-1 2ip and 90 mg.L-1 of sucrose. Regardless
of lighting conditions, storage temperatures of 4
and 10 °C, favored the issuance of sprouts and
the highest averages for microbulb diameter and
weight. Microbulbs stored at4 and 10 °C responded
favorably to transplant to humid chamber
conditions, recording the highest averages for
the variables plant height and number of leaves.
In the growing houses, materials stored at 10
°C showed the highest averages for both foliage
and bulb variables. These results can contribute
to the production of basic seed of garlic and their
incorporation into breeding programs.

Key words: Allium sativum L., bulbification, breeding
plant, basic seed.
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INTRODUCCION

Investigaciones previas consideran que factores
como competencia por nutrientes, que se
requiere para el desarrollo simultaneo de bulbos
e inflorescencias; el aborto de 6vulos de plantas
fértiles; condiciones ambientales adversas;
presencia de enfermedades sistematicas en
el cultivo y mutaciones deletéreas (Brewster,
2001; Mathew et al., 2011), entre otras; han
propiciado que la mayoria de los cultivares de
ajo sembrados en la actualidad sean estériles,
y por ende, carentes de semilla botanica.
Debido a esto, los agricultores hacen uso para
la siembra, de propagulos (dientes) de cosechas
anteriores, generalmente de procedencia
desconocida, contribuyendo a la diseminacién de
enfermedades, a una baja tasa de multiplicacion
de la especie y a la reduccion de los rendimientos
netos en las principales zonas horticolas.

Especificamente en Venezuela, el cultivo del ajo
es sembrado, cada afo, por un menor numero de
agricultores, en areas o parcelas cada vez mas
reducidas, lo cual ha traido como consecuencia
que una gran cantidad de este rubro sea
importado, lo que genera una considerable fuga
de divisas.

Para solventar esta problematica se deben
desarrollar programas de mejoramiento genético
con énfasis en la calidad y produccién masiva de
bulbos, dientes o “semillas” que permitan cubrir
la demanda, asi como los requerimientos por
parte de agricultores y consumidores.

Al respecto, el desarrollo de microbulbos,
mediante el cultivo de tejidos y su posterior
adaptacion a condiciones de vivero, garantiza
la propagacion masiva de clones de ajo libres
de plagas y enfermedades, y su posterior
incorporacion en programas de produccién de
semillas certificadas para la siembra.

Se ha reportado el éxito de la bulbificacion in
vitro del ajo siguiendo dos etapas: 1) Iniciacion
de brotes a partir de apices caulinares (Bhojwani,
1980; Moriconi et al., 1990; Zheng et al., 2003;
Luciani et al., 2006) y; 2) Bulbificacion en medios
nutritivos como el de Murashige y Skoog (1962),
en presencia de 2-isopentilamina (2ip), como
regulador y de la sacarosa, como fuente de
carbohidrato (Nagakubo et al., 1993; Mujica y
Mogollén, 2004; Muijica et al., 2008).
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Con relacion al traslado a condiciones de vivero
o casas de cultivo, diversos autores sefialan que
para el almacenamiento de los microbulbos se
deben considerar factores como: temperatura,
iluminacion y tiempo de almacenamiento (James
etal.,2009; Ahn et al., 2012; Palmero et al., 2013),
para favorecer la ruptura o periodo de latencia
(Vazquez et al., 2006), a los fines de facilitar una
mayor sobrevivencia en campo (Burba et al.,
2007; Burba, 2009).

Por lo anteriormente senalado, se planteé como
objetivo evaluar el desarrollo de microbulbos
del clon ‘Bocond’ de A. sativum provenientes
de cultivo in vitro bajo condiciones de casas
de cultivo, con el propésito de obtener semilla
basica y dar inicio a programas de mejoramiento
genéetico.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio
de Cultivo in vitro de la Unidad de Biotecnologia
Vegetal del Decanato de Agronomia, Universidad
Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA) en
Tarabana, estado Lara. Asimismo, la evaluacion
de campo se llevé a cabo en el Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA); Campo
Experimental Las Cuibas, localidad de Cubiro,
estado Lara, Venezuela.

Al inicio se colectaron bulbos de ajo (Allium
sativum L.), tipo morado, de zonas horticolas
en Boconé, estado Trujillo, sobre los cuales
se realizaron experimentos de laboratorio,
almacenamiento y casas de cultivo descritos a
continuacion:

Experimentos en laboratorio

Iniciacion de brotes: Se utilizaron brotes
provenientes del cultivo de apices caulinares,
con una altura de 3 a4 cm y de 3 a 4 hojas/
brotes. Se siguid el protocolo establecido
por Bhojwani (1980) y Zheng et al. (2003),
utilizandose para ello el medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962), constituido por
sus sales inorganicas en concentraciones
completas, 30 gL' de sacarosa, vitaminas:
tiamina-HCI (30 mg L"), acido nicotinico
(10 mg L"), piridoxina (1 mg L"), glicina (2 mg L")
y mioinositol (100 mg L).
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Los reguladores de crecimiento empleados
fueron acido naftalenacetico (ANA) a una
concentracion de 0,1 mg L' en combinacion
con 2-isopentilamina (2ip) a una concentracion
de 0,5 mg L. El medio se dispensé en tubos
de ensayo de 25 x 150 mm, distribuidos con
alicuotas de 20 ml por cada tubo, colocandose
un apice por tubo de ensayo. Los explantes de
4 mm de longitud cultivados en tubos de ensayos
fueron ubicados en cuartos de crecimiento
a una temperatura de 25 °C, iluminaciéon de
13,5 umol m2 s y fotoperiodo de 16 h durante
30 dias.

Microbulbificacion: Se emplearon brotes
con una altura entre 3 a 4 cm, regenerados
en condiciones in vitro, a los cuales se les
eliminaron las raices y el follaje dejando una
pequefia seccién de tallo. Los mismos fueron
cultivados en medio MS con 90 mg L' de
sacarosa y 2 mg L' de 2ip (Mujica y Mogolloén,
2004). Se coloco un brote por tubo de ensayo,
los cuales fueron ubicados en camaras de
crecimiento, bajo condiciones controladas de
temperatura (25 °C), iluminacion (13,5 pmol m-2
s™) y fotoperiodo de 16 h durante dos meses.

Experimentos de almacenamiento y grelado:
Una vez que los microbulbos estuvieron bien
formados se procedio a eliminar los residuos del
medio de cultivo y se mantuvieron a temperatura

e

Figura 1. Microbulbos de ajo en etapé de almacenaie;wto.
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ambiente para su curado o rapida deshidratacién
de las hojas externas (Figura 1).

Posterior a este proceso, los microbulbos fueron
separados por sus diametros ecuatoriales,
a saber: diametro 1 (entre 10,9 a 15,6 mm) y
diametro 2 (entre 5,5 a 8,9 mm de diametro),
colocandose en bandejas plasticas con tapa
para su traslado a cavas de almacenamiento
con tres diferentes temperaturas (4, 10 y
23 °C) y dos condiciones luminicas (iluminacién
y oscuridad) durante 45 dias. De esta manera se
conformaron 12 tratamientos (Cuadro 1).

Se aplicé un diseno completamente al azar
con 12 tratamientos y 10 repeticiones por
tratamiento. Las variables a evaluar a los 45 dias
fueron: emision del grelo, emisién de raices,
peso de microbulbos (mg) y diametro mayor de
microbulbos expresado en mm.

Para analizar estadisticamente las variables
emision de grelo y emision de raices se
empled la via no paramétrica (Kruskal-Wallis)
con la prueba de medias por comparacion de
rangos multiples, indicandose sus respectivos
promedios; mientras que para el peso y diametro
de microbulbos se utilizé el analisis de la varianza
y la prueba de Tukey para la comparacion de
medias con un nivel de significancia del 5%.
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Cuadro1.

Tratamientos establecidos para evaluar el efecto del almacenamiento y grelado

de microbulbos de ajo clon “Bocond”.

Tratamiento Diametro Temperatura (°C) Condicién Luminica
T 1 4 lluminacion
T2 2 4 lluminacion
T3 1 10 lluminacion
T4 2 10 lluminacion
T5 1 23 lluminacion
T6 2 23 lluminacién
T7 1 4 Oscuridad
T8 2 4 Oscuridad
T9 1 10 Oscuridad
T10 2 10 Oscuridad
T11 1 23 Oscuridad
T12 2 23 Oscuridad

Experimentos en casa de cultivo

Pre-desarrollo de microbulbos: Durante
esta etapa, los microbulbos fueron “pre-
acondicionados” a los fines de estimular el
grelado o rompimiento de la latencia antes de
ser llevados a condiciones de canteros fijos.
De esta manera, se considerd la procedencia
de los microbulbos durante la etapa de
almacenamiento, correspondiendo el tratamiento
1 a los microbulbos de diametro 1, sometidos
a condiciéon de almacenamiento de 4 °C de
temperatura e iluminacion; y asi sucesivamente
(Cuadro 1).

El pre-desarrollo se realizé en camara humeda,
empleando bandejas plasticas con tapa de
20x10x10 cm usando Promix® como sustrato. De
igual manera, se trasplantaron cinco microbulbos
por bandeja utilizandose cuatro bandejas por
tratamiento. Las bandejas plasticas fueron
ubicadas en la casa de cultivo y se mantuvieron
tapadas por un lapso de 15 d, realizando riegos
interdiarios hasta completar los 30 d.

Se utiliz6 un disefio de experimentos en
bloques completos al azar con 12 tratamientos
y 20 repeticiones por tratamiento. Las variables
evaluadas a los 15y 30 d fueron: altura de brotes
(cm) y niumero de hojas/brotes.
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Para ambas variables se utilizd el analisis de la
varianzaylapruebade Tukey paralacomparacion
de medias con un nivel de significancia de 5%.

Desarrollo de microbulbos en casas de
cultivo: Los microbulbos, procedentes de la
etapa anterior fueron, trasferidos a canteros fijos
en la casa de cultivo localizada en la estacion del
INIA-Cubiro. Se utilizé6 como sustrato una mezcla
detierranegra, pergamino de café descompuesto
y aserrin de coco en una proporcion de 2:2:1, el
cual fue previamente esterilizado con Basamid.
El material fue sembrado en hileras de 15 cm de
largo, con una distancia de 5 cm entre plantas.

Para la siembra de este ensayo, se
considerd la procedencia de los microbulbos
correspondientes a la etapa de almacenamiento
y grelado (Cuadro 1). Debido a la respuesta en la
etapa anterior (pre-desarrollo), los tratamientos
se diferenciaron en el numero de brotes o
rebrotes producidos, por lo que el numero de
plantas sembradas por tratamiento varié en
este ensayo; transplantandose solo los mejores
tratamientos (7) de la etapa anterior; a saber: T,
y T,, (23 °C iluminacion y oscuridad), T, (10 °C
oscuridad), T, (4 °C iluminacion), T,y T,, (10 °C
iluminacion y oscuridad) y T, (4 °C oscuridad),
respectivamente.

Se empled un disefio completamente al azar con
7 tratamientos y 10 repeticiones por tratamiento.
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Las variables evaluadas relacionadas al follaje
fueron: altura de la planta (cm), nUmero de hojas
de la planta, longitud de la hoja (cm) y ancho de
la hoja (cm).

Las variables relacionadas con el bulbo
cosechado fueron: diametro ecuatorial del
bulbo (mm), longitud del bulbo (mm), numero de
dientes por bulbo, peso fresco (g) y peso de 50
dientes (g). Para todas las variables se utilizé
el andlisis de la varianza y la prueba de Tukey
para la comparacion de medias con un nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimentos en laboratorio

La iniciacién de los brotes a partir de apices
ocurrio en un 98% cuando fueron cultivados en el
medio MS suplementado con 0,1 mg L' de ANAy
0,5 mg L' de 2ip, permitiendo el desarrollo de un
solo brote por tubo de ensayo con promedios de
alturade 4 a 4,6 cm. Con relacion a la efectividad
de este medio para la iniciacion en A. sativum
a partir de apices, los resultados corroboran

investigaciones previas realizadas por Bhojwani
(1980) y Zheng et al. (2003).

Microbulbificacion: ocurrié a partir de brotes
cultivados en MS suplementado con 2 mg L
de 2ip y 90 mg L' de sacarosa, permitiendo
el desarrollo de un solo microbulbo por tubo
de ensayo. Los resultados evidencian la
eficiencia del protocolo para la regeneracion de
microbulbos de Allium sativum, tal como lo ha
indicado previamente Mujica y Mogollén (2004)
y Muijica et al. (2008).

Experimentos de almacenamiento y grelado:
el analisis de la varianza detecté diferencias
significativas entre los 12 tratamientos evaluados
para la variable emisién de grelo (Cuadro 2) y no
significativas para emision de raices.

Para emisién de grelo, la prueba de comparacion
de medias separd los tratamientos en tres grupos
(Cuadro 2). En un primer grupo, se ubicaron los
materiales con diametro 2 (J,), aimacenados a
10 °C (T, y T,,) en condiciones de iluminacién y
oscuridad, respectivamente.

En un segundo grupo e independientemente
de las condiciones luminicas y el diametro, se
agruparon los tratamientos con 10 °C (T, y T,),

Cuadro 2. Emision de grelo en microbulbos de ajo (Allium sativum
L.), sometidos a tres temperaturas (4, 10, 23 °C) y dos
condiciones luminicas (iluminacién y oscuridad), a los 45
dias de su almacenamiento.

Emision de grelo

Tratamiento

Media Rango
4 0,6 82a
10 0,6 82a
2 0,0 70b
8 0,1 52 ab
5 0,1 52 ab
11 0,2 58 ab
1 0,2 58 ab
7 0,3 64 ab
3 0,4 70 ab
9 0,4 70 ab
12 0,0 46 b
6 0,0 46 b

Valores con la misma letra no difieren al nivel de P<0,05, segiin comparacion
multiple de rangos. Estadistica no paramétrica prueba de Kruskal-Wallis.
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4°C (T, T, T,)y23°C (T, T,); mientras que
en el ultimo grupo los tratamientos a 4 °C (T,) y
23 °C (T, y T,,), estos ultimos con diametros
entre 5,5 a 8,9 mm (J,).

Con respecto al grelado, los resultados
sugieren que los mecanismos fisioldégicos son
diferentes a 4 y 23 °C, lo cual coincide con
autores como Vazquez et al. (2006) y James
et al. (2009), quienes sefalaron que entre 4-10
°C se producen cambios en el metabolismo
de la fructosa y su transporte a los brotes,
lo cual favorece la brotacién y la produccion
de follaje. Asi mismo, durante esta etapa
se observo que independientemente de las
condiciones luminicas, los microbulbos con
diametros comprendidos entre 5,5y 8,9 mm (J,)
almacenados a 10 °C, emitieron grelo pero no
raices.

Similares resultados fueron reportados por
Breswter (2001); Burba et al. (2007) y Burba
(2009), quienes determinaron la rapida brotacion
en bulbos de ajo almacenados a 10 °C, en

comparacion con una lenta brotacién cuando
se almacenaron a 4 y 23 °C. Lo anteriormente
sefialado, demuestra la importancia del control
de la temperatura sobre la brotacion tardia y
precoz de los bulbos a ser utilizados como
semillas.

Paralas variables diametroy peso de microbulbos
la prueba de Tukey separé los tratamientos en 8
y 6 grupos, respectivamente (Cuadro 3).

Con respecto al diametro, un primer grupo se
conformé por los microbulbos almacenados
en oscuridad a 10 °C (T,) con un promedio de
12,74 mm. Entre el segundo y octavo grupo
se ubicaron, independientemente de las
condiciones luminicas, los materiales sometidos
a23°C (T, T, T, 10°C(T,, T, T,)y4°C
(T,, T,, T,, Ty); mientras que el menor promedio
lo presenté el tratamiento a 23 °C y oscuridad
(T,,) con 6,46 mm.

Para el peso de microbulbos, los almacenados a
4 °C (T,) y 10 °C (T,) se ubicaron en un primer

Cuadro 3. Diametro ecuatorial y peso de microbulbos de ajo (Allium
sativum L.) a los 45 dias de almacenamiento a tres
temperaturas y dos condiciones luminicas.

Valores a los 45 dias

Tratamiento

Diametro (mm) Peso (mg)

9 12,74 a 761,3 a
7 12,37 ab 7942 a
5 11,03 abc 675,8 ab
1 10,59 dcb 562,8 b
3 10,91 abc 570,5b
11 10,69 abc 688,2 ab
2 9,26 cde 506,6 bc
8 8,54 def 356,3 cd
10 8,29 ef 352,6 cd
4 8,07 ef 315,6d
6 7,91 ef 327,0 cd
12 6,46 f 238,1d
CV% 26,5 29,3

Valores con la misma letra no difieren al nivel de de P<0,05 segun la prueba

de Tukey.
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grupo, con 794,2 y 761,3 mg, respectivamente,
seguido por la condicion a 23 °C (T, y T,), en
oscuridad e iluminacién, respectivamente.
Los restantes grupos se conformaron por los
materiales almacenados a 10 °C (T,, T,, T ),
23°C (T, T,)y4°C (T, T, T,) con promedios
de peso entre 570,5 a 238,1 mg.

Los resultados sugieren que durante esta etapa,
los microbulbos con diametros entre 10,9 a
15,6 mm (J,), almacenados bajo condiciones
de oscuridad y temperaturas de 4 °C (T,) y
10 °C (T,), mostraron los mayores promedios
para las variables evaluadas (diametro y peso).
Estos resultados se corresponden a lo reportado
por Vazquez et al. (2006), quienes sefalaron
que entre 4-10 °C, la latencia en el ajo finaliza
rapidamente favoreciendo la brotacién y por
ende el desarrollo de bulbos.

Por el contrario, a 23 °C de temperatura (T, y
T,,) se retrasa la brotacion incidiendo en una
mayor pérdida de humedad y agua en los

tejidos, provocandose de esta manera una
disminucion de peso de los microbulbos bajo
estas condiciones.

Experimentos en casas de cultivo

Desarrollo de microbulbos: los analisis
obtenidos para las variables altura de brotes
(cm) y numero de hojas en brotes regenerados
a partir de microbulbos, mostraron diferencias
significativas a los 15 y 30 dias de evaluacién
durante la etapa de pre-desarrollo o pre-
acondicionamiento antes de la etapa de vivero
(Cuadro 4).

Para la variable altura de brotes, evaluada
a los 15 dias, la prueba de Tukey separé los
tratamientos en cinco grupos. De esta manera,
los microbulbos almacenados en oscuridad
y temperaturas de 4 °C (T,) y 10 °C (T,),
se ubicaron en un primer y segundo grupo,
respectivamente, con promedios de 2,19 y
2,01 cm de altura; mientras que en el tercer y

Cuadro 4. Altura de brotes (cm) y numero de hojas/brotes de microbulbos de ajo (Allium
sativumL.), alos 15y 30 dias de pre-desarrollo bajo condiciones de camara hiumeda.

15 dias 30 dias
Tratamientos  Ajtura de brotes  Numero Altura de Numero
(cm) de hojas brotes (cm) de hojas
7 2,19 a 1,49 a 4,73 a 3,58 ab
9 2,01 ab 1,46 ab 4,71 a 3,75 a
10 1,73 abc 1,30 abc 4,27 ab 3,48 abc
3 1,47 abc 1,32 abc 3,83 abc 3,50 abc
8 1,45 abc 1,27 abc 4,13 abc 3,41 bcd
4 1,44 abc 1,18 abc 3,37 bc 3,26 cd
1 1,35 abc 1,18 abc 3,54 bc 3,29 bcd
2 1,33 abc 1,14 abc 3,80 abc 3,35 bcd
11 1,14 bc 1,07 bc 3,40 bc 3,25 cd
5 1,00 c 1,00 c 3,30 bc 3,20 cd
6 1,00 c 1,00 c 3,17 c 3,17 d
12 1,00 c 1,00 c 3,30 bc 3,19 cd
CV% 15,9 14,4 12,8 13,3

Valores con la misma letra no difieren al nivel de P<0,05, segun comparacién mdultiple de rangos.
Estadistica no paramétrica prueba de Kruskal-Wallis.
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cuarto grupo, independiente de las condiciones
luminicas, los tratamientos a 10 °C (T,, T,, T,),
23°C(T,)y4°C (T, T, T, quedando en el
quinto grupo los materlales almacenados a
23 °C (T,,, T,y T,), con promedios de 1 cm de
altura.

12?

Para el numero de hojas/brotes, la prueba
de Tukey diferencié los tratamientos en cinco
grupos. Los tratamientos en oscuridad vy
diametro 1 (9,) bajo condiciones de 4 °C (T,) y
10 °C (T,) se ubicaron en el primer y segundo
grupo, con promedios de 1,49, y 1,46 hojas,
respectivamente. El tercero, cuarto y quinto
grupo se conformd por las condiciones a 10 °C
(T,, T, T,),23°C(T,)y4°C (T, T, T,)tanto en
oscurldad como en iluminacion; mlentras que en
el ultimo los tratamientos a 23 °C (T,,T,,T,,,) con
promedios de 1 hoja por planta (Cuadro 4).

Trascurridos los 30 dias de pre-desarrollo, la
prueba de Tukey diferencio los tratamientos en
cinco y seis grupos para las variables altura de
brotes y nimero de hojas/brotes (Cuadro 4).

Conrelacién a la altura de brotes, los microbulbos
almacenados en oscuridad a 4 °C (T,) y 10 °C
(T,) conformaron el primer y segundo grupo,
con promedios de altura de 4,73 y 4,71 cm,
respectivamente; mientras que en el tercero,
cuarto y quinto, independiente de las condiciones
luminicas y de su diametro, se ubicaron los
tratamientos a 10 °C (T,, T,, T,,), 4 °C (T, T,

T)y23°C (T, T,), con promedlos entre 4,27
y 3 30 cm de altura por su parte el ultimo lugar
lo ocupo el tratamiento a 23 °C iluminacion (T,)
con 3,17 cm.

Para el numero de hojas, los tratamientos bajo
condiciones de oscuridad a 10 °C (T,) y 4 °C (T,)
se ubicaron en el primer y segundo grupo, con
un promedio de cuatro hojas. El tercero, cuarto
y quinto grupo se conformd, independiente de
las condiciones luminicas y su diametro, por
materiales almacenados a 10 °C (T,, T,, T,)),
23°C(T, T,,T,)y4°C (T, T, T,), mientras que
en el uItlmo grupo a 23 °C, |Ium|naC|on (T,), con
un promedio de 3 hojas por planta .

Durante la etapa de pre-desarrollo, los
microbulbos con diametros comprendidos entre
10,9 y 15,6 mm, previamente almacenados bajo
condiciones de oscuridad y temperaturas de 4
y 10 °C (T, y T,), respondieron favorablemente
y registraron los mayores promedios para las
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variables evaluadas (altura y niumero de hojas/
brotes) durante las dos fechas de evaluacion (15
y 30 dias); mientras que independientemente
de las condiciones luminicas, los menores
promedios se observaron en los materiales con
didmetros entre 5,5 a 8,9 mm almacenados a
23°C(T,,yT)).

Estos resultados son similares a lo sefalado
por Brewster (2001) quien determiné que la
elongacién de los brotes y la formacion de hojas
en diversos clones de A. sativum es mayor entre
5a 10 °C, en comparaciéon a aquellos materiales
almacenados a temperaturas mayores a 20 °C.

Lo anteriormente sefalado demuestra la
importancia del control de la temperatura
durante el almacenamiento, para garantizar el
crecimiento y desarrollo de microbulbos durante
la etapa de pre-desarrollo.

Desarrollo de microbulbos en casas de
cultivo: los analisis obtenidos para las variables
relacionadas con el follaje (altura de la planta,
namero de hojas, longitud y ancho de la hoja)
y con el bulbo (diametro y longitud del bulbo,
nuamero de dientes, peso fresco y peso de 50
dientes) mostraron diferencias significativas a
los tres meses de desarrollo en casas de cultivo
(Cuadro 5).

Para la variable altura de planta, la prueba de
Tukey separo los tratamientos en tres grupos.
En un primer grupo se ubicaron los microbulbos
almacenados a 23 °C tanto en iluminacion
como en oscuridad (T, y T, ), con promedios
de altura de 8,13 y 811 cm, respectivamente.
En un segundo grupo las condiciones de 10 °C
oscuridad (T,) y 4 °C iluminacion (T,); mientras
que en el tercer grupo e independiente de las
condiciones luminicas a 10 °C (T, y T,)) y 4 °C
(T,), con promedios entre 5,69 a 6,09 cm .

Con relacién al numero de hojas, la prueba de
Tukey separd los tratamientos en dos grupos.
En un primer grupo se ubicaron los microbulbos
almacenados a 23 °C, tanto en iluminacion
como en oscuridad (T, y T,,) con un promedio de
3,30 y 3,29 hojas; mientras que en un segundo
grupo, e independientemente de las condiciones
luminicas, los microbulbos almacenados
previamente a temperaturas entre 4 °C (T, T,)
y 10 °C (T,, Ty, T,,), con promedios entre 2,77 y
2,59 hojas.
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Cuadro 5. Altura de planta (cm), niumero de hojas, longitud de la hoja (cm) y ancho de las hojas (cm) de brotes
procedentes de microbulbos de Allium sativum L. a los tres meses bajo condiciones de casas de

cultivo.
Tratamiento Altura de planta Nl,'|m¢=:ro Longitud de hoja Ancho de hoja
(cm) de hojas (cm) (cm)
6 8,13 a 3,30 a 6,91 a 1,76 a
11 8,11 a 3,29 a 6,52 ab 1,67 a
9 6,50 ab 277b 513c 1,39b
1 6,41 ab 2,68 b 5,29 bc 1,35b
3 6,09 c 2,65b 4,89 c 1,40 b
7 579c 261b 4,61c 1,31b
10 5,69 c 259b 5,06 c 1,29b
CV% 15,9 13,8 12,6 11,3

Letras distintas indican diferencia significativa (P<0,05) segun la prueba de Tukey.

Para la variable longitud de la hoja, las
condiciones a 23 °C tanto en iluminacién como
en oscuridad (T, y T,,) conformaron el primer
y segundo grupo, con promedios de 6,91 vy
6,52 cm, respectivamente; mientras que en
el tercero y cuarto, independientemente de
las condiciones luminicas, se ubicaron los
materiales almacenados a 10 °C (T, T, T,y
4 °C (T, y T,), con promedios entre 5,29 y
4,61 cm.

Similar al comportamiento observado para el
numero de hojas, la prueba de Tukey separo al
ancho de la hoja en dos grupos. En un primer
grupo se ubicaron los microbulbos almacenados
a 23 °C, tanto en iluminacién como en oscuridad
(Tg y T,,) con un promedio de 1,76 y 1,67 cm,
respectivamente y en el segundo grupo los
restantes tratamientos a 10 °C (T, T,, T, ) y 4 °C
(T, y T,), con promedios entre 1,40 a 1,29 cm.

En relacién a las variables relacionadas con el
bulbo, para el diametro ecuatorial, la prueba de
Tukey separé los tratamientos en tres grupos
(Cuadro 6). En un primer grupo se ubicaron los
microbulbos almacenados en oscuridad a 23 °C
(T,,) con 6,46 mm; mientras que en el segundo
bajo las condiciones a 10 °C (T,,, T, y T,) y
23 °C (T,), con promedios entre 6,33 'y 5,31 mm.
En el ultimo grupo se ubicaron los materiales a

151

4 °C y oscuridad (T,) con promedio de 5,09 mm
de diametro.

Con respecto a la longitud del bulbo (mm), la
prueba de Tukey separd los tratamientos en
tres grupos. Un primer grupo se conformé por
los microbulbos almacenados en oscuridad
tanto a 10 °C (T,) como a 23 °C (T,,) con 5,83 y
5,75 mm, respectivamente. En un segundo
grupo se ubicaron aquellos almacenados, tanto
en iluminacion como en oscuridad, a 23 °C (T,),
10°C(T,,y T,)y4 °C(T,), con promedios entre
5,64 y 5,00 mm; mientras que en el tercer grupo
en condiciones de oscuridad a 4 °C (T,) con
promedio de 4,84 mm de longitud .

Para el numero de dientes por bulbo, la
prueba de Tukey separd los tratamientos en
tres grupos. En el primer y segundo grupo se
ubicaron los microbulbos almacenados a 23 °C,
tanto en oscuridad como iluminacion (T,, y T,)
con promedios de 6 a 4 dientes; mientras que
en el tercer grupo, independientemente de las
condiciones luminicas, los tratamientos a 10 °C
(Tg, T,y T,)y4°C (T, yT,) con promedios entre
2 y 3 dientes por bulbo.

Para el pesofresco (g), la prueba de Tukey separé
los tratamientos en tres grupos. En un primer
grupo se ubicaron los microbulbos sometidos
a 23 °C y oscuridad (T,,) con 5,34 g, mientras
que en el segundo los materiales almacenados
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Cuadro 6. Diametro ecuatorial del bulbo (mm), longitud del bulbo (mm), nimero de dientes, peso
fresco (g), y peso de 50 dientes (g), de bulbos de Allium sativum L. cosechados a los
tres meses de estar bajo condiciones de casas de cultivo.

Tratamiento Dién_metro Longitud _ Numero Peso fresco !:’eso 50
ecuatorial (mm) bulbo (mm) dientes/bulbo (9) dientes (g)
1 6,46 a 5,75 a 5,56 a 5,34 a 4,07 b
9 6,33 ab 5,83 a 3,45Db 4,31 ab 7,88 a
6 6,28 ab 5,64 ab 4,41 ab 4,25 ab 1,40 c
3 6,14 ab 5,41 ab 3,50b 4,00 ab 0,98 c
1 5,85 ab 5,21 ab 2,72b 3,38 ab 0,30 c
10 5,31 ab 5,00 ab 261b 3,05b 0,30 c
7 5,09b 4,84 b 249b 297b 0,30 c
CV% 11,2 10,3 13,3 10,2 11,8

Letras distintas indican diferencia significativa (P<0,05) segun la prueba de Tukey.

a 10 °C en oscuridad (T,) y en iluminacion a
10 °C (T,), 23°C(T,)y 4 °C (T,). Por su parte, en
el tercer grupo se ubicaron los tratamientos en
oscuridad a 10 °C (T, ) y 4 °C (T,).

Con respecto al peso de 50 dientes, la prueba
de Tukey separo los tratamientos en tres grupos.
En un primer y segundo grupo se ubicaron los
microbulbos almacenados en oscuridad a 10
°C (Ty) y 23 °C (T,,) con promedios de 7,88 y
4,07 mg, respectivamente; mientras que en
el tercer grupo e independientemente de las
condiciones luminicas, los almacenados a
23°C(T,),10°C(T,yT,)y4°C(T,yT,), con
promedios entre 1,40 y 0,30 mg.

Durante la etapa de desarrollo, los microbulbos
almacenados previamente a 23 °C (T, y T,,),
presentaron los mayores promedios para
las variables relacionadas con el follaje y el
bulbo, seguido por la condicion de oscuridad a
10 °C (T,); mientras que los menores promedios
fueron observados en materiales almacenados
en oscuridad a 4 °C (T,).

Los resultados indican que los microbulbos
almacenados a 23 °C experimentaron un retraso
en la formacién de brotes y microbulbos durante
las etapas de almacenamiento y pre-desarrollo;
sin embargo, una vez trascurrido el ciclo de
desarrollo en las casas de cultivo, las plantas
crecieron vigorosamente y se desarrollaron
mejor. Esto puede ser atribuido a que los
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materiales vencieron el periodo de latencia mas
lentamente usando pocas sustancias de reserva.

Cabedestacar, que los microbulbos almacenados
a 10 °C, ademas de presentar altos valores
promedios para las variables evaluadas durante
las etapas de almacenamiento y pre-desarrollo,
lograron expresar todo su potencial y madurez
fisioldgica, al ser trasplantados al cantero, asi
como follajes y bulbos bien desarrollados o
definidos en comparacién de los materiales a
4 °C.

Con respecto a las condiciones de
almacenamiento de los materiales en oscuridad
y temperaturas de 4 °C (T,), los resultados
indicaron que los microbulbos dirigieron todas
las reservas de la planta durante las primeras
etapas (almacenamiento y pre-desarrollo) hacia
la produccién de hojas, con una evidente perdida
de agua, humedad y peso en el bulbo durante la
etapa de desarrollo.

Estos resultados corresponden a lo reportado
previamente por Breswter (2001), Vazquez et
al. (2006), Burba et al. (2007) y Burba (2009),
entre otros, quienes afirman que los bulbos
del ajo requieren para su formacién diversas
rutas de desarrollo, en donde las condiciones
ambientales, el genotipo y el tamafo, son
factores determinantes.
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Enlo que respectaalas condiciones ambientales,
la temperatura de almacenamiento puede influir
en gran medida en el 6ptimo crecimiento de los
materiales cuando son transferidos a casas de
cultivo. De esta manera, se demuestra que las
temperaturas previas a la siembra, afectaron
el vigor, el crecimiento y el desarrollo de los
materiales al ser pasados a condiciones de
campo. En este sentido, en el clon ‘Bocond’ se
observo diferentes respuestas a la temperatura
durante las sucesivas fases requeridas para
la formacion del bulbo; evidenciando con ello
la importancia del control de la temperatura
durante el almacenamiento sobre las diferentes
etapas del cultivo.

CONCLUSIONES

Lainformacién obtenida en esta investigacion, es
fundamental para el desarrollo de un programa
de produccion de semilla basica de ajo.

En este sentido, el almacenamiento de
microbulbos de ajo, con diametros comprendidos
entre 10,9 a 15,6 mm, puede realizarse a
temperaturas de 10 °C en oscuridad, ya que
bajo estas condiciones se favorecio la ruptura
del periodo de latencia rapidamente, asi como la
formacién precoz del bulbo.

Asimismo, cuando los materiales previamente
almacenados a esta temperatura fueron
transferidos a casas de cultivo, los bulbos
mostraron un 6ptimo diametro y peso, ademas
de dientes de mayor tamano, lo cual facilitara
la producciéon de un gran numero de semillas
de optima “calidad” y con ello la ejecucién de
programas de mejoramiento genético en el clon
‘Bocond.

RECOMENDACION

La informacion generada permite recomendar
a los agricultores de Cubiro, estado Lara, el
almacenamiento de los bulbos o dientes de ajo a
10 °C de temperaturay condiciones de oscuridad,
a los fines de minimizar la produccion de bulbos
rugosos, poco compactos y la formacion de un
solo diente entre otros trastornos fisioldgicos,
qgue suelen producirse cuando ocurren cambios
bruscos y atipicos de temperatura propios de
esta zona.
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RESUMEN

El nispero (Manilkara zapota [L.] ‘Prolific’) es un
fruto cuyas dificultades de manejo postcosecha
ha limitado su comercializacion. Durante la
maduracion del fruto el cambio mas drastico es la
pérdida de firmeza, lo cual ocasiona la disminucion
de la calidad. Este ablandamiento esta asociado
a la accién de la pectina metilesterasa (PME,
E.C. 3.1.1.11), la cual es una enzima que induce
la degradacion de la pared celular. El objetivo del
trabajo fue disefiar un método de extraccion de
PME eficiente, de calidad, rapido y que utilice pocos
reactivos. Se utilizaron frutos de nispero en estado
de madurez fisiolégica del Banco de Germoplasma
INIA-CENIAP, estado Aragua, almacenados a
-20 °C. Se disenaron cinco métodos de extraccion:
Buffer Tris Hcl; Buffer PBS; Nitrégeno liquido
(N, L); Buffer Tris HCI + NL y NaCl. Se evaluaron
los métodos en funcion de la calidad de la enzima;
cantidad (mg mL"de proteina) y de extraccién. En
el analisis de varianza se detectaron diferencias
altamente significativas (P<0,01) entre los
métodos. La prueba de comparacién entre medias
de Duncan determin6 que el Método de N,L
extrajo mayor cantidad de proteina (231 mg ml-
) con una actividad catalitica de 1,97 umol acido
min™', superando al grupo y control con valores
que oscilan entre 0,13 pmol acido min' y 0,6
pumol acido min'; siendo entonces, el método mas
eficiente, con mayor rendimiento y menor tiempo
(dos horas). Se recomienda la purificacion y
caracterizacion de la PME con fines de aplicacion
agroindustrial y biotecnoldgico.

Palabras Clave: Manilkara zapota, ablandamiento,
zapote, PME, actividad enzimatica.

Recibido: 04/04/14
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ABSTRACT

Sapodilla (Manilkara zapota [L.] ‘Prolific’) is a fruit
whose difficulties of post-harvest management
have limited its commercialization. During ripenning
of these fruits the most dramatic change is the loss
of firmness, which causes the decrease in quality.
This softening is associated with the action of the
pectin methylesterase (PME, E.C. 3.1.1.11), which
is an enzyme that induce degradation of the cell
wall. The objective was to design a method for
efficient extraction of PME, with high quality, fast
and using few reagents. Physiologically ripen
Sapodilla fruits from the Germplasm Bank INIA-
CENIAP, Maracay, Aragua state, were used. They
were stored at -20 °C. Five methods of extraction
Buffer Tris HCI; Buffer PBS; Liquid nitrogen (N,L);
Buffer Tris HCI + N_L and NaCl, were designed.
Methods were evaluated according to enzyme
quality, amount (mg mL™" protein) and extraction.
The analysis of variance showed highly significant
differences (P<0.01) among the methods and
Duncan mean comparisons determined that the
liquid nitrogen method extracted more protein (231
mg ml") with a catalytic activity of 1.97 uymol acid
min', excelling the other methods and the control
with values ranging from 0.13 ymol acid min"' up
to 0.6 ymol acid min™'. Therefore, the C method
is the most efficient, with higher protein yield and
lower time (two hours). However, purification and
characterization of PME for either agroindustrial
purposes or biotechnological application is
recommended.

Key words: Manilkara zapota, softening, sapodilla,
PME, enzymes activity.
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INTRODUCCION

El nispero (Manilkara zapota [L.] Van Royen var.
Prolific) es un fruto poco comercializado por sus
dificultades de manejo postcosecha, ocasionado
por el ablandamiento rapido y desuniforme;
generando la necesidad de realizar estudios
en esta area. Actualmente existen diversos
métodos que permiten extraer la enzima pectina
metilesterasa (PME) a partir de la pulpa de los
frutos; sin embargo, estos requieren de varias
etapas parala extracciony el tiempo de ejecucién
oscila entre 6 y 24 horas; ademas, se necesita
una gran variedad y cantidad de reactivos, que
las hace costosas (Cuadro 1).

Otro aspecto importante a considerar es la
presencia del latex en el nispero hasta etapas
avanzadas, ya que los métodos analizados son
aplicados a frutos que carecen de latex (Drayen
y Van Cutsem, 2008; Vovk y Simonovska, 2007;
Rodrigo et al., 2006; Bedoya, 2002 y 2012). Por
lo antes expuesto, se planted la necesidad de
disenar un método de extraccion que permita
reducir el tiempo y evite la interferencia que
ocasiona la presencia de latex en los frutos de
nispero (Bedoya, 2012).

El nispero, es un fruto muy apetecido por su
aroma y agradable sabor, siendo muy utilizado
para la elaboracion de jugos, merengadas y
jaleas. De acuerdo a su fisiologia es un fruto
catalogado como altamente climatérico, es
decir, que al alcanzar la madurez fisiolégica
incrementa rapidamente su tasa respiratoria,
aumentando la degradacion de sustancias
(almidén, fructosa, carbohidratos de la pared y
pigmentos) y, por ende, la sobremaduracion y
descomposicién ocurren a los pocos dias de la
cosecha, con un ablandamiento desuniforme.
Esto se ha convertido en una limitante para
la comercializacién del fruto, tanto para el
consumo fresco como industrial, ya que es
poca su durabilidad bajo condiciones de
almacenamiento, ocasionando grandes pérdidas
y haciendo poco rentable el cultivo (Laborem et
al., 1981; Rodriguez y Restrepo, 2011; Carabali
et al., 2009).

La pérdida de firmeza, aunque necesaria para
lograr el maximo desarrollo sensorial, es uno
de los factores que mas contribuye con el
deterioro del fruto, disminuyendo asi su calidad
(Carabali et al., 2009), por lo que se ha generado
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la necesidad de estudiar las causas de este
proceso, a fin de minimizar sus efectos.

El ablandamiento ocurre debido a los cambios
en la pared celular, siendo los mas significativos
los relacionados a sus componentes durante
la maduraciéon, como la concentracion de las
sustancias pécticas solubles en agua, las
cuales aumentan ocurriendo paralelamente
un descenso de los polisacaridos (celulosa,
hemicelulosa y sustancias pécticas), debido a la
solubilizacién de las pectinas; proceso atribuido
generalmente a la accion de enzimas, entre las
que se encuentra la pectina metilesterasa EC
3.1.1.11 (Diaz-Sobac et al., 1997; Pérez-Almeida
y Carpita, 2006; Rodriguez y Restrepo, 2011;
Carabali et al., 2009).

Durante la maduraciéon de los frutos, la PME
tiene por funcion la desesterificacion del grupo
carboxilo de los restos de acido poligalacturonico,
incrementando, como  conscuencia, la
susceptibilidad de las pectinas al ataque de las
poligalacturonasas, las cuales degradan al acido
poligalacturénico (Micheli, 2001; Rodriguez y
Restrepo, 2011; Carabali et al., 2009).

Ademas del rol de la PME durante el
reblandecimiento de la pared celular se han
reportado otras funciones en diversos procesos
como: microsporogénesis y crecimiento del
tubo polinico, diferenciacion celular cambial,
germinacion de semillas y elongacién del
hipocétilo. También se demostrd que una
isoenzima de la PME es receptora para una
proteina de movimiento del virus del mosaico del
tabaco (TMV). La interaccion entre la proteina
del movimiento del virus y la PME es necesaria
para el desplazamiento del virus de célula a
célula a través de los plasmodesmos (Micheli,
2001).

Asimismo, la PME ha sido utilizada en la
agroindustria como estabilizadora en la turbidez
de jugos o néctares, para clarificarlos e
incrementar la extraccion (Bajard et al., 2006).

Estos aspectos ofrecen un panorama general
sobre la importancia del estudio de esta enzima
para su aplicabilidad en el manejo postcosecha
y en la agroindustria. Por lo que es importante
ofrecer una técnica que permita extraerla de
los tejidos del fruto, manteniendo su integridad
estructural y catalitica.
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Cuadro 1. Resumen de las diferentes metodologias de extraccion de la PME y sus isoenzimas.
Se presentan los pasos y los reactivos utilizados por cada grupo de autores.

Drayen y Van Cutsem
(2008)

Vovk y Simonovska
(2007)

Rodrigo et al.
(2006)

Bedoya
(2002)

Metodologia extracciéon de PME

1. Las muestras de
fresa se maceraron con
N, liquido.

1. Se utilizaron
frutos de tomate. Se
homogeneizaron 500 g
de pulpa (sin piel) con
500 ml de agua fria. Se
ajust6 apH3con1M
de HCI.

1. Se utilizaron
frutos de tomate. Se
homogeneizaron 500 g de
pulpa con 750 ml de agua
destilada fria por 2 min.

1. Se utilizaron frutos
de nispero. Se les quit6é
el exocarpo.

2. Se resuspendié en
bufferA(76 MM K,HPO,;
27 mM KH,PO,; 25 mM
[EDTA]); 1 mM cisteina;
50 g I' [PVPP]; 1 mM
[PMSF] pH 7,3).

2. El pellet obtenido
fue centrifugado por 20
min a 8000 rpm.

2. Se ajusté a pH 3 con
HCI 0,1 M. Se agité6 por
15 min.

2. Se homogeneizaron
durante 1 min en
solucién de NaCl 10%.

3. Se agitdé en vortex
por 30 min y el
sobrenadante se
centrifugoé a 3000 g.

3. El pellet obtenido fue
disuelto en 750 ml de
NaCl 1,2 M (pH 6).

3. Se centrifugd
20 min a 8000 g.

por

3. Se centrifugé a
10000 rpm por 30 min.

4. Se descarto el pellety
se agité nuevamente en
vortex en 4 volumenes
bufferB (76 Mm K, HPO,;
27 mM K,HPO,; 25 mM
EDTA; 2 M NaCl; 1 mM
cisteina; 50 g I'' PVPP;
1 mM PMSF; pH 7,3).

4. La solucion se
centrifugé a 8000 rpm
por 20 min.

4, El pellet fue
resuspendido en agua
destilada. Se ajust6 a pH
3 con HCI 0,1 M.

4. El sobrenadante
obtenido se sometio a
dialisis durante toda la
noche.

5. Se agité por 60 min
y se centrifugd por 30
min a 3000 g.

5. El pellet obtenido se
disolvi6 en 500 ml de
NaCl 1,2 M (pH 6). Se
agitoé por 3 h.

5. Se centrifugd a 8500
g por 20 min. El pellet
se disolvié en Na Cl 1,2
M; en proporcion 1:1. Se
ajusté a pH 6 con NaOH
0,1 M.

5. Se almacendé la
muestra.

6. El sobrenadante se
centrifugd por 30 min a
14000 g.

6. Luego se centrifugd
a 10000 rpm por 20
min.

6. Se agito por 3 h. Luego
se centrifugd a 10000 rpm
por 20 min.

6. Tiempo aproximado
de procesamiento de
16-24 h.

7. Luego las muestras

7. El sobrenadante
fue filirado en papel y
luego a través de una

7 Se recuper6 el

sobrenadante el

fueron dializadas membrana  Millex-HV cual
durante toda la noche. polihidrofilica  (PVDF contenia a la PME.
0,45 um).

8. Se almacené la
muestra dializada.

8. El filtrado obtenido
se almacend.

8. Tiempo aproximado de
procesamiento 6-8 h.

9. Tiempo aproximado
de procesamiento: 16-
24 h.

9. Tiempo aproximado
de procesamiento 6-8
h.
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En la literatura se reportan diferentes métodos de
extraccion de la PME (Cuadro 1); sin embargo,
el tiempo de ejecucion y los materiales que se
requieren son costosos, por tanto el objetivo
de esta investigacién fue disefiar un método de
extraccion rapido y eficiente, que utilice pocos
reactivos.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se colectaron frutos en estado de madurez
fisiolégica (MF) de la coleccion activa del Banco
de Germoplasma del Campo Experimental
del Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias, adscrito al Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA-CENIAP),
Maracay, estado Aragua. Posteriormente,
fueron trasladados al Laboratorio de Genética
Molecular del Departamento de Genética de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Central
de Venezuela (FAGRO-UCV), Maracay; lugar
donde se procedié a lavarlos y almacenarlos
bajo congelacion a -20 °C, para luego utilizarlos
en los ensayos respectivos.

Extraccion de la PME

Se disefaron cinco métodos de extraccion, los
cuales se evaluaron en funcién de la cantidad

de proteina obtenida, la actividad de la enzima
y el tiempo de ejecucién. Estos métodos
se denominaron A, B, C, D y E (Figura 1).
Inicialmente a todos los frutos se les retir6 el
exocarpo y las semillas, y fueron lavados para
su posterior procesamiento.

Método A (Buffer Tris HCI)

Se maceraron 20 g de pulpa en un mortero
con Buffer Tris-HCI (0,1 M; pH 8) en relacion
1:1. Se centrifugé a 10000 rpm x 30 min, y se
obtuvo un volumen de sobrenadante de 20 ml.
El sobrenadante obtenido fue filtrado con lana
de vidrio y almacenado a -20 °C. Tiempo de
procesamiento aproximado: 2 horas.

Método B (Buffer PBS)

Se maceraron 20 g de pulpa en un mortero con
20 ml de PBS (Buffer fosfato monohidratado:
K,HPO,20mMpH 7,4 y Buffer fosfato bihidratado:
KH,PO, 20 mM pH 7,4; NaCl 0,45 M) en relacion
1:1. El macerado obtenido se centrifugé a 10000
rom x 30 min y el sobrenadante (17,5 ml) se filtré
con lana de vidrio y fue almacenado a -20 °C.
Tiempo de procesamiento aproximado: 2 horas.

Método C (Buffer Tris-HCI + N,L)

Se tomaron 20 g de la pulpa y se pulverizé con
N,L. Luego se resuspendio en 20 ml de Tris-HCI

| MACERACION DE LA PULPA |

Método A I l Método B

| | Método C

| | Método D l | Método E

Centrifugacion
10.000 rpm x 30

| Filtrar sobrenadante |

| Almacenar a -20 °C |

Figura 1. Esquema de la secuencia y las técnicas utilizadas para
realizar la extraccion de la PME a partir de frutos de nispero.
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(0,1 M-pH 8) y se centrifugdé a 10000 rpm x 30
min. El sobrenadante obtenido (20 ml) se filtrd
con lana de vidrio y fue almacenado a -20 °C.
Tiempo de procesamiento aproximado: 2 horas.

Método D (Buffer Tris HCI + N,L)

Se maceraron 20 g de pulpa en mortero con
20 ml de Tris-HCI (0,1 M; pH 8) en relacion 1:1,
se separo la fase acuosa de la sélida; a la fase
sélida se le agrego N,L, se macero nuevamente
y se centrifugd a 10000 rpm x 30 min. El
sobrenadante obtenido (21 ml) se filtré con lana
de vidrio y almacenado a -20 °C. Tiempo de
procesamiento aproximado: 2 horas.

Método E (NaCl)

Se homogeneizaron 20 g de la pulpa en 20 ml de
NaCl 10% (relacion 1:1) y se centrifugd a 10000
rom x 30 min. El sobrenadante obtenido (17,5
ml) se filtré con lana de vidrio y almacenado a
-20 °C. Tiempo de procesamiento aproximado:
2 horas.

El grupo control se preparé6 macerando 20 g
de fruto con 20 ml de agua destilada (H,Od), la
mezcla se centrifugd a 10000 rpm x 30 min. El
sobrenadante obtenido (18 ml) se filtré con lana
de vidrio y almacenado a -20 °C.

Medicion de la actividad de la PME

Para determinar la actividad de la enzima PME
en los diferentes extractos se utilizé el método
colorimétrico de Hagerman y Austin (1986). La

metodologia consiste en realizar una mezcla de
reaccion con el extracto obtenido (enzima), el
sustrato (pectina) y azul de bromofenol (Figura
2).

Cuando la PME remueve los grupos metil de
la cadena de acido poligalacturénico (demetila)
se acidifica el medio y el descenso de pH
genera un cambio en la coloracion del azul
de bromofenol, de azul a amarillo. Esto es
captado por el espectrofotometro y se mide la
actividad de forma indirecta como un cambio
en la absorbancia a 620 nm. Los valores fueron
llevados a una curva patrén (Figura 3) elaborada
de acuerdo a la metodologia de Hagerman y
Austin (1986), la cual se utilizé para transformar
los valores de la absorbancia en micromoles de
acido producido/minuto (umol acido min-).

Para la mezcla de reaccién, los volumenes se
ajustaron a la capacidad de un tubo vial de 1,5
ml (Figura 2) y se procedi6 a realizar el ensayo:

1. Preparacion de las soluciones: pectina citrica
(PC) como sustrato al 1% en agua destilada,
azul de bromofenol (AB) al 0,1% y el extracto del
fruto de acuerdo a la metodologia establecida.

2. En un tubo vial de 1,5 ml se agregd 938 pl
de pectina citrica (sustrato), 282 ul de extracto
enzimatico PME (EE) y 20 pl de azul de
bromofenol (AB) al 0,1%.

3. La mezcla anterior se incubd en bafio térmico
a 30 °C durante 1 hora.

939 ul PC + 282 pl EE + 20 pl AB

"
Bario térmico

'30 °C x 1 hora

Mezcla de'agua-hielo

Medir absorbe;ncia a 620 nm

Figura 2. Esquema general para medir la
actividad de la PME de acuerdo
al método espectrofotométrico de

Hagerman

1

y Austin (1986).
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2:5 -

Abs 620

05 -

2,5

Concentracién ymol acido

s HCL + Acido acético

Figura 3. Curva de calibracion para el ensayo espectofotométrico de
acuerdo a la metodologia propuesta por Hagerman y Austin
(1986). HCI (cuadros), acido acético (rombos). Los valores
mostrados son el resultado de las medias de tres repeticiones.

4. Bafio de agua con hielo, para detener la
reaccion.

5. Se midi6 la absorbancia a 620 nm
(Espectrofotometro GENESYS 20).

Contenido de proteinas

Para este analisis se utiliz6 el método de
Bradford (1976), que consiste en mezclar 0,1
ml del extracto y 5 ml del reactivo de Bradford.
La mezcla se dejo reposar durante 10 minutos
y para finalizar se midi6 la absorbancia a 595
nm (Espectrofotdmetro Marca GENESYS 20).
El blanco fue preparado sustituyendo el extracto
por 0,1 ml de agua. Los valores fueron llevados
a una curva patrén, elaborada con albumina
bovina (BSA). El contenido de proteinas fue
expresados en miligramos de proteinas por cada
mililitro de muestra (mg ml).

Diseno y analisis estadistico

El disefio de la investigacion fue completamente
aleatorizado, con tres repeticiones por
tratamiento (Monzén, 1992). Posteriormente se
realizaron los Analisis de Varianza (ANAVAR)
y Pruebas de Medias correspondientes.
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Para todos los analisis de varianza se verificaron
los supuestos del analisis homogeneidad y
normalidad. El Programa utilizado fue el MSTAT.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de la PME

Los resultados de la actividad de la PME,
extraida por diferentes métodos se presentan
en la Figura 4, donde se puede observar que el
método mas eficiente para la extraccion de la
PME, es el método C, obteniéndose un valor de
actividad de 1,97 umol acido min'. En el grupo
control la actividad fue de 0,23 pmol acido min-'.

La actividad obtenida en el método C representa
el 856% respecto al grupo control, lo que
indica un alto rendimiento en la extraccion.
Este resultado también permite deducir que se
mantuvo la integridad molecular y catalitica de la
enzima (Cuadro 2).

Estos resultados indican que la aplicacion
del N,L y del Buffer Tris-HCI permitieron la
solubilizacion de la PME, la cual se encuentra
en la pared celular. Otra propiedad que ofrece
el uso del N,L es neutralizar el efecto del latex
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Figura 4. Actividad de la PME extraida por diferentes métodos a partir de la
pulpa de frutos de Nispero. Control: Grupo Control. A: Método A. B:
Método B. C: Método C. D: Método D. E: Método E.

Cuadro 2. Comparaciéon de los diferentes métodos en cuanto a: actividad enzimatica, cantidad
de proteina, tiempo de extraccion y reactivos utilizados.

Actividad Actividad Contenido  Tiempo de Reactivos y
Grupo PME (umol PME (%) de proteinas extraccion materiales
acido min™) ° mg ml* (horas) utilizados

Grupo 0,23 100 201,6 2 H,Od
Control 2

A 0,42 182 118 2 Buffer Tris HCI

B 0,13 56 210 2 Buffer PBS

Cc 1,97 856 231 2 N,L Buffer Tris HCI

D 0,38 165 299 2 N,L Buffer Tris HCI

E 0,6 260 291 2 NaCl

presente en la pulpa, evidenciandose la razén
por la que no se formé la capa adherida a las
paredes de los tubos; aspecto muy importante
porque la presencia del latex afecta la extraccion,
la actividad y el proceso de purificacion (Bedoya,
2002; 2012). Por otro lado, el Buffer Tris-HCI
tiene un efecto idnico que permite solubilizar
la enzima sin necesidad de dializar el producto
(Carabali et al., 2009).

161

En los valores obtenidos con el método C
se puede observar una gran diferencia en la
actividad de la enzima, con respecto a los
otros métodos. Por ejemplo, en los métodos A
y E los valores son de 0,42 y 0,6 pmol acido
min', respectivamente, lo cual representan sélo
el 21,3% y el 30,4% de actividad en relacién al
método C; sin embargo al ser comparados con la
actividad obtenida en el grupo control, el método
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Ay el E permitieron una mayor extraccion de la
enzima, ya que la actividad obtenida representa
un 182 y 260%, respectivamente, en relacién al
grupo control.

De igual manera los métodos B y D permiten
extraer la proteina, pero los valores de actividad
enzimatica son muy bajos en relacién al método
C.

Durante la ejecucion de cada uno de estos
métodos fue importante el uso del buffer. Los
resultados indican que el Buffer Tris-HCI utilizado
en el método C es eficiente para la extraccion.
Sin embargo, en los métodos A y E donde se
utilizé buffer Tris-HCI y NaCl, respectivamente,
se obtuvieron valores altos de actividad (Cuadro
2). Diversos trabajos han utilizado una variedad
de buffer o agua para hacer la extraccion,
dependiendo del tipo de fruto en estudio. El
buffer no solo permite mantener el pH estable
sino que solubiliza la enzima de la pared y mejora
la actividad catalitica de la PME (Rodriguez y
Restrepo, 2011 Carabali et al., 2009).

Contenido de proteinas

En el método D se logré extraer la mayor
cantidad de proteinas con un valor de 299 mg
ml', seguido del método E (291 mg ml' de
proteinas). En tercer lugar, con el método C se

extrajo 231 mg ml-' de proteina, pero este es el
mas alto en la actividad de la PME (Cuadro 2).
Es decir, los métodos D y E permiten extraer
mayor cantidad de proteina (Figura 5), pero
cuando se determina la actividad de la PME se
puede observar claramente que la actividad es
muy baja en relacién al método C (Figura 4).

Estos resultados sugieren dos posibilidades:
la primera es que en los métodos D y E no se
mantiene la integridad estructural y catalitica de
la enzima, y la segunda es que se obtienen otras
proteinas que no son la PME. Probablemente
esto ocurre debido a que la metodologia no es
eficiente en la extraccion de la PME, la cual esta
adherida a la pared celular.

En el anadlisis de varianza (Cuadro 3) se
detectaron diferencias altamente significativas
(P<0,01) entre los métodos. Se realizo la prueba
de comparacién entre medias de Duncan
(Cuadro 4), la cual determindé que el método
C evidencié una mayor actividad catalitica de
PME (1,97 ymol acido min™') y una cantidad de
proteina de 231 mg ml-.

Tiempo y reactivos

El tiempo de ejecucion de los métodos de
extraccion disenados, es de dos horas, en
comparacion con los descritos en otros trabajos,

350 -
- 299 291
— 250 - 231
£ 2016 210
g 200
2
g 1507 118
g
o 100
o
g 50
®
= 0
= 6\ T % T P T o o T <
oo° ‘é@ 6\0 ,@\o 6\0 6\0
) ) ) ) )

Método de extraccion

Figura 5. Contenido de proteina de los extractos crudos de pulpa de
nispero procesados por diferentes métodos.
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Cuadro 3. Anadlisis de Varianza de la Actividad de la PME y de la concentracion de proteinas de los
extractos obtenidos por los diferentes métodos de extraccion.

Cuadrados medios

Fuente de variacion gl Actividad PME Concentracion de
(mmol acido min-) proteinas (mg ml)
Repeticion 2 0,002 16,194
Métodos de extraccion 5 1,386 > 123249,42 *
Error 10 0,005 9,232
Total 17
CV (%) 11,15 1,35

**Diferencias altamente significativas. Duncan (P<0,01).

Cuadro 4. Prueba de Medias de la actividad de la PME vy la concentracion de
proteinas en las muestras extraidas con diferentes letras métodos de

extraccion.
Método de Actividad PME Concentracién de
extraccion (mmol acido min-) proteinas (mg ml)
Control 0,233 d 2016 e
A 0,423 ¢ 118,0 f
B 0,127 d 210,0 d
C 1,970 a 2310 ¢
D 0,383 ¢ 2990 a
E 0,603 b 2910 b

Letras diferentes denotan diferencias significativas.

donde el tiempo oscila entre 6 a 24 horas
(Cuadro 1), lo cual representa una reduccion
entre 30-90%. Otra caracteristica resaltante
de los métodos descritos en este trabajo, es la
poca cantidad de reactivos utilizados, lo cual
disminuye los costos para su aplicacion en
posteriores investigaciones.

CONCLUSION

Se disefid un método rapido, eficiente y con
pocos reactivos para la extraccion de la PME
a partir de frutos de nispero. El método C es
el mas eficiente en extraccion por la calidad y
cantidad de la enzima; al igual que por el tiempo
empleado.
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RESUMEN

El Programa Venezolano de Desarrollo de
Variedades de Cana de Azucar (PVDVCA) se
encuentra ubicado en la Estacion Local Yaritagua,
municipio Pefia, estado Yaracuy, adscrito al
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INIA). El objetivo del programa es producir y
seleccionar variedades venezolanas de cafa
de azucar (Saccharum spp. Hibrido). EI mismo
comprende una serie de cinco etapas de seleccion,
una fase de plantulas y cuatro de seleccion clonal,
cuyo ciclo completo dura aproximadamente de
12 a 14 anos. En este trabajo veintiocho clones,
fueron evaluados en la IV etapa de seleccion,
denominada Primer Ensayo Replicado, durante
tres ciclos anuales y consecutivos, bajo un
disefio en bloques al azar con tres repeticiones.
Se evaluaron las variables: brotaciéon (%), Pol %
cafa o sacarosa aparente, toneladas de cafia por
hectarea (TCH), toneladas de Pol por hectarea
(TPH). Los resultados indicaron diferencias
altamente significativas para la variable brotacion,
resaltando los clones V98-78, V98-95, V98-56 y
V98-37, con un promedio de 40,58%. En cuanto
a las variables de rendimiento, especialmente en
TPH, los materiales que destacaron en todos los
ciclos, superando a los testigos comerciales, fueron
V98-62, V98-120, C266-70, C137-81 y V98-39, por
encima de las 20 TPH, para el primer ciclo. Estos
resultados, conjuntamente con las evaluaciones
fitosanitarias, permitieron seleccionar estos
genotipos experimentales para pasar a la etapa
final del programa llamada ensayos regionales.

Palabras clave: Saccharum spp., hibrido, ensayos
regionales, seleccion clonal.

Recibido: 01/04/14
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ABSTRACT

The Venezuelan Sugarcane Variety Development
Program (VSVDP) is located at the Yaritagua
Experimental Station, Pefia Municipality, state of
Yaracuy, and it is ascribed to the Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA). The program’s
goal is to produce and select Venezuelan varieties
of sugarcane (Saccharum spp. Hybrid). It
comprises a series of five stages of selection, one
seedling phase and four clonal selection phases,
whose full cycle lasts about 12 to 14 years. In this
work twenty-eight clones were evaluated in the
selection stage 1V, called Replicated First Essay,
for three annual and consecutive cycles, under a
randomized block design with three replications.
Bud break (%), Pol %, apparent cane or sucrose
content, tons of cane per hectare (TCH), pol
tons per hectare (TPH) were evaluated. Results
showed highly significant differences for sprouting,
highlighting the clones V98-78, V98-95, V98-
56 and V98-37, with an average of 40.58%. As
for the yield related variables, especially in TPH,
materials that excelled in all cycles, outperforming
commercial genotypes were V98-62, V98-120,
C266-70, C137-81 and V98-39, with above 20 TPH
in the first cycle. These results, together with the
phytosanitary evaluations allowed to select these
experimental genotypes to move to the final stage
of the program called regional trials.

Key words: Saccharum spp., hybrid, outfield trials,
clonal selection.
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INTRODUCCION

Los cultivares de cafia de azucar son hibridos
interespecificos, que se originan de un proceso
de hibridacién y seleccién, con el fin de obtener
cultivares mejorados adaptados a diferentes
condiciones agroecologicas y con resistencia
a las principales enfermedades e insectos
plagas que permitan sustituir a aquellos que se
encuentren en proceso de deterioro.

La seleccion en los programas de mejoramiento
genético de cafa de azucar, comienza
normalmente en una poblacion de plantulas
variables genéticamente derivada de semilla
sexual; posteriormente se inician las etapas
de propagacion clonal, las cuales van a variar
de acuerdo al programa de cada pais. Los
caracteres se fijan en la primera etapa de
seleccion y estos después deben ser heredables
y repetibles (Casalette y Ranjel, 1995).

El Programa Venezolano de Desarrollo de
Variedades de Cafa de Azucar (PVDVCA) del
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INIA), actualmente tiene su sede en la Estacion
Local Yaritagua (ELY), estado Yaracuy. Este
programa consiste basicamente de un banco
de germoplasma compuesto por variedades de
canade azucar venezolanasy otras provenientes
de la mayoria de los paises productores de
cafa de azucar del mundo; una coleccién
activa de progenitores seleccionados por su
habilidad para producir progenie de calidad,;
una fase de cruzamientos (hibridacion) para
producir poblaciones variables genéticamente, y
finalmente; la seleccion en etapas consecutivas
de los mejores individuos existentes dentro de
estas poblaciones.

Las etapas de seleccion en campo son
denominadas: etapa |, plantulas en campo;
etapa Il, primer ensayo comparativo; etapa lll,
segundo ensayo comparativo; etapa IV, primer
ensayo replicado y; etapa V, ensayos regionales
o pruebas finales de variedades (De Sousa et
al., 2008).

Los criterios de seleccion del PVDVCA, que
usualmente se consideran de importancia para
la seleccién de nuevas variedades de cafia de
azucar son: componentes del rendimiento en
toneladas de cana y azucar; apariencia de la
planta (cafias erectas, desnudas y soqueras);
resistencia a enfermedades e insectos plagas y;
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usos alternos (agrocombustibles, cogeneracién
y forrajes).

La etapa IV, llamada primer ensayo replicado,
es una prueba de rendimiento y es aquella
que precede a los ensayos regionales, llevada
por dos ciclos (planta y soca) y los criterios de
seleccién: produccion de azucar, toneladas de
cafna para producir una tonelada de azucar y
produccion de cana. El objetivo de este trabajo
fue seleccionar clones experimentales de cana
de azucar de la serie Venezuela 1998, evaluados
en la etapa IV del PVDVCA.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizdé en el campo experimental
de la ELY, del INIA Yaracuy, ubicada en el
municipio Pefia del estado Yaracuy, a 10° 04
LN y 69°07 LO y una altitud de 325 m.s.n.m.
con precipitacion media anual de 953 mm vy
temperaturas promedios anuales de 30,6 °C
(maxima) y 20,3 °C (minima). Los suelos donde
se ubica la estacion pertenecen a la serie
Uribeque (Mendoza et al., 1983) representados
en gran porcentaje por el orden Alfisol (Latiegue,
2009). Esta estacién es la sede del PVDVCA.

Siembra y establecimiento del ensayo

El estudio llamado primer ensayo replicado
o etapa IV de seleccion, se sembrd el 10
de Noviembre del 2004, en el tablén 8 del
campo experimental de la ELY. Se utilizaron
19 materiales venezolanos experimentales de
la serie V98, seis materiales extranjeros (dos
cubanos [C] y cuatro de la Republica de Brasil
[RB]) y tres testigos comerciales como fuente
de comparacién (Cuadro 1). Se conformaron
28 tratamientos en un area efectiva de 3780 m2
El ensayo fue evaluado en tres ciclos planta,
primera soca y segunda soca.

El disefio experimental utilizado fue bloques
completamente  aleatorizados con  tres
repeticiones. Se  establecieron parcelas
experimentales de tres hilos de 10 m por material
(45 m?) y separadas a 1,5 m y una densidad de
siembra de 12 yemas por metro lineal.

Las variables medidas fueron porcentaje de
brotacién, Sdlidos solubles totales (°Brix),
Pol % cafia o sacarosa aparente, toneladas de
cana por hectarea (TCH) y toneladas de Pol por
hectarea (TPH).
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Cuadro 1. Clones sembrados en el primer ensayo replicado serie Venezuela 1998 (V98).

Clon Progenitores (2 x &) Clon Progenitores (2 x &)
V98-07 PR61-632 x ? V98-95 Gloria 58 x ?*
V98-10 PR69-2176 x ? V98-106 CP74-2005 x ?
V98-13 Gloria 58 x ? V98-117 C323-68x?
V98-15 Gloria 58 x ? V98-119 SP71-6163 x ?
V98-33 Kassoer x ? V98-120 Kassoer x ?
V98-35 Kassoer x ? C137-81 B73-343 x Merceditas
V98-37 Gloria 58 x ? C266-70 Co0281 x POJ28-78
V98-39 PR61-632 x ? RB84-5257 RB72-454 x SP70-1143
V98-56 B74-49 x ? RB85-5035 L60-14 x SP70-1284
V98-62 C323-68 x ? RB85-5536 SP70-1143 x RB72-454
V98-64 CP74-2005 x ? RB85-5546 SP70-1143 x RB72-454
V98-78 Kassoer x ? PR61-632 (T) Co421 x POJ28-78
V98-80 C323-68 x ? PR980 (T) Co421 x POJ28-78
V98-87 Gloria 58 x ? V64-10 (T) CB36-24 @**

*? Padre desconocido, debido a que es producto de una polinizacion abierta en campo o cruce multiple.
**@ Progenitor proveniente de una autofecundacion de CB36-24.

Porcentaje de brotaciéon

Alos cuarentay cinco dias después de la siembra
se realizd la observacion de brotacion, contando
todos los brotes primarios de cada uno de los
tres hilos de cada parcela. Se realizé el calculo
dividiendo el numero de brotes observados por
hilera, entre el nUmero de sembrados por hilera
y se multiplicé esta cifra por cien.

Muestreo de tallos (Determinaciéon de Pol %
cana)

Este muestreo se realizé cuando el cultivo tenia
11 meses de edad aproximadamente para los
tres ciclos (planta, soca y resoca). La muestra
que se tomdé constd de 10 tallos molibles
consecutivos a partir de un punto tomado al
azar dentro de la hilera central de cada parcela
experimental. Cada muestra fue identificada
y enviada al laboratorio de tallos del INIA
Yaracuy, donde fueron pesadas y procesadas
mediante el método del jugo prensado descrito
por Chen (1997), mediante un sacarimetro

modelo SacchAAr 880D. Los resultados fueron
expresados como Pol % Cana (PPC), que
representa la sacarosa aparente contenida en
100 partes de cafia.

Cosecha (Rendimiento en TCH)

La cosecha se realizdé a los 12 meses
aproximadamente, pesando con ayuda de una
cargadora de cafa y un dinamometro digital,
toda la cafia de cada parcela. A este dato se le
sumé el peso correspondiente a las muestras
extraidas para el analisis de jugo vy fibra, para
estimar el rendimiento en TCH y aunado al PPC,
se determiné las TPH.

El disefio utilizado fue bloques completamente
aleatorizados donde se realizé el analisis por
cicloy combinado paralos tres ciclos de cosecha,
utilizando la prueba de minima diferencia
significativa (LSD) de Fisher y el programa
estadistico Infostat. Las variables dependientes
fueron todas las de rendimiento industrial y
agronomico: PPC, TCH y TPH, asi como el
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porcentaje de brotacion; siendo las variables
independientes, las variedades utilizadas en el
ensayo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de brotacion

El porcentaje de brotaciéon promedio de todo
el ensayo estuvo en 32,94%, detectandose
diferencias altamente significativas (P<0,05)
entre variedades; fluctuando valores desde 44%
en materiales como PR 61-632 hasta 22% en
V98-106. Los materiales experimentales mas
resaltantes fueron las variedades V98-78, V98-
95, V98-56 y V98-37 con valores de 42 y 40%
(Cuadro 2). Esta fase del cultivo, considerada
como una de las mas importantes, esta afectada
por factores externos e internos tales como
humedad, aireacién y temperatura del suelo,
ademas de yemas sanas, entre otros; que de

una u otra manera son determinantes en el
desarrollo del cultivo (Smit, 2010; Netafim, 2014).

Por otro lado, en algunos trabajos se ha
encontrado correlacion entre la brotacion y
TCH (Ramoén y Mendoza, 2002), no obstante
en el ensayo, se determiné que no existe una
correlacién entre estos dos factores (0,15 vy
0,45 de probabilidad, Cuadro 3), difiriendo de
los autores arriba sefialados. Sin embargo, los
valores de rendimiento en TCH se pudieran
atribuir a la uniformidad de la brotacion en todo
el area de siembra de cada parcela.

Resultados de rendimiento

La variable PPC estima el contenido de sacarosa
aparente que pueda tener cada material. Desde
el punto de vista de mejoramiento genético se
buscan aquellos clones que sean estables de un
ciclo a otro y con valores por encima de 14%,

Cuadro 2. Porcentaje de germinacion de 28 materiales de cafia de azUcar pertenecientes
al primer ensayo replicado serie V98.

Clon % Germinacion Clon % Germinacién
PR61-632 44,00 RB85-5546 31,67
V98-78 42,00 V64-10 31,33
V98-95 40,33 V98-15 31,33
V98-37 40,00 V98-119 31,00
V98-56 40,00 RB84-5257 29,33
V98-117 38,67 V98-87 28,67
RB85-5035 38,00 RB85-5536 28,67
V98-64 37,00 PR980 28,00
V98-120 37,00 V98-80 27,67
V98-13 35,33 V98-7 27,33
V98-10 33,33 V98-62 26,67
V98-39 32,67 C137-81 24,00
C266-70 32,33 V98-106 22,33
V98-33 32,00 cv 9,95
V98-35 31,67 DMS 5,37
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para considerarlos aptos para la seleccion a la
siguiente etapa.

Al analizar los datos obtenidos en los tres ciclos
de evaluacion (Figura 1) se pudo observar
diferencias altamente significativas (P<0,05) entre
variedades, resaltando la variedad C137-81 con
un valor de 15,43% de Pol, para el ciclo planta
seguida de la V98-95, V98-119 y V98-106 con
valores por encima de 14,80%. Los testigos para
este ciclo presentaron un promedio de 12,92%,
por debajo del promedio de los materiales
experimentales que estuvo en 13,77% de Pol,
demostrando la calidad de los materiales en este
ciclo.

Para el ciclo soca se observa como estos valores
disminuyeron para casi todos los materiales, sin
embargo, variedades como la V98-106, V98-7 y
la V98-64, mantuvieron sus valores casi estables
por encima de 14% de Pol. El promedio del ensayo
para este ciclo bajé a 12,87%, no obstante, el de

Cuadro 3. Valores de correlacion entra

los testigos seincrementd a 13,01%. Sianalizamos
el ciclo soca 2 esta variable disminuye a 12,33%,
pero se observa, que materiales como la
V98-106 se mantienen estables a través del
tiempo.

Con respecto a la variable de TCH, el ensayo
presentd un buen rendimiento promedio en
el ciclo planta con 130,05; superior al de los
testigos, resaltando cultivares como V98-62 y
C266-70, con rendimientos superiores a 160
t ha' (Cuadro 4). Cabe destacar que todos los
materiales estuvieron por encima de las 100 t
ha”.

En el ciclo soca, es normal que el rendimiento
disminuya en algunas variedades,
corroborandose con el promedio del ensayo
en 120,58 t ha'. En este ciclo resaltan las
variedades V98-62, V98-120 y V98-37, con
valores por encima de los 160 t ha™'. En el ciclo
soca 2, se nota un marcado descenso para todas

las variables de

germinacion y toneladas de cana por hectarea, para el
primer ensayo replicado serie V 1998.

Ger

TCH

Ger

0,45

TCH

0,15

Mol % Caiia
18

Q N B O

m Planta
H Soca

W Socal

Clon

RB35-5536 |
RBE5.5035
@ RB24.5257
PRYEU
€265-70
€137-81

Q

~— PR61-632

el primer ensayo

replicado, Serie V98 Para los tres ciclos de evaluacion.
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Cuadro 4. Variables tonelaje de cafia por hectarea (TCH) y toneladas de Pol por hectarea (TPH), para
tres ciclos del primer ensayo replicado serie V98.

TCH TPH

Clon Planta Soca Soca 2 Planta Soca Soca 2
C137-81 13926 149,18 67,15 2148 17.83 865
\V98-95 114,07 98,81 50,22 17,03 1323 622
V98-119 1037 143,26 54.73 15,37 1752 7.16
V98-106 106,66 104,74 68,27 15,98 1556 952
RB85-5035 118,52 97,33 71,69 17,50 1241 1011
V98-7 122,96 92,89 69,28 18,03 1313 926
V98-10 117,04 107,56 91,62 22,09 18,94 1145
RB84-5257 112,59 66,22 20,68 15,99 812 284
V98-35 12444 129,92 70,95 17,66 18,00 9,35
\V98-64 12445 131,40 86,63 17,61 19,05 10,96
\V98-56 13926 13437 48,69 19,62 1487 511
\V98-87 106,67 129,93 54,96 14,89 16,58 6,35
V98-117 124 44 79,55 53,68 17,13 994 593
RB85-5546 128,89 61,78 29,49 17,88 765 391
V98-80 14963 116,59 58,88 20,66 1449 7,91
RB85-5536 130,37 109,18 57,68 17,66 1257 6,79
V64-10* 117,04 107,56 67,78 15,43 1342 973
V98-13 14518 13585 51,57 19,27 1730 568
V98-39 13926 149,19 87,06 18,52 19,16 9,69
C266-70 16741 153,48 67,4 22,06 2027 7,76
PR980* 114,08 12252 60,82 14,65 1567 711
\V98-120 15407 169,63 93,42 20,20 22 41 12,2
\V98-62 160,00 17437 121,41 20,95 2271 1437
V98-78 13481 121,04 56,65 17,34 16,18 717
PR61-632* 131,85 143,26 75,33 16,23 2011 8,52
V98-15 145 18 9437 4215 17,90 131 517
V98-33 118,52 86,96 51,97 14,41 10,68 625
\V98-37 15111 165,19 81,15 17,68 2174 961
DMS 41,23 48,06 25,99 555 649 352
CV% 19,18 24,12 24,55 18,95 2518 26,83
5’;?’25;’;30 130,05 120,58 64,69 17,90 1575 8,03
gg’tre“;%gs 12099 124,45 67,98 15,44 16,4 845

*Testigos comerciales.
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las variedades y esto se debid, probablemente,
al manejo dado al ensayo para este ciclo; sin
embargo, sigue resaltando la variedad V98-62,
siendo la Unica que se mantiene por encima de
las 100 t ha™' para los tres ciclos.

La variable TPH se refiere a la cantidad de
azucar (expresada en toneladas), obtenida
por la cantidad de cafia cosechada en una
hectarea.Esta relacionada directamente con el
PPC y las toneladas de cana. En esta variable
se presentaron diferencias significativas entre
variedades para los tres ciclos en estudio.

En el ciclo planta resaltaron las variedades
C266-70, V98-10, V98-62, V98-80 y V98-120
con valores que superan los 20 TPH (Cuadro
4). En el ciclo soca, a pesar de que los valores
de TPH bajaron, variedades venezolanas como
V98-62 y V98-120, superaron a las 22 TPH.
En el ultimo ciclo, los valores disminuyeron
drasticamente debido a la produccién de cania,
pero igualmente la variedad venezolana V98-62,
sigue resaltando como la mas alta en rendimiento
de TPH.

Al analizar estas tres variables para todos los
ciclos (Figura 2), se observa como el PPC es
el mas estable durante los tres cortes, lo cual
indica que es una variable con poca influencia
del ambiente. Al contrario, se muestra la
produccion de cafia o TCH, observandose que

es una variable con mucha influencia ambiental,
mostrando la respuesta de las variedades
afectadas por el efecto de ciclo.

El analisis combinado de los tres ciclos de
cosecha (Figura 3), muestra diferencias
significativas entre variedades para todas las
variables evaluadas, resaltando las variedades
V98-62 (1), V98-120 (2) y V98-10 (3), con los
mejores TPH; la variedad V98-106 (13) con el
mejor PPC y la V98-62 (1) con el mayor TCH.

Se consideran aptos para ser seleccionados a la
siguiente etapa todos los materiales que estén
por encima de las 15 TPH, ya que superan al
mejor de los testigos que en este caso es la
PR61-632. Sin embargo, a parte de los criterios
de rendimiento hay otros factores como la
presencia de enfermedades e insectos plaga
que determina definitivamente la seleccién de
una variedad.

De esta manera los materiales seleccionados
para la etapa de ensayos regionales son:
V98-62, V98-120, C266-70, C137-81 vy
V98-39, estos cultivares superaron a los testigos
en la variable de TPH y fueron resistentes y
medianamente resistentes al carbdn de la cafia
de azucar, ademas de presentar una buena
apariencia general.

TCH
- 140
T+ 120
T 100
1 5o |wmmren
=aPOL %

=+ 60 T

PLANTA

SOCA 1

SOCA 2

Figura 2. Variables TPH, PPC y TCH para los tres ciclos (planta, soca y soca 2)
del primer ensayo replicado Serie V98.
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Figura 3 Analisis combinado de los tres ciclos de corte para las variables
TPH, PPC y TCH, del primer ensayo replicado V98.

CONCLUSIONES

A medida que se va avanzando en las etapas
tempranas del programa, la seleccion de los
materiales se hace cada vez mas estricta,
teniendo en cuenta todos los criterios, tanto
de rendimiento como de evaluaciéon de
enfermedades e insectos plagas.

Las variedades V98-78, V98-95, V98-56 y
V98-37, fueron las que presentaron mejor
brotacion a los 45 dias de sembrado el ensayo,
sin tener esta incidencia en los rendimientos de
cafa por hectarea.

Los materiales que presentaron un rendimiento
superior a los testigos y aceptable reaccion a
las principales enfermedades del cultivo fueron:
V98-39, V98-62, V98-120, C266-70 y C137-81.
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RESUMEN

La propagacion in vitro es una alternativa para
producir semillas sanas de platano (Musa AAB);
no obstante, es necesario mejorar la adaptacion de
las plantas in vitro a condiciones ex vitro. Para ello,
pueden aprovecharse los restos de cosecha del
platano como fuente de extractos promotores del
crecimiento en el mismo cultivo, siendo necesario
determinar la dosis adecuada que permita las
mejores respuestas. Con este fin, se sembraron
vitroplantas en recipientes plasticos de 295 ml que
contenian tierra, estiércol y concha de arroz en
proporcion 1:0,5:0,5; bajo un disefio experimental
completamente aleatorizado y arreglo factorial 2x4
(tipo de extracto y dosis), con seis repeticiones. Los
extractos estudiados fueron: pseudotallos y laminas
foliares de platano en dosis de 0, 10, 30 y 100%. Se
evalud la altura, numero de hojas, materia seca de
la parte aérea y subterranea, longitud radical, tasa
de fotosintesis neta, transpiracion, conductancia
estomatica y concentracion de pigmentos
fotosintéticos. Se encontré que la mejor dosis fue
la del 10%, independientemente del tipo de extracto,
la cual produjo incrementos hasta del 4233,33%,
en las variables evaluadas con respecto al testigo.
Se concluye que la dosis de 10% fue suficiente
para desencadenar respuestas morfofisiologicas
conducentes a mejorar la adaptabilidad de plantas
in vitro de platano en aclimatizacién. Sin embargo,
es recomendable continuar los estudios para
clarificar el mecanismo de accion de estos extractos
sobre las respuestas morfoanatomicas, fisiolégicas
y bioguimicas manifestadas por esta especie
durante su adaptacion a las nuevas condiciones
ambientales.

Palabras clave: Musa AAB, Adaptacién ex vitro,
fotosintesis, propagacion in vitro.

Recibido: 22/04/14
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ABSTRACT

In vitro propagation is an alternative to produce
healthy plantain seeds (Musa AAB); however, it is
necessary to improve the adaptation of plantlets to
ex vitro conditions. As an option, the use of plantain
crop residues allows the obstention of growth
promotersin the same crop. However, itis necessary
to determine the appropriate doses to trigger the
best responses of the crop during acclimatization.
For this purpose, plantlets were planted in plastic
containers containing 295 ml of soil, manure and
rice husk at a ratio of 1:0,5:0,5; under a completely
randomized 2x4 factorial design (extract type and
doses) with six replications. The extracts were
pseudostems and leaf blades of plantain at doses
of 0, 10, 30 and 100%. Height, number of leaves,
dry matter of aerial and under ground parts, root
length, net photosynthetic rate, transpiration,
stomatal conductance and photosynthetic pigment
concentration were evaluated. We found that the
best dose was 10% regardless of the type of extract,
which produced increases of up to 4233.33% in
the evaluated variables relative to the control. It
is concluded that the dose of 10% was sufficient
to trigger morphophysiological responses to
improve the adaptability of plantain plantlets during
acclimatization; however, we recommend further
studies to clarify the mechanism of action of these
extracts and morphoanatomical, physiological and
biochemical responses expressed by this species
in their adaptation to new environmental conditions.

Key words: Musa AAB, Ex vitro adaptation,
photosynthesis, in vitro propagation.
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INTRODUCCION

Las musaceas constituyen una de las seis
familias en el orden Zingiberales. Cuenta con
unas 1000 especies, entre ellas los bananos y
platanos, los cuales son miembros del género
Musa. La importancia de estos cultivos va desde
su alto valor nutritivo hasta su uso artesanal
(Belalcazar et al., 1991).

En Venezuela, la produccion de musaceas es
considerada de importancia econémica, debido
a que es comercializada a nivel nacional e
internacional; ademas de ser un alimento de
gran valor nutritivo. Sin embargo, al igual que
en otros rubros, su produccion esta limitada
por numerosos factores, entre los cuales esta
la disponibilidad de semillas sanas para el
establecimiento de las plantaciones (Hernandez
y Zamora, 2001).

La propagacion in vitro representa una opcion
para solventar la producciéon de semillas. Este
proceso presenta sus dificultades sobre todo
durante la fase de aclimatizacion, ya que las
plantas deben adaptarse progresivamente a
las condiciones de campo (Lezcano, 2008;
Agramonte et al, 1998), pudiendo ocurrir
pérdidas alrededor del 25% (Acosta-Acosta
y Galindo-Menéndez, 2013); lo que ha llevado
a la busqueda de alternativas para mejorar
la adaptacién de las plantas in vitro a las
condiciones ex vitro.

Dentro de estas alternativas surge el uso de
extractos vegetales provenientes de restos de
cosecha del cultivo. Se conoce que el platano
genera gran cantidad de materia fresca, la cual,
una parte importante son residuos de cosecha.
En este sentido Belalcazar et al. (1991) sefalan
que durante la cosecha sélo se aprovecha de
20 a 30% de la biomasa generada por la planta,
quedando el 70 a 80% por utilizar.

Segun, Mazzeo et al. (2010), esto ha generado
unade las principales problematicas ambientales
en este sistema de produccion, puesto que en la
mayoria de los casos, los restos vegetales son
incinerados o vertidos a los cauces receptores
sin tratamiento previo, lo que incrementa la
degradacién del ecosistema.

En otros casos, los residuos son dejados dentro
de la misma plantacion, lo que si bien contribuye
al reciclaje de nutrientes, también constituye un
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reservorio para insectos plaga y enfermedades
de importancia econémica para el cultivo, tales
como el gorgojo negro (Cosmopolites sordidus),
el gorgojo rayado del platano (Metamasius
hemipterus) y la sigatoka negra (Mycosphaerella
fijiensis); ademas de entorpecer las labores del
cultivo. Es por ello, que cada vez ha tomado
mas importancia el aprovechamiento de estos
residuos de cosecha.

En tal sentido, la literatura reporta el uso de
estos residuos en la produccion de metabolitos
secundarios de interés farmacéutico y
alimentario (Granda et al., 2005), asi como en la
elaboracion de papel; y la obtencion de harina y
almidéon (Mazzeo et al., 2010).

En el pais, ademas del aprovechamiento para
la obtencion de harinas y almidén (Hernandez
et al., 2009), también es conocido el uso del
pseudotallo (PS) de la planta para la alimentacion
del ganado durante la época de escasez de agua,
la elaboracion de artesania y el aprovechamiento
de las laminas foliares (LH) para la llamada hoja
de hallaca, la cual es utilizada en la envoltura
de este plato tipico en la época decembrina
(Hernandez y Zamora, 2001).

Estudios realizados sobre extractos provenientes
deraquis de platanoy de banano (Musa AAA) han
demostrado un fuerte efecto antifungico contra
la sigatoka negra (Larco, 2004; Ortiz, 2009) y
antibacterial sobre Ralstonia solanacearum
causante del Moko o Hereque. Garcés (2010),
comparando la calidad y los efectos de lixiviados
obtenidos a partir de raquis de banano y platano
mediante transformacion aerébica y anaerdbica,
reportd que ambos extractos en dosis del 100%
incrementaron la altura en plantas in vitro de
banano ‘Williams’.

Russo et al. (1995) reportan que extractos
humicos de raquis de banano (Musa AAB
‘Cavendish’) incrementaron el crecimiento en
plantas del mismo cultivo. Sin embargo, poco
se sabe del efecto de extractos provenientes de
otros residuos de platano, tales como PS y LH,
y de la dosis a la cual deben ser aplicados los
mismos.

El propdsito de esta investigacion fue evaluar
el efecto de la dosis de extractos provenientes
de PS y LH de platano sobre el desarrollo de
plantas in vitro del mismo cultivo.



Blanco et al. Efecto de diferentes dosis de extractos de platano sobre el crecimiento...

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevé a cabo en los laboratorios
y cobertizo de la Unidad de Biotecnologia
Agricola del Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas, Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIA-CENIAP); Maracay, estado
Aragua.

Obtencion de las plantas in vitro

Para la propagacion in vitro se siguio el protocolo
establecido por el Instituto de Biotecnologia
de Plantas de la Universidad Central “Martha
Abreu” de Las Villas, Cuba (2005); para ello,
se utilizaron como explantes apices de platano
‘Hartén’ (Musa AAB) obtenidos de plantas
provenientes del banco de germoplasma del
INIA-CENIAP, los cuales fueron colocados
en un medio de cultivo conformado por sales
propuestas por Murashige y Skoog (1962), con
adiciéon de auxinas y citocininas de acuerdo a
la fase del cultivo in vitro: 6-bencilaminopurina
(6-BAP) 2 mg I y acido indolbutirico (AIB)

0,023 mg I (fase de establecimiento o iniciacion),
6-BAP 3 mg I y acido indolacético (AIA) 1 mg I
(fase de multiplicacién) y AIA 1,3 mg I (fase de
enraizamiento).

La fase de enraizamiento permiti6 homogeneizar
la poblacién de plantas in vitro, tanto en tamafio
como en su estado fisioldgico. Sin embargo,
una vez obtenidas las plantas, fueron lavadas
con agua para la eliminacion de restos de
medio de cultivo y se les elimino las raices
para evitar enmascaramiento de los resultados,
considerando solo las que se formen durante
esta fase. Posteriormente, las plantas se
sembraron en recipientes plasticos de 295 ml
de capacidad, que contenian sustrato estéril
compuesto de una mezcla de tierra, estiércol y
conchas de arroz en proporcién de 1:0,5:0,5; y
cuya composicién quimica fue determinada en
el Laboratorio de suelos, agua y plantas del INIA
Yaracuy (Cuadro 1).

Las plantas crecieron bajo condiciones de 80%
de sombra dentro de un cobertizo por 75 dias.

Cuadro 1. Composicion quimica del sustrato utilizado para la aclimatizacion de las
plantas in vitro de platano (Musa AAB).

Analisis quimico del sustrato

pH 6,4
C.E. (dS/m a 25°C) 2,70
Materia organica (%) 29,00
N (%) 0,84
P (%) 1,19
Macroelementos K (%) 0,26
Ca (%) 0,84
Mg (%) 0,19
Fe (mg kg™) 5443,10
. Cu (mg kg™) 72,0
Microelementos
Zn (mg kg™) 97,3
Mn (mg kg™) 490,80

Nota: Para pH y C.E. se utilizé una relacién de muestra 1:5. El método de extraccién de todos
los elementos fue con solucion nitro-perclérica, excepto nitrégeno (N) para el cual se utilizo el
método Kjeldahl. El calcio (Ca), magnesio (Mg), potasio (K), cobre (Cu), zinc (Zn), hierro (Fe) y
manganeso (Mn), fueron cuantificados por espectrofotometria de absorcion atémica, y fésforo (P)
y azufre (S) por fotocolorimetria.
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Caracteristicas de los extractos de platano
utilizados

Los extractos usados fueron los obtenidos y
caracterizados por Blanco (2014), quien utilizé el
modelo disefiado por Linares (2009) basado en
el uso de recipientes plasticos de 40 litros con

de platano (PS o LH) durante 90 dias, para su
descomposicion y produccion de lixiviados. La
cantidad de materia fresca (MF) utilizada fue la
necesaria para llenar por completo la capacidad
de los recipientes (40 litros), 10 kg en el caso de
PSy 5,5 kg para LH. Las caracteristicas quimicas
y microbiolégicas de los extractos producidos se

tapa, donde se colocaron restos de cosecha muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas quimicas y microbioldgicas de extractos provenientes de pseudotallos
y laminas foliares de platano (Musa AAB).

Tipo de lixiviado

Caracteristicas
Pseudotallo Lamina foliar

Quimica PH 7.90 7.90
C.E. (dS/m a 25 °C) 7,65 11,80
N (%) 0,01 0,02

P (%) 0,01 0,0033
Macroelementos K (%) 0,17 0,24
Ca (%) 0,02 0,04
Mg (%) 0,01 0,02
Fe (mg kg™) 4,63 3,73
Cu (mg kg™) 0,24 0,27
Macroelementos Zn (mg kg') 0.30 0.41
Mn (mg kg') 1,12 2,74

Microorganismos

- Bacillus sp (U.F.C./ml)
no patogénicos

Salmonella (en 25 m

1x108- 3x10" 2,2x10%- 5x10™"

| o de muestra) Ausente Ausente
nocuida Coliformes totales Ausente Ausente
Escherichia coli Ausente Ausente
Proteinas (ug ml) 36,00 - 128,00 15,85 - 55,40
Acido falvicos (%) 0 0,35
Acidos humicos (%) 0 0,06
Otros compuestos Fenol_es, Saponlnas,.fenoles,
. flavonoides, flavonoides,
Metabolitos ) )
} antroquinonas, antroquinonas,
secundarios ) )
alcaloides, terpernos alcaloides, terpernos
y esteroides y esteroides
Otras Color Marrén Marrén

caracteristicas

Para determinar la composicién de macro y microelementos se utilizé el método de extracciéon con solucién nitro-perclérica, excepto
nitrobgeno para el cual se utilizé el método Kjeldahl. Las concentraciones de calcio (Ca), magnesio (Mg), potasio (K), cobre (Cu), zinc
(Zn), hierro (Fe) y manganeso (Mn), fueron cuantificadas por espectrofotometria de absorcion atémica, y la de fosforo (P) y azufre (S) por
fotocolorimetria. Para proteinas totales se utilizé la técnica de microensayos descrita por Bradford (1976). Los metabolitos secundarios
fueron determinados utilizando cromatografia de papel (Marcano y Hasegawa, 2002). Para la concentracion de Salmonella se utilizo el
método de analisis FONDO NORMA 1291-04) y para coliformes totales y Escherichia coli el método establecido por COVENIN 3276-
97. La concentracion de acidos humicos y fulvicos fue determinada en el Laboratorio comercial SEDICOMVET, C.A. (Rif J-30590770-6;
NIT 0054330707), mediante el método de Walkley-Black (1934).
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Diseio  experimental de

tratamientos

y arreglo

Se utilizé un disefio experimental completamente
aleatorizado en arreglo factorial 2x4 con seis
repeticiones, donde el primer factor corresponde
al tipo de extracto (PS o LH) y el segundo a las
dosis aplicadas (0, 10, 30 y 100%). La dosis de
los extractos fueron calculadas considerando
que el extracto original obtenido tiene una
concentracion del 100%, a partir del cual se
hicieron diluciones con agua para obtener
las restantes (10 y 30%). La dosis de 0% se
corresponde a plantas no tratadas con los
extractos. Se aplicaron 20 ml del extracto por
cada planta con una frecuencia de 2 veces por
semana.

Variables evaluadas

Morfolégicas: Al final del periodo de
aclimatizacion (75 dias), se evaluaron las
variables morfoldgicas en las plantas in vitro
cultivadas: altura de la planta (cm), medida
desde la base del PS hasta el punto de insercién
de la hoja bandera; numero de hojas, area foliar
(AF; cm?), para lo cual se utilizd un medidor
de AF CI-202, CID, Inc. La parte subterranea
(cormo + raices) fue separada del PS de las
plantas y lavadas para medir la longitud radical
(LR; cm) en las raices principales emergidas
directamente del cormo, utilizando una regla
graduada. Posteriormente, se secaron en estufa
a 70 °C por 48 h y se determiné materia seca
(MS) de la parte aérea y la parte subterranea (g).

Adicionalmente, se determind el porcentaje
de sobrevivencia de las plantas al final de la
aclimatizacion.

Fisiolégicas: Se midi6 la tasa de fotosintesis
neta (Pn) expresada en pymol m2 s'; ademas
de la transpiracion (E) y la conductancia
estomatica (C), ambas en mmol m?2 s, sobre
la hoja mas joven recientemente expandida
de cada vitroplanta, para lo cual se utilizé un
sistema portatil de medicion Hand-Held Portable
Photosynthesis System (CID, INC, U.S.A).

Las clorofilas a y b fueron extraidas por el
método de Hiscox e Israelstam (1979), y se midio
la absorbancia a 663 y 645 nm, para determinar
su concentracién mediante las expresiones
propuestas por Arnon (1949):
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Concentracion de clorofila a = 0,0127A\663 -
0,00269 A 645 (mg ml")

Concentracion de clorofila b = 0,0229\645 -
0,00468 A 663 (mg ml")

La clorofila total se determiné como la suma de
las concentraciones de clorofila a y clorofila b.
Los resultados fueron expresados con base a la
MF.

Analisis de los resultados

Los resultados fueron analizados utilizando el
programa Infostat®, através del cual se efectuaron
las pruebas estadisticas de normalidad, analisis
de varianza y, en caso de detectar diferencias
estadisticas entre tratamientos, la prueba de
medias de Tukey con un nivel de significacion
del 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Variables morfolégicas

En las Figuras 1y 2, se representan las variables
altura y nimero de hojas, respectivamente, en
funcion del tipo de extracto (A) y dosis aplicada
(B). El andlisis estadistico detect6 diferencias
significativas para estas variables sobre ambos
factores, sin detectar diferencias para las
interacciones entre los mismos.

Las plantas in vitro tratadas con extractos
provenientes de PS fueron 1,23 veces mas
altas y con un numero de hojas ligeramente
superior que aquellas tratadas con extractos de
LH (Figuras 1A y 2A), lo que indica una mayor
efectividad de este extracto para promover el
crecimiento a través del incremento de estas
variables comparado con el de LH.

En cuanto al factor dosis, se observa que todas
tuvieron un efecto positivo sobre el crecimiento
de las plantas in vitro de platano superando al
testigo (0%); sin embargo, con la aplicacién del
10% se obtuvo el mejor comportamiento de la
altura de la planta y nimero de hojas (Figuras
1B y 2B, respectivamente), las cuales tendieron
a disminuir al incrementar la concentracion de
los extractos. Estos resultados pudieran estar
reflejando que el efecto de estos extractos
vegetales tienen un comportamiento similar
al mostrado por los nutrimentos, los cuales
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Figura 1. Efecto del tipo de extracto (A) y dosis (B) sobre la altura (cm)
en plantas in vitro de Musa AAB tratadas con extractos de
pseudotallos (PS) y laminas foliares (LH) durante la fase de

aclimatizacion.
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-
s

350 +

350 =

340

Tipo de sxtracto vegetal

Mimero de hojas.

35

Figura 2. Efecto del tipo de extracto (A) y dosis (B) sobre el numero
de hojas (NH) en plantas in vitro de Musa AAB tratadas con
extractos de pseudotallos (PS) y laminas foliares (LH) durante
la fase de aclimatizacion.

alcanzan una dosis Optima de aplicacién
(Espinosa y Mite, 2012).

En el caso de la variable MS de la parte aérea,
el analisis estadistico detectd diferencias
significativas para los factores: tipo de extracto
y dosis. El extracto de LH produjo un incremento
del 33,33% en el valor de la variable antes
mencionada, comparado con el proveniente de
PS (Figura 3A).

En cuanto al factor dosis, se obtuvo que en
todos los casos donde se aplicé el extracto (10,
30y 100%), los valores para esta variable fueron
superiores comparados con el testigo (0%). Sin
embargo, al realizar una comparacién entre
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ellas, se observa que la dosis del 30% produjo
el mayor incremento de la MS de la parte aérea
(75%) en plantas tratadas, seguida de las dosis
de 10 (54,17%) y del 100% (50%), con respecto
al testigo (Figura 3B).

Respecto a las variables AF, LR y MS de
raices, el analisis estadistico detecté diferencias
significativas para los factores tipo de extracto
y dosis, al igual que para la interaccion entre
ambos. En el Cuadro 3 se observa que la mejor
respuesta para las variables AF, LR y MS radical,
se obtuvo cuando las plantas fueron tratadas con
extractos provenientes de PS a la dosis de 10%,
las cuales superaron al testigo en un 326,99;
530,55y 4233,33%, respectivamente.
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Materia seca parte aérea (g)
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Tipo de extracto vegetal
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oo T T T 1
100%
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Figura 3. Efecto del tipo de extracto (A) y dosis (B) sobre la materia seca de la parte
aérea en plantas in vitro de Musa AAB durante la fase de aclimatizacion. PS

pseudotallos y LH laminas foliares.

Sin embargo, se puede apreciar que ambos
extractos aplicados en las diferentes dosis
estudiadas (10, 30 y 100%), produjeron
incrementos en los valores de las variables
analizadas que superaron en todos los casos
al tratamiento testigo (0%), lo que demuestra la
efectividad de estos extractos vegetales sobre el
crecimiento en plantas in vitro de platano.

Los resultados coinciden con el estudio realizado
por Russo et al. (1995), quienes reportan el
efecto favorable de un bioestimulante extraido
del raquis de banano (Musa AAA, grupo
“Cavendish”, cultivar Gran enano) sobre el AF y
MS radical.

En el caso de la sobrevivencia de las plantas
durante la aclimatizacién, a pesar de que
los valores alcanzados por esta variable son
menores, en algunos casos, a los reportados
por la literatura (Acosta-Acosta y Galindo-
Menéndez, 2013), podria estar asociado a la
eliminacion de las raices previo al trasplante;
ademas se pudo observar un efecto positivo de
los extractos evaluados (Cuadro 3), evidenciado
en el incremento de esta variable en un 30%
respecto a las plantas no tratadas; siendo
las dosis de 10 y 30% las que contribuyeron
a la mayor adaptabilidad de las mismas en
condiciones ex vitro.

Variables fisiologicas

En el Cuadro 4, se presentan las variables Pn, E,
C y concentracién de pigmentos fotosintéticos:
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clorofila a (Chla), b (Chib) y total (Chla+Chlb) en
LH de plantas in vitro de Musa AAB en funcion
de los factores: tipo de extracto y dosis.

Las dosis aplicadas provocaron diferencias
altamente significativas sobre Pn, sin diferencias
en cuanto al tipo de extracto utilizado. La
aplicacion de los extractos a cualquiera de las
dosis evaluadas (10, 30 y 100%) incrementd el
valor de esta variable con respecto al testigo
(0%).

En el caso de E, no hubo diferencia significativa
para ninguno de los factores analizados; pero
si para la variable C en relacion con el tipo de
extracto y dosis. Se obtuvo que plantas tratadas
con extractos de PS mostraran una C mayor; es
decir, mayor intercambio de gases [entre ellos, el
dioxido de carbono (CO,)] que aquellas tratadas
con extracto de LH.

Por otra parte, la dosis del 10% favorecid en
un 54,65% el incremento de esta variable con
respecto al testigo (dosis 0%). Sin embargo, al
comparar los valores de esta variable con los
de fotosintesis, se observé que los valores mas
altos encontrados no coinciden con los valores
mas altos de Pn, lo que hace pensar que durante
la fase de aclimatizacion de las plantas de
platano, la aplicacion de los extractos vegetales,
podria estimular otros factores que contribuyan
al incremento en la fotosintesis, entre los cuales
seria interesante considerar la actividad de las
enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP
carboxilasa).
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Cuadro 3. Area foliar (AF), longitud radical (LR), materia seca de la parte subterranea (PSR) y
sobrevivencia en plantas in vitro de Musa AAB tratadas con extractos de pseudotallos
y ldminas foliares de platano a diferentes dosis.

Tipo de Dosis AF (cm?) LR (cm) PSR (g) Sobrevivencia
extracto (*) () (*) (%)
0% 14,19 c 707c 0,003c 66,67
Pseudotall 10% 60,59 a 4458a 0,13 a 83,34
seudotallo
30% 30,03 bc 10,17c 0,02b 80,00
100% 49,13 ab 27,40b 0,02b 73,00
0% 14,19 c 707c 0,003c 66,67
Lamina foli 10% 34,52abc 1593c 0,03b 86,67
amina foliar
30% 21,53 bc 845c 0,01b 83,34
100% 21,87 bc 960c 0,01b 76,50

(*) Diferencias significativas entre tratamientos

Medias con la misma letra en la columna, son iguales estadisticamente (Tukey, a= 0,05).

Cuadro 4. Tasa de fotosintesis neta (Pn), transpiracién (E), conductividad estoméatica (C) y concentracién
de clorofila a (Chla), b (Chlb) y total (Chla+Chlb) en laminas foliares de plantas in vitro de Musa
AAB tratadas, con diferentes dosis de extractos de pseudotallos y ldminas foliares.

Factor Pn (umol E (mmol C (mmol [Chia] [Chib] [Chla+Chlb]
m2s™) m2s™) m2s™) (mgg'MF) (mgg'MF) (mgg'MF)
Tipo de *)
extracto
Pseudotallo 2,48 0,50 47,67 a 0,10 0,05 0,15
Lamina 2,19 0,40 32,23 b 0,11 0,04 0,15
foliar
Dosis
0% 1,07 b 0,50 34,00 b 0,08 0,03 0,11
10% 2,59 a 0,53 52,58 a 0,09 0,06 0,15
30% 3,26 a 0,38 3517b 0,14 0,05 0,19
100% 2,43 a 0,38 38,03 ab 0,10 0,04 0,14

Diferencias significativas entre tratamientos. Medias con la misma letra en la columna, son iguales estadisticamente

(Tukey, o= 0,05). MF= Materia fresca.

Se conoce que el platano es una especie
de mecanismo fotosintético C3; no obstante,
durante la aclimatizacién se reporto incrementos
en la actividad de la PEP carboxilasa, que
pudiera estar asociada a su vez a la sintesis de
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almidén durante el proceso fotosintético (Aragon
et al., 2010).

En la concentraciéon de pigmentos fotosintéticos
no hubo diferencias estadisticas entre los factores
estudiados (tipo de extracto y dosis). Aunque,
en el caso del factor dosis se observé que la
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concentracién de Chla a y Chla+Chlb fue mayor
en la dosis de 30%; produciendo incrementos
hasta en un 75% en la concentracion de Chla;
de 100% en Chlb, hasta 72,73% en el caso de
Chla+Chlb, comparadas con el testigo (dosis
0%).

Garcés (2010) reporta que el uso de lixiviados
de banano y platano obtenidos mediante
fermentacion anaerdbica de raquis, influyen
positivamente sobre el contenido de clorofila en
plantas in vitro de banano Williams.

El comportamiento observado en las variables
fotosintéticas, donde se evidencio un incremento
en Pn y de clorofilas en plantas tratadas,
contribuye a la mayor adaptabilidad a las
condiciones ex vitro y, por lo tanto, en el mayor
porcentaje de sobrevivencia (Cuadro 3).

En términos generales, el efecto positivo de los
extractos evaluados sobre el crecimiento de
plantas in vitro de platano, puede ser atribuido
a sus caracteristicas quimicas y microbioldgicas
(Cuadro 2). Estos extractos contienen macro y
microelementos esenciales para las plantas,
donde, mas que la concentracién de los mismos,
realza la disponibilidad de estos nutrimentos
para la planta, lo que esta relacionado con su
pH cercano a la neutralidad.

Por otro lado, los valores de conductividad
eléctrica descartan la posibilidad de problemas
de salinidad con la aplicacion de estos extractos
alsuelo consuconsecuente desbalance osmético
en la planta. Estos extractos contienen también
proteinas, las cuales aportan aminoacidos
que pueden incorporarse directamente al
metabolismo de la planta.

Los aminoacidos, ademas de una funcion
nutricional, pueden actuar como reguladores
del transporte de microelementos, ya que
pueden formar complejos con metales en forma
de quelatos. La principal ventaja del uso de
aminoacidos libres en la fertilizacion, es que al
ser absorbidos rapidamente por la planta, son
utilizados inmediatamente sin requerir mayores
transformaciones (Albuja et al., 2011).

Otros componentes pueden estar influyendo
sobre la respuesta de crecimiento y de
adaptacion de las plantas in vitro, es la presencia
de los grupos de metabolitos secundarios
presentes en los extractos evaluados; los
mismos contienen flavonoides, alcaloides y
fenoles, que parecen estar asociados a la
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absorcion de nutrimentos, sintesis de proteinas,
actividad enzimatica, fotosintesis, componentes
estructurales y efectos aleloquimicos. En el caso
de los flavonoides, actuan como catalizadores
en la fase fotoquimica de la fotosintesis y como
reguladores de los canales de iones envueltos
en la fosforilacion (Stalikas, 2007).

Por otra parte, aunque los extractos evaluados
(PS y LH) difieren en cuanto a la presencia de
saponinas, estas reducen la tensién superficial
fungiendo como surfactantes que ayudan a
su absorcién en la planta. Ademas, contienen
acidos humicos, los cuales, también poseen
auxinas y precursores de su sintesis o actividad.

Otra caracteristica, no menos importante para
las plantas, es la presencia de bacterias del
geénero Bacillus, dado que se ha reportado que
bacterias de este género ejercen una accién
especifica mediante la produccion de metabolitos
secundarios y resistencia a estrés bidticos y
abidticos, facilitando la toma de nutrientes del
suelo (Calvo y Zuniga, 2010) y como promotoras
del crecimiento en algunos cultivos (Idriss et al.,
2002).

CONCLUSIONES

A partirde los resultados obtenidos se comprueba
el efecto promotor del crecimiento que los
extractos provenientes de PS y LH de platano
‘Hartén’ ejercen sobre plantas in vitro de Musa
AAB, durante la fase de aclimatizacion y que la
dosis del 10% es suficiente para desencadenar
respuestas  morfologicas y fisiologicas
conducentes a mejorar la adaptabilidad de las
plantas durante esta fase de la propagacion in
vitro.

Se recomienda continuar los estudios para
clarificar el mecanismo de accion de estos
extractos y profundizar en las respuestas
morfoanatémicas, fisiolégicas y bioquimicas
manifestadas por esta especie durante
su adaptacion a las nuevas condiciones
ambientales.
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RESUMEN

Las musaceas tienen gran importancia nutritiva,
socioecondémica y cultural; las explotaciones
comerciales del rubro se ven severamente
afectadas por la falta de agua. Los prolongados
periodos de sequia han ocasionado el abandono
del cultivo debido a la alta inversiéon que conlleva
su riego. Para apoyar el desarrollo sustentable
de comunidades rurales y favorecer el cultivo de
musaceas es nhecesario contar con materiales
tolerantes a sequia. EI mejoramiento genético
tradicional es dificultoso debido a la esterilidad de la
mayoria de los genotipos comerciales; la induccion
de mutaciones es una herramienta valiosa para tal
fin, por ello es necesario determinar condiciones
para obtener materiales tolerantes a sequia
mediante su uso. Se establecié la dosimetria a
través del uso de yemas axilares de Musa AAA
cultivadas in vitro, el medio de seleccion determino
la DL50 con PEG 8000. Se obtuvo in vitro la
generacion M1V6, las plantas regeneradas a partir
de yemas irradiadas se caracterizaron morfolégica
y anatdmicamente, comparandolas con plantas
regeneradas in vitro provenientes de yemas no
irradiadas. Las plantas irradiadas presentaron
una morfologia foliar variada y diferente de las
plantas no irradiadas, un porte mas vigoroso, una
anatomia foliar con mayor densidad de cloroplastos
y mejor organizacion del parénquima esponjoso.
Las plantas provenientes de yemas irradiadas
mantuvieron su vigor y coloracién al ser sometidas
a condiciones simuladas de estrés hidrico,
mientras que las plantas provenientes de yemas
no irradiadas mostraron sintomas evidentes de
estrés al tercer dia de permanecer en condiciones
de sequia simulada.

Palabras clave: mutaciones inducidas, cultivo in
vitro, mejoramiento genético, tolerancia a la sequia.
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ABSTRACT

Musa has great economical, nutritional, social and
cultural importance. Commercial exploitations are
severely affected by the lack of water, given the
long drought periods that may occur. This situation
has caused the abandonment of the crop due to the
high investment for the implementation of irrigation.
In order to support sustainable development of
rural communities and favoring the production of
Musa, it is necessary to produce drought tolerant
Musa genotypes. Traditional breeding is difficult
due to the sterility of most commercially grown
genotypes. Mutation’s induction is a valuable tool
for such goal, being necessary to establish the
conditions to obtain the drought tolerant plants
with this technology. Dosimetry using in vitro
grown Musa AAA buds, and the selection method
using PEG 8000 were established, estimating
the LD50. M1V6 generation was obtained in vitro
and regenerated plants from irradiated buds were
morphologically and anatomically characterized,
and they were compared to plants regenerated from
non-irradiated tissues. Irradiated plants had varied
leaf morphology but different from non-irradiated
plants. Also, they were more vigorous, and had
a leaf anatomy with higher chloroplast density
and a better organization of spongy parenchyma.
Plants from irradiated buds kept their vigor and
leaf color when exposed to simulated water stress
conditions, while plants from non-irradiated buds
showed evident symptoms of stress after the third
day under simulated drought conditions.

Key words: induced mutations, in vitro culture, plant
breeding, drought resistance.
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INTRODUCCION

El déficit hidrico es un proceso complejo y
generalmente poco entendido, que afecta a
una alta proporcion de la poblacién mundial, y
ha presentado una tendencia a incrementarse
de manera irregular a través del tiempo y el
espacio, con efectos acumulativos y residuales
(Wilhite, 2000). Cuando éste déficit se asocia
con altas temperaturas, baja humedad relativa y
alta radiacion solar, caracteristicas tipicas de los
paises latinoamericanos y del Caribe, aumentan
los niveles de evaporacién y transpiracion y, por
tanto, aumenta el déficit de humedad en el suelo
e impide y limita el crecimiento de cultivos, con
la consecuente merma en la produccién agricola
(Quiring y Papakryiakou, 2003; Wu et al., 2004;
Narasimhan y Srinivasan, 2005).

Por otro lado, la tendencia mundial de
crecimiento poblacional aumenta la demanda de
alimentos y bienes de primera necesidad, por lo
que cada dia es mas apremiante el incremento
de los rendimientos de la produccién en las
zonas actualmente cultivadas, asi como, la
adaptacion de nuevas areas al proceso agricola
(Chaves y Davies, 2010). En este sentido, las
alteraciones climaticas asociadas a los cambios
globales que se han producido en los ultimos
afos, parecen afectar considerablemente el
régimen pluviométrico en muchos paises del
area, generando como consecuencia una mayor
frecuencia de eventos de sequias severas
y prolongadas. Por lo tanto, la capacidad
de producir alimentos en condiciones de
baja suplencia de humedad se convierte en
una necesidad prioritaria para los paises
latinoamericanos y del Caribe (Schaper et al.,
2000; Conde-Alvarez y Saldafia-Zorrilla, 2007).

En el caso de Musa, una de las principales
limitantes que se han identificado para impulsar
el cultivo de musaceas entre pequefos y
medianos productores, asi como productores
de subsistencia, es la incidencia de plagas y
enfermedades, aunado al alto requerimiento de
agua por parte del cultivo.

Damour et al. (2012) demostraron que la baja
disponibilidad de agua, en el caso de Musa
AAA, se tradujo en un retardo y disminucion en
la floracion para garantizar el mantenimiento del
crecimiento vegetativo. Adicionalmente, Akinro
et al. (2012) establecieron la alta susceptibilidad
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de las musaceas ante el déficit hidrico durante
todas las fases del crecimiento, confirmando la
alta necesidad de suplencia constante de agua
por parte de las musaceas comestibles.

Se hace necesario contar con genotipos
tolerantes a sequia, a manera de ofrecer
materiales que contribuyan al desarrollo
socioproductivo de las comunidades,
especialmente aquellas de bajos recursos y
dedicadas a la actividad agricola, donde Musa
juega un papel preponderante. El cultivo de
musaceas ha sido considerado prioritario para
la seguridad y soberania alimentaria, siendo
utilizados en programas agricolas destinados a
pequefios y medianos productores, incluyendo
los productores de subsistencia.

El cultivo de musaceas tiene un amplio
potencial para expandirse hacia zonas cuya
principal limitante es el estrés hidrico. Sin
embargo, no existen genotipos de Musa AAA
tolerantes al estrés hidrico, que puedan ser
usados comercialmente en pequenas unidades
de produccion. En tal sentido, no es posible
obtener estos materiales mediante técnicas
convencionales de mejoramiento, debido a que
los materiales de interés son generalmente
triploides y estériles (Alfaro, 2013; Tomepke et
al., 2004).

El uso de mutaciones inducidas ha sido exitoso
en la obtencion de mutantes en los distintos
tipos de Musa (Pestana et al., 2011; Jain, 2010;
Roux et al., 2003) ademas, existen protocolos
eficientes de regeneracion in vitro de musaceas
comestibles (lzquierdo et al., 2012: Giap et al.,
2012); lo que hace factible el uso de radiaciones
ionizantes en tejidos meristematicos los cuales
podrian ser regenerados in vitro, para una
seleccion mas efectiva de plantas con tolerancia
a sequia.

El objetivo general del presente trabajo fue
estudiar el efecto de radiaciones ionizantes en
Musa AAA como mecanismo de induccion de
mutaciones in vitro, con énfasis en la tolerancia
a estrés hidrico.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion utilizd, para los
experimentos de la fase de dosimetria, 50 plantas
de Musa AAA cv. Pineo Gigante, presentes en la
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colecciéon de germoplasma del Centro Nacional
de Investigaciones Agropecuarias, adscrito al
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas,
(INIA-CENIAP) en Maracay. El resto de los
experimentos se realizaron partiendo de 200
brotes de Musa AAA cv. Pineo Gigante donadas
por los productores de cambur de Santa Cruz
de Aragua, municipio Lamas del estado Aragua.

La muestra experimental se tomoé de los
materiales regenerados in vitro en la unidad de
Biotecnologia del INIA-CENIAP. Para el caso de
los experimentos de dosimetria y establecimiento
de las pruebas de dosis letales (DL) 50 de los
osmoéticos, cada tratamiento contd con 30 apices
caulinares cada uno y para la produccion de
mutantes se trabajé con 1000 apices caulinares
sometidos a irradiacion.

Seguidamente, se realizd la calibracion del
proceso de irradiacion, estableciendo los
parametros fisicos para garantizar la uniformidad
de laincidencia y de la intensidad de la radiacion.
Para tal fin, se utilizé un tomaografo axial Phillips,
modelo CT MX-16. Se midié el grosor de los
recipientes con las plantas, la distancia de
focalizacion de la radiacién, y se calibraron
los parametros fisicos a fin de garantizar una
radiacion uniforme.

Para establecer la dosis optima de radiacion
a aplicarse a los explantes, se llevé a cabo
la dosimetria; con dosis de 0, 15, 30, 45, 60,
90 y 120 Gy. Se usaron 25 brotes foliados
regenerados in vitro por tratamiento, al tiempo
de medir la supervivencia de los explantes. Se
sigui6 un disefio completamente aleatorizado y
la unidad experimental consto de 5 brotes. Como
dosis 6ptima se tomo aquella capaz de permitir la
supervivencia del 50% de los explantes (DL50).

Posteriormente, fueron irradiados 980 brotes
foliados de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante)
con la DL50, cuyos brotes se colocaron a crecer
en frascos de vidrio transparentes de 250 ml de
capacidad, provistos de 10 ml de medio cultivo
liquido de sales Murashige y Skoog (MS, 1962),
30 g I de sacarosa y 5 mg I' de bencil adenina
(BA) durante 15 dias para la recuperacion de los
brotes irradiados (M1V0). Estos se sembraron
nuevamente en el mismo medio de multiplicacion
para incrementar su nimero (M1V1) y luego en
el medio de seleccion.
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Las plantas sobrevivientes (M1V2), fueron
pasadas nuevamente al medio de multiplicacion
para incrementar el nUmero de brotes (M1V3). De
estaforma, se procedié a cultivar alternadamente
en medio de seleccion y la subsecuente
generacion en el medio de multiplicaciéon hasta
llegar ala M1V6. En cada generacion se tomaron
datos sobre: supervivencia de los brotes, nimero
de brotes, longitud de brotes, coloracion de los
tejidos (para identificar posibles mutaciones
clorofilianas). En resumen, el proceso de
seleccion se realizd6 en las progenies M1V2,
M1V4 y M1V6.

Para la obtencion del medio de seleccién, se
procedio inicialmente a realizar el cultivo in vitro
de apices caulinares en medio MS suplementado
con BA 5 mg I'. Se sembraron apices caulinares
de 1 mm de longitud en tubos de ensayo de
25 x 150 mm conteniendo 10 ml del medio con
las sales MS, suplementado con acido nicotinico,
tiamina HCI y piridoxina (1 mg I c/u), inositol
(100 mg I'"), BA5 mg I y sacarosa 30 g I'". El pH
se calibro a 5,8+0,02 previo a la esterilizacion en
autoclave. El medio de cultivo se utilizé liquido.
Los tubos con el medio se esterilizaron en
autoclave a 121 °C y 15 psi de presién durante
20 min.

Los apices caulinares, se extrajeron a partir de
secciones de cormo de 1 cm? aproximadamente.
Las secciones de cormo se desinfestaron con
una solucién de Benlate (14,2 g I') durante 20
min, se enjuagaron en alcohol 70% durante 2 min
y posteriormente se lavaron con una solucion de
hipoclorito de sodio 2,5% i.a. durante 10 min. El
exceso de desinfestante fue eliminado con tres
lavados sucesivos en agua destilada esterilizada
y bajo condiciones de flujo laminar de aire
estéril, se extrajeron los apices caulinares de 1
mm de longitud y se sembraron en los tubos de
ensayo con el medio liquido. Posteriormente, los
brotes regenerados se cultivaron en frascos de
250 ml de capacidad con 10 ml del medio de
cultivo. Los explantes se colocaron a crecer bajo
luz fluorescente (16,95 W m2) a 25+2 °C y un
fotoperiodo de 16 h.

Seguidamente, se procedio al establecimiento
de las pruebas DL50, 75 y 100 en medios con
Polietilén glicol (PEG 8000), como mecanismos
de seleccién al estrés hidrico. Para determinar
las dosis, se sembraron apices caulinares
en el medio MS con 5 mg | BA conteniendo
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0, 10, 20, 30 y 40% de PEG 8000 estudiando
asi la supervivencia de los explantes. En cada
tratamiento se observd el oscurecimiento de
los tejidos, la ubicacion del oscurecimiento en
el érgano afectado y la coloracion del medio
de cultivo. Se sembraron 10 explantes por
tratamiento bajo un disefio completamente
aleatorio. Las observaciones se tomaron
diariamente por un lapso de 15 dias. Los
explantes se colocaron a crecer bajo luz
fluorescente (16,95 W m=2) a 25+2 °C, y un
fotoperiodo de 16 h.

La progenie M1V6 fue cultivada en un umbraculo,
bajo condiciones de estrés hidrico como inicio de
la caracterizacion final de la tolerancia a sequia.
Fue realizada una evaluacion morfolégica de
los 26 individuos seleccionados en términos
de numero, longitud de 6rganos aéreos, altura
(cm), area foliar (cm?2), coloracioén del tallo y de
las hojas, forma de las hojas y diametro del tallo
(cm).

Adicionalmente, se hicieron evaluaciones
anatomicas de las hojas de plantas regeneradas
a partir de brotes irradiados, comparandolas con
las hojas de plantas de brotes no irradiados; en
todos los casos se utilizaron plantas regeneradas
in vitro. Para las observaciones anatémicas
se fijaron los tejidos foliares en solucion
formaldehido, acido acético y alcohol etilico
(FAA) en la proporcion 5:5:90, manteniéndolos
a temperatura ambiente hasta el momento del
analisis.

La preparacion de la muestra se realizd segun
la metodologia de Roth (1964), que consistio en
un primer paso de la deshidratacion gradual, en
alcohol etilico a diferentes concentraciones: 30,
50, 70, 90, 100% y una mezcla de alcohol-Xilol
(1:1). Las muestras se sumergieron durante 30
min en cada alcohol. Luego, el material vegetal
se infiltré con parafina fundida a 63 °C, haciendo
2 cambios de parafina cada 30 min, y un ultimo
cambio donde el tejido permanecié toda la
noche.

Los cortes histolégicos se realizaron en dos
micrétomos, uno de deslizamiento marca Leica
y otro de rotacion marca Reichert Jung a 6
pm. La tincidon se realizdé con una bateria de
coloracion a base de safranina y fastgreen. Las
observaciones se realizaron en un microscopio
optico marca Leitz y las fotografias se tomaron
con una camara digital marca Celestron. Las
muestras fueron observadas con un obijetivo
de 40x de aumento y un ocular de 10x. Se
realizaron cortes en 3 plantas de cada tipo
de material. El andlisis se realizd mediante
descripcion comparativa entre los cortes de las
plantas irradiadas y las no irradiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis tomografico de los envases de cultivo
(Figura 1) permitio establecer una metodologia
para la irradiacion efectiva de los explantes. Se
determind que desde la base de los envases, y
dada la ubicacién general del material vegetal
dentro de los mismos, el meristema caulinar se
ubica a una distancia aproximada de 2 cm por

Figura 1. Diagramas tomograficos transversales de los recipientes a ser irradiados. a) De izquierda a
derecha: el tubo vacio, tubo con medio de cultivo y el tubo con el material vegetal. b) Envases
con 5 cm de liquido y una guia de focalizacién de la radiacién colocada en el tubo central.

188



Salazar et al. Radiaciones ionizantes para induccion de mutaciones en Musa AAA...

encima del borde inferior del recipiente. De igual
manera, en virtud de la diferencia de tamarios
de los brotes foliados, la irradiacién se aplicé
uniformemente en los primeros 5 cm, aplicados
desde la parte inferior de los recipientes.

Los resultados de la dosimetria se presentan en
el Cuadro 1. La seleccion se realizd de acuerdo
a la DL50; el analisis de los datos mediante la
prueba Shapiro y Wilk (1965) arrojé un valor
W= 0,91; lo cual indica la distribucién normal
de los resultados. La prueba de Levene para
homocedasticidad de la varianza produjo un
valor de 0,87; lo cual prueba la homogeneidad
de la misma. El Analisis de Varianza (Anavar)
establecio diferencias significativas entre los
tratamientos, por lo tanto las dosis empleadas
fueron capaces de inducir efectos diferenciales
en los tejidos.

Como puede observarse, los valores de
supervivencia cercanos al 50% se orientan
hacia la dosis de 30 Gy, lo cual coincide con
Mishra et al. (2007) quienes utilizaron el mismo
tipo de tejidos en Musa para la induccién de
mutaciones. De igual modo, los resultados
concuerdan con los obtenidos por Ali (2008)
quien encontré que la dosis de 33,6 Gy fue la
mejor para la induccién de mutaciones en Musa
AAA. El autor reportd que el uso de irradiacion
con valores superiores a 40 Gy acarrea dafos
severos a los tejidos, ocasinando la muerte de

los explantes, lo que coincide con los resultados
de la presente investigacion.

Resultados similares también fueron reportados
por Amorim et al. (2012) quienes lograron
obtener mutantes de Musa AAB y AAAB
utilizando radiaciones entre 20 y 30 Gy. Todos
los resultados confirman la utilidad de las
radiaciones ionizantes como herramientas
ventajosas para el mejoramiento genético de
musaceas. Debe tomarse en cuenta que la
radiosensibilidad de los tejidos dependera del
tipo de tejido, del genotipo, del tipo de radiacién,
la intensidad de la misma y el tiempo de
irradiacion (Tulmman, 1997).

Aun cuando se observdo un porcentaje de
supervivencia relativamente alto con la dosis
de 45 Gy, los materiales que sobrevivieron
presentaron una coloracion verde clara y su
tasa de crecimiento se vio seriamente reducida
a pesar de mantenerse vivos los explantes. Esto
pudiese indicar un posible efecto de latencia en
el meristema de estos brotes, quizas producto
del efecto directo de la irradiacion. La tasa de
multiplicacién de las plantas se vio reducida a
medidaque seincrementabaladosisderadiacion,
coincidiendo con los resultados encontrados por
Pabdén (2011) al inducir mutaciones en esquejes
de Passiflora edulis.

La respuesta puede estar relacionada a
dafios parciales en el tejido meristematico,

Cuadro 1. Porcentaje de supervivencia en yemas de cambur (Musa AAA
cv. Pineo Gigante cultivadas in vitro.

Dosis (Gy) Supervivencia (%)

0 100+0.002

15 92+10.952

30 52+10.95°

45 32+17.89%¢

60 20+14.14¢

75 8+10.95¢

90 0+0.00¢

120 0+0.00¢

Letras iguales indica la no existencia de diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de comparacién multiple de

Medias de Tukey a un nivel a=0,05.
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y la adaptacién y posterior regeneracion de
estructuras dependera de la radiosensibilidad de
los tejidos, asociados a la capacidad interna de
los mismos para recuperarse.

Lagoda (2012) establecio la hipotesis sobre el
efecto idnico y quimico que el tratamiento por
irradiacioén podia tener sobre los tejidos. En este
sentido, el efecto inicial idnico desencadenaria la
formacion de iones potencialmente téxicos (p. e;.
especies reactivas del oxigeno [ROS]) debido a
las coaliciones entre las particulas atémicas del
agente de irradiacion y los atomos de los tejidos,
complementandose con el efecto quimico sobre
las moléculas. Estos efectos estan directamente
relacionados con el tipo de radiacion y su fuerza
ibnica o capacidad de impactar sobre los atomos
de las células.

En la Figura 2 se muestran los resultados
obtenidos al analizar la radiosensibilidad de
las yemas de Musa ante la incidencia de la
radiacion ionizante. Como se observa, hay
una relacion negativa entre el porcentaje de
supervivencia y la dosis de irradiacion. La
tendencia es practicamente lineal, ya que se
tiene un coeficiente de determinacién R?= 0,87;
aun cuando las dosis por encima de 45 Gy
presentan un efecto drastico negativo sobre la
supervivencia de los brotes de Musa in vitro.
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Kulkarniy et al. (2007) establecieron que la
DL50 éptima para la induccién de mutaciones
en yemas de Musa dependid del genotipo y se
estimo alrededor de 30 Gy para Musa AAB y de
52 Gy para Musa AAA, recomendando el uso
de un promedio de 40 Gy. En cualquiera de los
genotipos, dosis por encima de 70 Gy resultaron
completamente letales para los tejidos irradiados,
coincidiendo con lo obtenido en el presente
estudio. En el caso de suspensiones celulares,
las dosis por encima de 40 Gy resultaron
completamente letales, recomendandose el uso
de 30 Gy como la dosis mas efectiva para la
induccién de mutaciones (Kulkarniy et al., 2004).

A efectos de la fase masiva de irradiacion, el valor
seleccionado fue 30 Gy, donde los materiales
que lograron sobrevivir presentaron tejidos de
color verde intenso y lograron multiplicarse en
condiciones in vitro.

El medio de seleccién se obtuvo mediante el
cultivo in vitro de los brotes de Musa AAA cv.
Pineo Gigante en medios de cultivo con PEG
8000. La DL50 se obtuvo con la dosis de
2 g I'" de PEG, equivalente a una concentracion
del 20%. Un efecto inhibitorio fue observado para
la dosis de 40% de PEG sobre la morfologia de
las hojas, donde se noté un rapido necrosamiento
de los bordes, especialmente en la zona apical
(Figura 3). Con la concentracion del 30% aun
cuando el efecto fue menos pronunciado que

60 759 90 105 120

Radiacion (Gy)

Figura 2. Porcentaje de supervivencia de yemas de cambur (Musa AAA
cv. Pineo Gigante) sometidas a diferentes dosis de radiacion X

(Gy).
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con la concentracion mayor, también se observé
un necrosamiento de los margenes foliares y de
la zona apical pero comenzd a observarse el
efecto de forma evidente a las 48 h de cultivo.

En el Cuadro 2, se presentan los resultados
obtenidos para la supervivencia de los brotes
foliados de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante)
creciendo en medios de cultivo suplementados
con diferentes concentraciones de PEG para
simular condiciones de estrés hidrico in vitro.
Los datos se distribuyeron normalmente,
comprobado con un indice W= 0,93 en la prueba
de Shapiro y Wilk (1965).

El analisis de varianza establecié diferencias
significativas entre los tratamientos, por lo

i

i = =N
| e—

Figura 3. Explantes de Musa

cual la concentracion de PEG causa efectos
diferenciales en la supervivencia de los brotes
foliados de Musa AAA. De igual modo, en el
analisis de varianza no se observaron diferencias
estadisticamente  significativas entre las
repeticiones, razén por la cual se consideraron
confiables los resultados obtenidos para cada
tratamiento.

Al analizar los cambios observados en la
coloracién del medio de cultivo, como respuesta
al efecto del PEG 8000 sobre el desarrollo
in vitro de yemas de cambur (Musa AAA cv.
Pineo Gigante) se evidencié que a medida que
aumentoé la concentracion de PEG en el medio
de cultivo, el proceso de oscurecimiento del

AAA cv. Pineo Gigante creciendo en medios de

cultivo con diferentes concentraciones de PEG 8000.

Cuadro 2. Efecto del Polietilén Glicol (PEG 8000) en la supervivencia
de brotes foliados de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante)

cultivados in vitro.

PEG (%) % Supervivencia
0 100.00 + 0.002
10 92.00 £ 10.95°
20 52.00 + 17.89°
30 28.00 +22.80°
40 00.00 + 0.00°

Letras iguales significan que no hay diferencias estadisticamente significativas al
aplicar la prueba de rango multiples de Tukey (a=0,05).



Vol. 64 (3-4)

AGRONOMIA TROPICAL

2014

medio se incrementd. Esto implicé un mayor
exudado de compuestos de naturaleza fendlica
desde los tejidos, como mecanismo de defensa
o de adaptacion al estrés osmotico.

El medio de cultivo que contenia PEG a
concentraciones iguales o superiores a 30%
tomd coloraciones irreversibles desde las
primeras 24 h de cultivo. En este sentido,
los explantes estarian creciendo en medios
con concentraciones cada vez mayores de
compuestos fendlicos, los cuales, pasado un
umbral critico, se convierten en citotoxicos para
el tejido.

En el Cuadro 3, se detallan los resultados
de la irradiacion masiva de las yemas en el
presente estudio y la dinamica de multiplicacion
de las yemas a través de los diferentes pasos
de la presente investigacion. Inicialmente, se
irradiaron 980 brotes foliados de Musa AAA
cv. Pineo Gigante. Los materiales fueron
irradiados sumergidos en 5 ml de medio de
cultivo diluido e inmediatamente posterior a
la irradiacion, se traspasaron a tubos de 40 x
120 mm, contentivo de 10 ml del medio de
multiplicacion fresco. 900 explantes de los
inicialmente irradiados lograron establecerse in

vitro y permanecer completamente verdes, sin
zonas de oscurecimiento de los tejidos.

Estos materiales lograron reproducir nuevos
brotes a una tasa promedio de 3,5 brotes por
explante. Se noto inicialmente que algunos de
los brotes irradiados, aun cuando permanecian
vivos, no lograban regenerar nuevos brotes
adventicios, razén por la cual se estimé que en
este tipo de materiales, las zonas meristematicas
sufrieron alteraciones, que le impidieron el
desarrollo de nuevos brotes, considerandose
estos brotes vivos, pero en condicion latente.

En la segunda fase de multiplicacion, que
correspondio a la progenie M1V1, se observé un
efecto similar de latencia, pero en esta progenie
los explantes inicialmente regenerados,
tuvieron una reduccién significativa de la tasa
de multiplicacion, donde apenas el 25% de los
explantes logré producir al menos dos nuevos
brotes en este ciclo. Esta condicion redujo
sustancialmente el numero de brotes disponibles
para la primera fase de seleccion, la cual se
realiz6 so6lo con 1000 brotes foliados.

La disminucion de esta capacidad regenerativa
es frecuente en los tejidos sometidos a
irradiacion (Pabon, 2011). Por otro lado, se debe

Cuadro. 3 Produccion de explantes y porcentajes de supervivencias para las distintas progenies

obtenidas en el presente estudio.

Material Material % Explantes
Inicial Sobreviviente Supervivencia Formados
M1VO0 980 900 91.84 2940
M1V1 2940 2900 98.64 1000
M1V2 1000 460 46.00 460
M1V3 460 460 100.00 920
M1V4 920 400 43.48 400
M1V5 400 380 95.00 380
M1V6 380 140 36.84 140
Enraizamiento 140 90 64.29 90
Umbraculo 90 50 55.56 50
Prueba Sequia 50 30 60.00 30
Fisiologia 26 26 100.00 35
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tomar en cuenta que al usar tejido meristematico,
se incrementa la posibilidad de creacién de
quimeras (Robinson y Galan, 2011) por lo que es
necesario tomar medidas para la eliminacion o
disociacion de esas quimeras (Roux et al., 2004).
Al final del proceso de seleccién se trasplantaron
al umbraculo 90 plantas, de las cuales sélo 50
lograron adaptarse a las condiciones de suelo.
Se piensa que la adaptacion de los materiales
se vio afectada por la calidad del sistema radical
regenerado in vitro, el cual puede ser el factor
fundamental para que la planta pueda sobrevivir
en las nuevas condiciones ambientales y de
suelo.

Una vez establecidas las plantas en las
condiciones de umbraculo, se suspendié el
riego y se evalu6 el comportamiento de las
plantas provenientes de yemas irradiadas
durante 15 dias. En este lapso, el 40% de las
plantas seleccionadas in vitro no lograron
soportar las condiciones de sequia simuladas
en el umbraculo, quedando al final de esta
fase un total de 30 plantas, que mantuvieron
su morfologia y su coloracion verde a pesar
de la falta de suplencia de agua. Los explantes
lograron desarrollar brotes nuevos en un periodo
de 21 dias. Con el paso del tiempo, el proceso de
rebrotacion pudo reducirse a 15 dias. Se obtuvo
un promedio de 3 yemas por explante, oscilando
el valor entre 1 y 6 brotes como maximo.

Resultados similares fueron reportados para
el cultivo in vitro de Musa AAA por Sierra y
Shribru (2010) quienes obtuvieron una tasa
de multiplicacion promedio de 3 a 4 brotes
por explante de Musa cultivado in vitro, al
suplementar el medio de cultivo con BA a 3-4
mg |'. Los mejores resultados se obtuvieron con
el uso de la hormona sola o en combinacion con
acido indol acético (AlA) a razén de 0,2 mg I-.

Desde el punto de vista morfoldgico, las plantas
de cambur regeneradas tanto a partir de yemas
irradiadas como de yemas no irradiadas, se
caracterizaron morfolégicamente en condiciones
de umbraculo, bajo riego. Las plantas fueron
evaluadas tres meses posteriores a su siembra.
Los resultados para el parametro altura de la
planta se presentan en el Cuadro 4.

Se comprobd la distribucion normal de los datos
mediante la prueba de Shapiro y Wilk (1965)
arrojando un parametro W=0,95; indicativo de la
distribucion normal de los datos. La prueba de
Levene para homocedasticidad de las varianzas,
basado en las medias muestrales, produjo un
valor P= 0,35; lo cual indica la homogeneidad de
las varianzas. Ambos tratamientos presentaron
coeficientes de variacion relativamente bajos,
sugiriendo una homogeneidad alta entre los
valores obtenidos para cada tipo de explante.

El analisis de varianza permitié establecer
diferencias significativas entre las alturas de los
dos tipos de plantas, esto indica que el material
proveniente de yemas irradiadas presenta
valores promedios de altura mas altos que las
plantas provenientes de yemas no irradiadas.
Efectos similares sobre una mayor altura de
plantas irradiadas fueron reportados por Alvarez
et al. (2012) en el caso de tomate, los cuales
se han relacionado con una estimulaciéon en
la produccién de proteinas, especialmente al
utilizar dosis bajas de irradiacion (Ramirez et al.,
2006).

Debido a que las dos muestras eran de
tamafno relativamente pequefio se decidid
hacer la prueba T de Student (Student, 1908),
utilizando la férmula para muestras de igual
tamafio y varianza similar. El valor de la
prueba T calculada fue 4,39; se compard
con el valor tabulado para un a=0,05y 48 g |
(t=2,02) estableciéndose que las dos medias son

Cuadro 4. Altura (cm) de plantas de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante) regeneradas in
vitro a partir de yemas axilares irradiadas y no irradiadas.

Coeficiente de

Tipo de planta Altura (cm) variacion (%)
Proveniente de yemas irradiadas 23,99+3,45* 14,39
Proveniente de yemas no irradiadas 20,27+2,42 12,92
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diferentes y que efectivamente el valor de altura
de las plantas provenientes de yemas irradiadas
es estadisticamente superior al de las plantas
no irradiadas. El efecto estimulante de dosis
bajas de irradiacion puede estar relacionado
con la activacion de sistemas isoenzimaticos
que inducen la formacidbn de sustancias
fisiolégicamente activas, incentivando tanto la
division celular como procesos morfogenéticos
(Chen et al., 2005; Alvarez et al., 2013).

Para el caso de Musa, los trabajos realizados
con mutantes han sefalado un mayor
crecimiento de las plantas testigo al compararlas
con el crecimiento de las provenientes de yemas
irradiadas (Bermudez et al., 2000; Ventura et al.,
2003); sin embargo, los trabajos mencionados
se han realizado sobre materiales de Musa AAB
y Musa AAAB, ambos creciendo en condiciones
de campo. En este sentido, tanto el efecto del
genotipo, como la medicidn una vez establecidas
las plantas en campo pueden tener efecto sobre
la tendencia encontrada en el crecimiento de las
plantas.

El estudio del grosor del pseudotallo entre
los dos tipos de plantas permiti6 obtener los
resultados que se muestran en el Cuadro
5. Como puede apreciarse, este parametro
establece que existen diferencias significativas
entre los dos tipos de plantas, y que las plantas
mutantes presentaron un grosor mayor que
las plantas no irradiadas. Del mismo modo, al
analizar el coeficiente de variacion, se observa
que hay una mayor variabilidad entre los
materiales provenientes de plantas irradiadas, lo
que significa que la distribucion de valores para
el diametro del pseudotallo es mas heterogénea
en este tipo de plantas.

El analisis de distribucion normal entre los
datos, produjo un coeficiente W=0,98 de

acuerdo a la prueba de Shapiro y Wilk (1965),
lo que establece la distribucién normal de los
resultados. La prueba de Levene, arroja un
valor de P=0,19 basado en el analisis de las
medias, estableciendo que para un nivel a=0,05
las varianzas de ambas poblaciones pueden
considerarse homogéneas, comprobandose los
supuestos necesarios para realizar el analisis de
la varianza. El analisis de varianza reporté un
valor F con una P=3,7 x 107, por lo que existen
diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos y puede considerarse que
las plantas mutantes son de mayor grosor. Al
realizar la prueba T de Student (1908) se obtiene
un valor de prueba T calculado de 3,63; el cual
es mayor que el valor tabulado para a=0,01 y 48
g | (t= 2,4066), corroborando la diferencia entre
las medias obtenidas para el parametro medido
y confirmando la superioridad estadistica de la
media obtenida para el diametro de las plantas
mutantes.

Estos resultados contrastan con los obtenidos
por Mudibu et al. (2012) quienes reportaron la
disminucion de parametros morfométricos en
mutantes de soya (Glycine max L.) al utilizar
dosis bajas de irradiacion. Del mismo modo, para
el caso de Musa, Amorim et al. (2012) reportaron
una disminucién en los valores morfométricos
de las plantas mutantes, existiendo diferencias
estadisticamente  significativas entre los
mutantes y las plantas normales, a favor de estas
Ultimas. Sin embargo, los mutantes producidos
presentaron una mayor productividad y resultaron
ser mas precoces.

Es posible que el efecto de la irradiacion
sobre algunos parametros morfométricos esté
relacionado con el genotipo. En este sentido,
Bidabadi et al. (2012) encontraron que las plantas
mutantes de Musa presentaron mayor vigor

Cuadro 5. Diametro del pseudotallo (cm) de plantas de cambur (Musa AAA cv. Pineo
Gigante) regeneradas in vitro a partir de yemas axilares irradiadas y no irradiadas.

Tipo de planta

Coeficiente de

Diametro (cm) variacion (%)

Proveniente de yemas irradiadas

Proveniente de yemas no irradiadas

9,79
9,00

1,93+0,19%"
1,650,15°

*Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las muestras
segun la prueba de comparacion de medias de Tukey (a=0,01).
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que las plantas normales y este mayor vigor
ha caracterizado a los materiales tolerantes a
sequia (Gopal et al., 2008).

La morfologia foliar fue otro parametro
examinado entre los dos grupos de plantas
analizados. Se encontré una variedad de formas
de hojas entre las plantas provenientes de
yemas irradiadas que presentaron ademas de
la morfologia tipica de una hoja de musaceas
(Figura 4a), hojas lanceoladas (Figura 4b) y
hojas mas elipticas (Figura 4c). De igual modo,
se obtuvieron hojas con bordes lisos y hojas con
bordes ondulados (Figura 4d). Las alteraciones
en la morfologia foliar han sido reportadas
como uno de los cambios mas frecuentes en
el fenotipo de mutantes. Nomura et al. (2005)
reportaron cambios en la morfologia de las
hojas en mutantes de tomate. En este sentido,
Robles (1999) demostrd que las alteraciones en
la morfologia foliar encontrada en Arabidopsis
thaliana respondia a expresiones de genes
directamente responsables de mecanismos de
formacion de las hojas.

iy

Figura 4. Morfologia foliar de plantas de Musa AAA cv. Pineo Gigante

Las diferentes modificaciones encontradas
en los materiales seleccionados estuvieron
posiblemente relacionadas con desrepresiones
y expresiones ectopicas de genes, asociadas
a la expresion constitutiva de mecanismos
de defensa y a controles polares, tanto de la
division como del crecimiento celular. Se han
identificado 91 genes relacionados directamente
con la formacion de las hojas. En consecuencia
es importante sefalar que Kavas et al. (2006)
demostraron que la respuesta de tolerancia a
sequia estaba estrechamente relacionada con
la morfologia y fisiologia foliar, mas que con la
radical.

El analisis del area foliar se presenta en el Cuadro
6. El analisis de normalidad revel6 que los datos
se ajustaron a una distribucion normal (W=0,98)
(Shapiro y Wilk, 1965). De igual modo la prueba
de Levene arrojo un valor P=0,19 basado en las
medias aritméticas, lo cual demostré la igualdad
de las varianzas. La distribucién de los residuos
siguié una tendencia positiva representada por
una linea recta, con igual repartimiento de los

regeneradas in vitro a partir de yemas irradiadas. a) plantas
con morfologia foliar normal. b) hojas lanceoladas, c¢) hojas
elipticas y d) hojas con bordes lisos y bordes ondulados.
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Cuadro 6. Areafoliar (cm?)de plantas de cambur (Musa AAA cv. Pineo Gigante) regeneradas
in vitro a partir de yemas axilares irradiadas y no irradiadas.

Tipo de planta

Proveniente de yemas irradiadas

Proveniente de yemas no irradiadas

Area foliar Coeficiente de
(cm?) variacion (%)
231,87+53,1'a* 22,91
161,03+37,0°b 23,03

*Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las muestras
segun la prueba de comparacion de medias de Tukey (a=0,01).

mismos, corroborando esto la independencia de
los errores. El analisis de varianza establecid
diferencias entre los dos grupos de plantas
evaluadas, con un valor P asociado al estimador
F de 1,61 x 10-; indicando que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los dos
tipos de plantas estudiadas.

Desde el punto de vista del area foliar, las hojas
de las plantas mutantes presentan, en promedio,
mayor superficie que las hojas de las plantas
normales. El coeficiente de variacion establece
que hay una mayor heterogeneidad de areas
foliares entre las plantas normales que el rango
encontrado entre las plantas provenientes de
yemas irradiadas, a pesar de tener valores mas
altos y tener una mayor desviacion estandar.

Mayor area foliar en los mutantes, comparados
con el area foliar del genotipo normal, también
fue sefialado por Rodriguez et al. (1996) en el
caso de frijol. Gianoli (2004) establecié que
las plantas producian fenotipos diferentes en
respuesta a cambios ambientales, lo que se
conoce como plasticidad fenotipica.

Estas modificaciones morfofisiolégicas,
representan un proceso de adaptacion donde
generalmente hay la seleccion de genes
responsables del nuevo comportamiento.
Loveys et al. (2002) establecieron que las
condiciones ambientales influian sobre los
procesos metabodlicos que contribuian a la
biosintesis, mantenimiento y crecimiento celular.
De acuerdo a su plasticidad fenotipica se
expresaran atributos morfoldgicos, fisioldgicos
y bioquimicos diferentes (Atkin et al., 2006),
lo que explicaria las diversidades de formas y
tamarnos encontradas en cada grupo de plantas
analizadas en el presente trabajo.

De igual modo, la menor area foliar en las
plantas normales podria indicar un mecanismo
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adaptativo ante la falta de agua, mientras que
las plantas mutantes parecen mantener sus
patrones de crecimiento foliar, sin percibir el
estimulo del estrés hidrico como un factor de
induccién de cambio morfoldgico en las hojas.

Por otro lado, Lin et al. (2012) reportaron
la influencia de genes regulados por altas
temperaturas sobre el proceso de morfogénesis
foliar. Los procesos relacionados con las altas
temperaturas, estan altamente correlacionados
con los efectos del déficit hidrico, y es posible
que procesos transcripcionales diferentes entre
las plantas susceptibles y las tolerantes se
desencadenen para la formacioén del area foliar.

El andlisis anatdmico de las hojas permitio
establecer diferencias significativas entre los
dos tipos de plantas analizadas. Los cortes
histologicos transversales del tejido foliar se
presentan en la Figura 5. Puede observarse
que ambos tipos de plantas presentan en
sus mesofilos un parénquima en empalizada
uniestratificado.

En los tejidos de plantas provenientes de
yemas irradiadas, las células de este tejido
parecen estar mas compactas que en el caso
de los tejidos presentes en el mesdfilo de las
plantas provenientes de yemas no irradiadas.
El parénquima en empalizada de las plantas
irradiadas se observd de una coloracion verde
mas intensa, quizas por la presencia de un
mayor numero de cloroplastos en estos tejidos.

Sin embargo, la principal diferencia observada
entre los dos tipos de hojas analizadas, se hace
mas evidente en la organizacion del parénquima
esponjoso. ElI mesdfilo de las hojas de las
plantas irradiadas presenta un parénquima
esponjoso mas denso que el de las plantas no
irradiadas. Existe una aparente mayor cantidad
de cloroplastos en las plantas irradiadas y las
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Figura 5.

Cortes histolégicos transversales de tejido foliar de plantas de

Musa AAA cv. Pineo Gigante. a) y c) plantas provenientes de
yemas irradiadas, b) y d) plantas provenientes de yemas no

irradiadas.

células se presentan organizadas de modo
mas compacto, que en los tejidos de las hojas
normales.

Estos resultados son opuestos a los encontrados
por Gonzalez (2007) en Arabidopsis thaliana,
donde el mesdfilo de las plantas mutantes era
menos denso que el de las plantas normales.
Sin embargo, ambos trabajos coinciden en que
la epidermis de las hojas, tanto de las plantas
mutantes como la de las normales, presentan
el mismo tipo de estructura, tamafio de células
y organizacion. El mantenimiento de las
caracteristicas estructurales de la epidermis ha
sido caracteristico en plantas de sombra, siendo
mas frecuentes los cambios en plantas helidfitas
(Lima et al., 2006).

De igual modo, no se encuentra diferencia en
cuanto al espesor de las capas de parénquima,
especialmente en el parénquima en empalizada.
Estos resultados concuerdan con los reportados
por Cabral de Melo et al. (2011) para mutantes
de tomate, quienes resaltan la relaciéon del
espesor de los tejidos con el contenido de
fotorreceptores en los mismos, especialmente
de los fitocromos. En este sentido, establecen
ademas que el espesor de los tejidos puede
ser menos reducido, si las plantas crecen en
condiciones de baja intensidad de irradiacion.
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CONCLUSIONES

Se calibré6 una metodologia para la induccién
de mutaciones in vitro en Musa AAA utilizando
radiaciones ionizantes, estableciéndose que
para el caso de yemas cultivadas in vitro, la
dosis de irradiacion debia ser de 30 Gy, lo
cual correspondié a la DL50. La seleccién
de materiales tolerantes en condiciones in
vitro debe realizarse en medios de -cultivo
suplementados con 20% de PEG (PM= 8000), lo
cual corresponde a la DL50.

Se produjo in vitro la progenie M1V6, la cual
permitié identificar 26 individuos con respuesta
de tolerancia a condiciones simuladas de estrés
hidrico, tanto in vifro como en condiciones de
umbraculo. Los materiales regenerados a partir
de yemas irradiadas presentaron mayor vigor,
altura, diametro de tallo y area foliar que los
materiales regenerados a partir de yemas no
irradiadas.

Desde el punto de vista anatémico, las
plantas regeneradas a partir de yemas
irradiadas presentaron una mayor densidad
de cloroplastos, asi como una mejor
estructuracion del parénquima esponjoso. No
se encontraron diferencias anatémicas en el
parénquima en empalizada, el cual presento
la misma distribucion de células. Por lo tanto,
las radiaciones ionizantes resultaron efectivas
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en la induccion de cambios en Musa AAA cv.
Pineo Gigante para el desarrollo de genotipos
con tolerancia potencial a condiciones de estrés
hidrico.
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RESUMEN

Los fenoles son compuestos fitoquimicos que
pertenecen al metabolismo secundario de las
plantas. En las musaceas, juegan un papel muy
importante en el mantenimiento de la planta ante
el estrés ocasionado por deficiencia de nutrientes
o ataques de microorganismos. Igualmente, se
le han atribuido propiedades medicinales en
diversas afecciones de la salud, donde se les ha
senalado para tratar desordenes cardiovasculares,
prevencién y tratamiento de algunos tipos de
cancer, problemas gastrointestinales, e infecciones
y contracturas musculares. El objetivo de esta
investigacion fue determinar el contenido de
fenoles en hojas y pseudotallos de los cultivares
‘Pineo Gigante’ (Musa AAA) y ‘Cambur Manzano’
(Musa AAB) desarrollados en condiciones in vivo,
y hojas in vitro tanto a nivel cualitativo como a
nivel cuantitativo. Los resultados cualitativos
manifestados por cambios de coloracién, indican
que el ‘Cambur Manzano’ tiene mayor cantidad
de fenoles en comparacion con el ‘Pineo Gigante'.
En cuanto a los cultivares in vitro e in vivo a
nivel cuantitativo, se encontré que el contenido
de fenoles en ‘Cambur Manzano’ es mayor
comparado con el ‘Pineo Gigante’. Igualmente,
se pudo constatar que los cultivares in vitro tienen
mayor cantidad de fenoles en comparacion con
los evaluados in vivo. Los resultados sefialados
anteriormente, podrian ser de gran utilidad para la
obtencion de extractos fendlicos, que pueden ser
utilizados con diferentes fines.

Palabras clave: Musa AAA, Musa AAB, extractos
fendlicos.
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ABSTRACT

Phenols are  phytochemicals = compounds
belonging to the secondary metabolism of plants.
In Musa, is important role in the maintenance
of the plant due to stress caused by nutrient
deficiency or microorganisms attacks). Similarly,
they were attributed medicinal properties in
various health conditions, relating this fact to
their phenol composition, which has appointed
them to treat cardiovascular disorders, prevention
and treatment of some cancers, gastrointestinal
problems, and infections and muscle contractures.
The objective of this research was to determine
the phenol content in leaves of the cultivars ‘Pineo
Gigante’ (Musa AAA) and ‘Cambur Manzano’
(Musa AAB), developed under in vivo conditions
(leaf and pseudostem) and in vitro (leaves) both
qualitatively and quantitatively. The qualitative
results expressed by color changes indicate that
the ‘Cambur Manzano’ has a higher amount of
phenols in comparison to the ‘Pineo Gigante’.
Regarding cultivars in vitro and in vivo quantitative
level, it was found that the ‘Cambur Manzano’ is
higher compared to the ‘Pineo Gigante’. Similarly,
it was found that in vitro cultivars have a higher
amount of phenols compared to those evaluated in
vivo. The results obtained would be very useful for
obtaining phenolic extracts, which can be used for
different purposes.

Key words: Musa AAA, Musa AAB, phenolic extracts.
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INTRODUCCION

Los polifenoles, son un conjunto heterogéneo
de moléculas con actividad antioxidante que
incluye a los fenoles acidos y flavonoides (Drago
et al., 2006). Se encuentran en ciertos érganos
de las plantas o bien pueden ser formados en
respuesta al ingreso del patégeno (Nicholson,
1990). Estos son productos del metabolismo
secundario de la planta y su biosintesis se
realiza en situaciones de estrés, ocasionado
por deficiencia de nutrientes o por el ataque
de microorganismos (Florio, 1997; Domingo y
Lépez, 2003).

Enlas plantas, los fenoles pueden participarenla
asimilacion de nutrientes, la sintesis proteica, la
actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacién
de componentes estructurales y procesos
alelopaticos (Paladino, 2008); y especialmente
en la defensa ante la presencia de patégenos.
En el caso particular de las musaceas, el
fenotipo de resistencia parcial parece estar
ligado a la acumulacion de compuestos fendlicos
especializados que se almacenan en las células
del parénquima (Torres et al., 2009).

En los seres humanos, los fenoles actian como
antisépticos, desinfectantesyanestésicoslocales
(Bailey y Bailey, 1998). La actividad antioxidante
delosfenoles es el origen de funciones bioldgicas
tales como la antimutagénica, anticancerigena
y antienvejecimiento (Velioglu et al., 1998;
Proestos et al., 2005). También, inhiben la accion
de agentes mutagenos, estimulando la actividad
de la enzima fenolsutransferasa, implicada en
la detoxificacion de compuestos metabdlicos
potencialmente toéxicos, y poseen actividad
bactericida. Ademas, previenen la agregacion
plaguetaria e inducen a la relajacion muscular,
permitiendo inhibir los sintomas alérgicos (Drago
et al., 2006).

De acuerdo a estudios preliminares, las
musaceas son ampliamente utilizadas en
problemas digestivos, debido a que tiene
sustancias similares a la mucosa gastrica,
las cuales normalizan el funcionamiento del
estomago (Castafieda et al, 1995; Albornoz,
1997; Martinez et al., 1999; Devouard, 2001,
Vasquez et al, 2008). De igual manera, el
jugo extraido del pseudotallo del ‘Cambur
Manzano’ (Musa AAB), ha sido utilizado como
agente citostatico para retrasar el proceso de

202

proliferacién de células cancerigenas (Albornoz,
1997).

Con referencia a lo anteriormente sefialado, es
importante destacar que diferentes partes del
banano (frutos, hojas, pulpa), han sido empleados
para el tratamiento de Ulceras, identificandose a
taninos y fenoles como componentes principales
en dicha accién terapéutica (Pérez et al., 2002).

Debido a la importancia de los fenoles en
diversos procesos asociados al metabolismo
vegetal y a su accién en diferentes afecciones
de salud en el ser humano, el objetivo de esta
investigacion fue determinar el contenido de
fenoles en plantas de ‘Pineo Gigante’ (Musa
AAA) y ‘Cambur Manzano (Musa AAB),
desarrolladas en condiciones in vivo e in vitro,
datos que pueden ser utiles en procesos de
mejoramiento genético en musaceas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron los cultivares de musaceas ‘Pineo
Gigante’ y ‘Cambur Manzano’ in vivo, donados
por el banco de germoplasma del Centro
Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(CENIAP) perteneciente al Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA), estado Aragua.

De igual manera se usaron los mismos cultivares
obtenidos a través de procesos de propagacion in
vitro en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola
del Centro de Estudios para el Desarrollo
Agroecoldgico Tropical (CEDAT), adscrito al
Instituto de Estudios Cientificos y Tecnolégicos
(IDECYT), perteneciente a la Universidad
Nacional Experimental Simén Rodriguez
(UNESR); y en la Unidad de Biotecnologia
Vegetal del INIA-CENIAP, estado Aragua.

Las plantas utilizadas paralos analisis quimicos in
vivo presentaron una edad de 6 meses contados
a partir de la siembra. Los analisis quimicos de
las vitroplantas, se realizaron cuando estaban
en la fase de enraizamiento.

Determinacion de fenoles

Seemplearon métodos cualitativos y cuantitativos
para la determinacion de fenoles existentes en
hojas y pseudotallos de los cultivares, donde se
utilizaron tres réplicas por analisis (Figuras 1y
2).
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Figura 1. Representacion grafica de los segmentos de la hoja evaluados in
vivo en los clones ‘Cambur Manzano’ (Musa AAB) y ‘Pineo Gigante’

(Musa AAA).
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Figura 2. Representacion grafica de los segmentos del pseudotallo
evaluados in vivo en los clones ‘Cambur Manzano’ (Musa
AAB) y ‘Pineo Gigante’ (Musa AAA).

Para las pruebas cuantitativas, se seleccionaron
muestras in vitro de la hoja completa del ‘Cambur
Manzano’ y ‘Pineo Gigante’ con la finalidad de
tener un parametro de comparacion en ambas
condiciones.

Determinacion de fenoles a nivel cualitativo

La determinacion de fenoles se realizd en
muestras de hojas y pseudotallo in vivo y en
hojas in vitro de los cultivares ‘Pineo Gigante’ y
‘Cambur Manzano’, respectivamente.

Se utilizé el método de Galindo et al. (1989)
modificado, para tener un aproximado de
la cantidad de fenoles de los segmentos
de clones seleccionados, de acuerdo a los
cambios de coloracién de las muestras; y para
la determinacién del tipo de fenoles, se empled
la clasificacion segun Hinojosa et al. (2012), que
describe los cambios de coloracién y el tipo de
compuesto (Cuadro 1).
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Para la preparacion y extraccién de los fenoles
contenidos en la muestra de los cultivares
seleccionados, se utilizd un mortero donde
se maceraron los segmentos de la planta con
nitrogeno liquido, se pesaron 5 g de muestra,
se afnadieron 15 ml de éter de petrdleo, se
agregaron 15 ml de metanol, y finalmente la
muestra fue filtrada empleando papel de filtro N°
3, en un embudo de separacion. El liquido se dejo
reposar, obteniéndose dos capas, se procedio
a extraer la capa inferior correspondiente a la
fraccibn metandlica y se colocd la muestra
en un eppendorf, preservandolas congeladas
hasta realizar las pruebas colorimétricas. Para
detectar fenoles en la muestra, se agregaron
gotas obtenidas de la extraccién metandlica en
un platillo de prueba, en el cual se usaron tres
compartimientos que contenian gotas de: cloruro
férrico (FeCl,) al 0,5 M; cloruro férrico (FeCl,)
al 1 %; y agua destilada, respectivamente.
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Cuadro 1. Caracterizacion de fenoles basandose en la coloraciéon de la muestra (Hinojosa et al.,

2012).

Cambio de coloracion

Tipos de fenoles

Sin cambio de coloracién

Azul oscuro

Verde oscuro

Ausencia de fenoles.

Presencia de fenoles o taninos pirogalicos.
Presencia de fenoles o taninos de tipo catecol (flavonoides

o taninos concentrados).

Determinacion de fenoles a nivel cuantitativo

La determinacion de fenoles a nivel cuantitativo,
se realizé en hojas y en pseudotallo in vivo, y
solo en hojas in vitro de los cultivares ‘Pineo
Gigante’ y ‘Cambur Manzano’ utilizando la
metodologia de Hernandez et al. (2002), la
cual consisti6 en macerar en un mortero las
muestras frescas, y posteriormente secarlas en
estufa a 60 °C por 72 horas. Al material seco, se
le agregd metanol al 50%, en una proporcién 1:5
peso/volumen. Se colocé en un agitador orbital
por 1 hora a 200 rpm, se filtré la muestra y se
colocé en tubos eppendorf. Posteriormente, se
guardo en el congelador a -20 °C hasta realizar
la determinacién, utilizando para ello una curva
patron de acido tanico; y expresandose las
concentraciones en mg ml”' (AOAC, 1995).

También, se empled el método Folin Ciocalteu,
modificado por Waterman y Mole, segun
Hernandez et al. (2002), en el cual se extrajo
100 pl de la fraccion metandlica de la muestra
y se colocé en un tubo falcon de capacidad 14
ml. Al mismo, se le agregaron 7,5 ml de agua
destilada, se anadié 0,5 ml del reactivo Folin —
Ciocalteau a 1 N, y a partir del minuto 1 hasta
maximo 8 minutos se agregaron 1,5 ml de
solucion de carbonato de sodio (Na,CO,) al
20%. Se aforé a 10 ml con agua destilada y se
dej6 reposar durante dos horas, midiéndose la
densidad o6ptica de cada una de las muestras
con el espectrofotometro, a una longitud de
onda de 760 nm. Se realizaron dos réplicas por
determinacion.

Andlisis estadistico

En el analisis estadistico de los datos obtenidos
en la determinacion cuantitativa de fenoles, se
emplearon métodos no paramétricos, ya que
es una muestra atipica, por tener solo tres
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repeticiones, donde el comportamiento de esta
variable no tenia una distribucion normal. Para
este caso, se utilizé la prueba de Kruskal Wallis
y U Mann Whitney, con el paquete estadistico
SPSS (Pardo y Ruiz, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION
Estudios quimicos

Determinacion de la concentracion de
fenoles a nivel cualitativo: se realizaron
ensayos con muestras in vivo de la hoja y el
pseudotallo de hijuelos de los cultivares ‘Pineo
Gigante’ y ‘Cambur Manzano, para los cuales
se observo que el cloruro férrico (FeCl,) al 1% es
la concentracién adecuada para ver los cambios
de coloracion.

En la Figura 3, se observan los cambios de
coloraciéon en cada zona de la hoja, de acuerdo a
la concentracion de fenoles in vivo. En este caso,
las coloraciones correspondiente al apice de las
hojas del ‘Pineo Gigante’ y ‘Cambur Manzano’
fueron de verde oscuro, mientras que en la zona
media de la hoja fue de verde mas claro para
ambos cultivares, y en la base y el peciolo fue
de menor coloracion, lo cual esta directamente
relacionado con la concentracién de fenoles de
cada una de los segmentos de las hojas.

Al comparar los cultivares Pineo Gigante
y Cambur Manzano, solo se observaron
diferencias en la zona apical y zona media,
resultando en ambos casos coloraciones mas
oscuras para ‘Cambur Manzano'.

En la Figura 4, se puede apreciar que todas las
muestras presentaron coloracién verde claro;
sin embargo, es importante destacar que en el
extremo superior del pseudotallo, la coloracién
€s un poco mas oscura para ‘Cambur Manzano’,
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por lo cual, existe la posibilidad de que esa area
tenga una mayor concentracion de fenoles.

En el Cuadro 2, se muestra una representacion
grafica de los resultados de la determinacion
cualitativa de los fenoles, en las diferentes
muestras correspondientes a los segmentos
seleccionados de ‘Pineo Gigante’ y ‘Cambur
Manzano’ en plantas in vivo.

Para ‘Pineo Gigante’, se observa que Ila
proporcion correspondiente al apice de la
hoja, tiene mayor cantidad de fenoles, en
comparacion con las muestras representadas
por la zona media, base y peciolo, lo cual puede

determinarse por la coloracion verde claro y
amarillo que tienen estas ultimas.

En el cultivar ‘Cambur Manzano, se aprecia
que las muestras correspondientes al apice y
a la zona media, presentaron coloracién verde
oscuro en comparacion con la proporcién
representada por la base, el peciolo y los
segmentos del pseudotallo. Por lo tanto, se
concluye que el apice y la zona media, poseen
mayor cantidad de fenoles. En relacién a la
concentracion de fenoles del pseudotallo, se
observa una coloracion verde claro para todos
los segmentos estudiados (Cuadro 2).

Area Hoja
Apice Media Base Peciolo
Cambur | Pineo Cambur | Pineo Cambur | Pineo | Cambur | Pineo
igante

Reaciiie manzano | gig manzano | gigante | manzano | gigante | manzano| gigante

FeCls N : '

1% :
muestra A

Agua . - q _ _
destilada . . ( . ‘ ‘

|

Figura 3. Contenido de fenoles a nivel cualitativo de la hoja en plantas in vivo de ‘Cambur

Manzano’ (Musa AAB) y ‘Pineo Gigante’ (Musa AAA) en agua destilada y en
concentraciones de FeCl, al 1%.

Pseudotallo
Extremo superior Zona media Extremo inferior
Cambur | Pineo Cambur | Pineo Cambur | Pineo
Raactive manzano| gigante | manzano| gigante | manzano| gigante

FeCl3

Agua
destilada

ENL 2 X & 3 _
e ¢ 9509

Figura 4. Contenido de fenoles a nivel cualitativo del pseudotallo in vivo de
‘Cambur Manzano’ (Musa AAB) y ‘Pineo Gigante’ (Musa AAA) en agua
destilada y en concentraciones de FeCl, al 1%.
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Cuadro 2. Representacion grafica de las pruebas fitoquimicas en condicidn in vivo de los cultivares ‘Pineo
Gigante’ (Musa AAA) y ‘Cambur Manzano’ (Musa AAB).

Hoja Pseudotallo
Variedades Apice Media Base Peciolo E:;gﬁg‘ro rznc:ar:;a E::)frin::'
C;Irgigre]?e’ g/secrsreo Verde claro Amarillo  Amarillo \(/:Iear?c? \(/:Iear?c? \(/:Iear?c?
‘Cambur Verde Verde Verde Amarillo Verde Verde Verde
Manzano’ oscuro oscuro claro claro claro claro

Las porciones representadas para la hoja de
‘Pineo Gigante’ presentaron tonalidades verde
oscuro para la zona apical, verde claro para la
media, y amarillo para la base y el peciolo; y
para el pseudotallo, se observa una coloracién
verde claro para todos los segmentos estudiados
(Cuadro 2).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede
observar que el ‘Cambur Manzano’ tiene mayor
contenido de fenoles, ya que las muestras
exhibieron coloraciones donde predomina el
verde intenso y el verde claro. Por el contrario,
en ‘Pineo Gigante’ se presentaron tonalidades
qgue van desde el verde claro al amarillo, colores
indicadores de menor concentracion de fenoles.

En el caso de las muestras in vitro, se puede
apreciar que el ‘Cambur Manzano’ presenta
coloracién verde mas oscura, lo cual indica una
mayor concentracion de fenoles en comparacion
con el ‘Pineo Gigante’ (Figura 5).

Al respecto, Pasto y Jhonson et al. (1981) e
Hinojosa et al. (2012), senalan que al realizar
este tipo de analisis, las coloraciones oscuras
indican una fuerte concentracion de fenoles;
las correspondientes al verde claro indican la
presencia de fenoles o taninos de tipo catecol
(flavonoides o taninos concentrados) y las
amarillas, ausencia de fenoles.

Determinacién de fenoles a nivel cuantitativo:
en los estudios quimicos de la investigacién
realizada, se compararon las cantidades de
fenoles que hay en cada clon de acuerdo a su
condicion in vivo e in vitro, y también a las partes
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de cada una de las plantas seleccionadas para
dicho analisis.

La Figura 6 muestra la concentracién de fenoles
en los clones seleccionados. Se observa que
la cantidad de fenoles fue significativamente
mayor en los cultivares en condicion in vitro
(57,93 mg ml" + 16,27) en comparaciéon con los
que se encontraban in vivo (12,59 mg ml' + 3,62;
U Mann — Whitney = 0,000; N = 52; P= 0,005).

En las muestras in vitro de ambos cultivares, se
encontré que el contenido de fenoles es mayor
para ‘Cambur Manzano’ (63,38 mg ml' + 7,51)
comparado con el clon ‘Pineo Gigante’ (52,48
mg ml' + 6,91). Sin embargo, las diferencias
observadas resultaron no ser significativas
(U Mann-Whitney = 8,00; N = 10; P = 0,42).

Al respecto, es importante sefalar, que
el proceso de fenolizacion, y por ende la
concentracion de fenoles en los mismos, esta
intimamente relacionado con el genotipo de la
planta (Jiménez, 1997; Chavarria y Lopez et al.,
2010).

En relacién a las muestras in vivo, se encontro
que el contenido de fenoles en ‘Cambur Manzano’
(22,46 mg ml" £ 21,78) es mayor comparado con
el ‘Pineo Gigante’ (20,15 mg ml" = 3,42); aun
cuando las diferencias no son estadisticamente
significativas (U Mann-Whitney = 215,50; N = 42;
P =0,90).

En la Figura 7, se observa que la concentracion
de fenoles en el apice de la hoja del cultivar
‘Pineo Gigante’ (17,70 mg ml' + 2,72) es mayor
que en el resto de las zonas representadas en
las hojas y el pseudotallo (U Mann Whitney = 1;
N =21; P = 0,009).
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Reactivos Pineo Cambur
Clones gigante Manzano
FeClz 2 =
2 i i
19 oy

Figura 5. Contenido de fenoles en hojas de vitroplantas de los
cultivares ‘Pineo Gigante’ (Musa AAA) y ‘Cambur
Manzano’ (Musa AAB).
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Figura 6. Concentracién de fenoles en los clones ‘Pineo Gigante’ (Musa
AAA) y ‘Cambur Manzano’ (Musa AAB) en condiciones in vivo e
in vitro, utilizando la metodologia Hernandez et al. (2002).

Al agrupar los datos presentados en la Figura
8, se obtiene que el contenido de fenoles de
los segmentos representados por la hoja de
‘Cambur Manzano’ presenta un contenido mayor
de fenoles (14,98 mg ml-' + 3,92) en comparacion
con las estructuras del pseudotallo (9,71 mg ml~
+ 2,71), siendo ésta una diferencia significativa
(U Mann-Whitney = 12,0; N = 21; P = 0,02).

Relacionado con este aspecto, Veitia (1999)
afirma que las plantas en campo, en su mayoria
tienden a sintetizar compuestos fendlicos de tipo
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flavonoides, principalmente en hojas y raices
para protegerse de los ataques de patdgenos
externos.

Por otro lado, en plantas que se cultivan en
condiciones in vitro, el estrés tiende a ser mucho
mayor en comparacion con las de campo,
ya que se somete al explante a una serie de
pretratamientos que tienden a debilitar el tejido, lo
cual provoca la sintesis de compuestos fendlicos
que se manifiestan por el oscurecimiento de la
vitroplanta (Alvaro, 2009).
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20.000 4
15.000 -

10.000 A

i@&ﬂu

Concentracion de fenoles (mg mi)

5.000 A

HApice HBase  HMedia Peciolo PSEI PSES PSZM

Estructura in vivo

Figura 7. Concentracidon de fenoles de ‘Pineo Gigante’ (Musa
AAA) en condiciones in vivo en diferentes partes de
la planta, utilizando la metodologia Hernandez et al.
(2002). HApice=Apice, HBase=Base, HMmedia=Zona
media, Peciolo=Peciolo, PSEI=Extremo inferior del
pseudotallo, PSES=Extremo superior del pseudotallo,
PSZM=Zona media del pseudotallo. Diferencias
significativas (Kruskall - Wallis=12,23; N=21; G L=1,
P=0,06 > 0,05).

25.000 4
20.000 -

15.000 -

10.000 + g

Concentracién de fenoles (mg ml)

5.000 -

T T

T T T T T
HApice HBase HMedia Peciolo PSEI PSES PSZM

Estructura in vivo

Figura 8. Comparacion de la concentracion de fenoles de
‘Cambur Manzano’ (Musa AAB) en condiciones in vivo
de cada parte de la planta, utilizando la metodologia
Hernandez et al. (2002). HApice=Apice, HBase=Base,
HMedia=Zona media, Peciolo=Peciolo, PSEI=Extremo
inferior del pseudotallo, PSES=Extremo superior del
pseudotallo, PSZM=Zona media del pseudotallo. Las
diferentes estructuras de las plantas in vivo si difieren
en su contenido de fenoles. Diferencias significativas
(Kruskall - Wallis=8,93; N=21; G L=1; P=0,03 < 0,05).
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CONCLUSIONES

A nivel cuantitativo y cualitativo, las
concentraciones de fenoles en condiciones
in vitro son mayores en comparacion con las
muestras in vivo. Por otro lado, en plantas in vivo
se determind que la zona apical y media de la
hoja son las que poseen una mayor acumulacién
de compuestos fendlicos. Los resultados
sefalados anteriormente, son de gran utilidad
para la obtencién de extractos fendlicos, que
pueden ser utilizados con diferentes fines.

En relacion a los cultivares estudiados, los
resultados indican que ‘Cambur Manzano’
tanto in vivo como in vitro posee una mayor
cantidad de fenoles, lo que podria ser de utilidad
en estudios relativos a la tolerancia ante el
ataque de patdgenos, y su posible empleo con
aplicaciones terapéuticas.

Los resultados obtenidos en la investigacion,
revisten gran importancia para procesos de
mejoramiento en muséaceas, ya que los fenoles
ademas de cumplir un papel primordial en los
mecanismos de defensa constitutivos que
operan en forma constante en la planta, también
pueden ser usados en aplicaciones terapéuticas,
por lo cual, es importante continuar realizando
investigaciones en ésta area, a fin de aplicarlas
en procesos de mejoramiento a futuro.
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RESUMEN

En Venezuela, la sequia se ha convertido
en un factor limitante para la produccion
arrocera nacional. Las variedades cultivadas
tradicionalmente estan adaptadas a una alta
suplencia de agua. Esta investigacion tuvo como
proposito identificar marcadores bioquimicos
(isoenzimas) y moleculares (microsatélites SSR)
asociados a la tolerancia al estrés hidrico en arroz
(Oryza sativa L.). El estudio de cartografia génica
fue realizado en una poblacion RC,F, producto del
cruce (LO2 x Fonaiap 2000) x LO2, empleando el
programa MapDisto y el método de un marcador a
la vez. Se identificaron 89 caracteres cuantitativos
(QTL) putativos asociados a las caracteristicas de
la fase vegetativa, reproductivas y de rendimiento;
usando cinco isoenzimas (PRX, G6PDH, ACP,
6PGD, SDH) y 40 (SSR) se estimaron los indices
de susceptibilidad a la sequia (ISS). Seguidamente,
se identificd la asociacion entre las isoenzimas,
la tolerancia al estrés hidrico y los ISS en las
familias de la poblacion segregante, para variables
relacionadas a la fase vegetativa, reproductiva y
de maduracion del grano de arroz. En los 2 grupos
de ligamiento (cromosoma 3 y 9) se detectaron 4
QTL asociados a los ISS, 2 regiones asociadas
con la floracion al 50%, 1 para el desgrane
(cromosoma 3) y 1 para la fertilidad (cromosoma
9) en RM107, RM442 y RM570. Esta informacion
puede ser empleada como criterio en la seleccion
asistida por medio de marcadores moleculares, en
los futuros programas de mejoramiento genético
del arroz, a fin de identificar familias y genotipos
tolerantes a la condicion de estrés hidrico.

Palabras clave: Oryza sativa L., sequia, produccion,
isoenzimas, microsatélites.
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ABSTRACT

Drought in Venezuela has become a limiting factor
for national rice production, as the -cultivated
varieties traditionally are adapted to high water
supply. This study aimed to identify biochemical
(isozymes) and molecular markers (microsatellites,
SSR) associated with water stress tolerance in
rice (Oryza sativa L.). Gene mapping study was
conducted in a BC,F, population product of the
crossing (LO2 x Fonaiap 2000) x LO2 using the
MapDisto program and the method of one marker
at a time. 89 putative quantitative characters
(QTLs) associated with vegetative, reproductive
and vyield traits were identified. Using five
isozymes (PRX, G6PDH, ACP, 6PGD and SDH)
and 40 SSR drought susceptibility indexes (ISS)
were estimated. Next, the association between
isoenzymes, water stress tolerance and ISS in
the families of the segregating population was
identified for variables related to the vegetative,
reproductive and maturation of the grain phase in
rice. In the 2 linkage groups (chromosome 3 and 9)
4 QTL associated to ISS, 2 regions associated with
50% flowering, 1 for desgrane (chromosome 3)
and 1 for fertility (chromosome 9) were detected in
RM107, RM442 and RM570. This information can
be used as a criterion in molecular marker assisted
selection in future rice breeding programs in order
to identify families and genotypes tolerant to the
water stress condition.

Key words: Oryza sativa L., drought, production,
Isozymes, microsatellite.
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INTRODUCCION

La escasez de agua es uno de los grandes
retos que afronta la humanidad, elemento muy
abundante en el planeta Tierra. Sin embargo,
el 97% del total esta formada por agua salada
perteneciente a mares y océanos, el restante 3%
formado por agua dulce, esta poco disponible,
porque se encuentra congelada (Cortés, 2004).

La agricultura es la actividad de mayor
consumo de agua dulce del planeta, utilizando
aproximadamente el 70% del agua potable.
Algunos paises en desarrollo destinan
cerca de 90% del liquido a esta importante
actividad. Se estima que para producir un kilo
de arroz se necesitan de 1 a 3 m® de agua,
de alli la importancia de un manejo sostenible
de los recursos hidricos, para asegurar el
abastecimiento de alimentos y mitigar los efectos
del cambio climatico (FAO, 2002).

En Venezuela, la sequia se ha convertido en
un factor limitante para la produccién arrocera
nacional, las variedades de arroz cultivadas
tradicionalmente estan adaptadas a una alta
suplencia de agua. Sin embargo, instituciones
del pais como el Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), la Universidad
Central de Venezuela (UCV), y el Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA)
a través de investigadores en el area, han
realizado estudios para conocer la respuesta de
los diferentes genotipos de arroz frente al déficit
hidrico (Ghneim et al., 2005; Ghneim-Herrera
2006; Pieters y Nufez 2008; Garcia 2008 vy
Torrealba et al., 2010).

La tolerancia a la sequia es una caracteristica
compleja, expresada por la accion e interaccién
de diferentes caracteres: morfoldgicos (sistema
radical eficiente, reduccion del macollamiento,
entre otros); y comportamientos fisioldgicos
(reduccion de la transpiracion, alta eficiencia
en el uso del agua, cierre estomatico, ajuste
osmdético), controlados por numerosos genes.
La obtencion de cultivares de arroz tolerantes a
la sequia es un objetivo claro de los programas
de mejoramiento genético, como alternativa para
el aumento y mantenimiento de la productividad
nacional del arroz, como rubro estratégico para
la alimentacién nacional.

En vista de la complejidad del control genético
de las caracteristicas asociadas a la tolerancia
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al estrés por déficit hidrico, se ha propuesto
la aplicacion de la seleccion asistida por
marcadores moleculares (SAM) para una mayor
eficacia y eficiencia del proceso de seleccion.

Los marcadores moleculares son secuencias de
ADN que se encuentran en determinados lugares
del genoma; y se definen como caracteristicas
heredables que permiten clasificar el genotipo
de un individuo, identificando regiones del
genoma asociadas con un caracter fenotipico
cuantitativo especifico (QTL). La identificacion
del QTL es de gran utilidad en plantas, ya que
permite la manipulacion de caracteristicas
agrondmicas como el rendimiento, la calidad
nutricional y la floracién, entre otros (Grandillo
y Tanksley, 1996). Las bases de deteccion de
los QTL son la identificacion de las asociaciones
entre fenotipos determinados genéticamente vy
marcadores genéticos especificos (McCouch y
Doerge, 1995).

Teng et al. (2002) empleando una variedad
indica (Zhaile Ye Quing8), una japoénica (Jing Xi
17) y sus dobles haploides, lograron identificar
2 QTL: gDR-5 y gDR-12 para tolerancia a la
sequia en arroz. Mas recientemente, Vikram
et al. (2011) encontraron un QTL (gDTY 1.1)
asociado a la tolerancia a la sequia en cuanto a
la produccién de grano ubicado en el cromosoma
1, flanqueado por los microsatélites RM11943 y
RM431, de efecto mayor y consistente en cuanto
a su expresion en diferentes ambientes.

Aunque no se han identificado isoenzimas
asociadas a caracteristicas cuantitativas
relacionadas con la tolerancia al déficit hidrico,
se espera obtener cierta relacion con distintas
isoformas de enzimas vitales para la produccion
de granos. El grupo de isoenzimas de la
glutamina sintetasa (GS) son responsables de
la asimilacion y movilizacion dentro de la planta
de las distintas fuentes de nitrdgeno (N). Existen
formas de GS, tanto en cloroplastos como en
citosol; en el caso del arroz se conocen tres
isoformas del citosol.

Bajo estrés por déficit hidrico, tanto las
isoenzimas de GS de cloroplasto como del
citosol son afectadas, lo que disminuye la tasa
de asimilaciéon de N en forma de amonio, y en
consecuencia al llenado de granos (Swarbreck
et al., 2011). Se espera que las plantas con
alguna isoforma mas tolerante al estrés hidrico,
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permita a la planta un mejor comportamiento
bajo esas condiciones, evidenciado en un mayor
rendimiento.

Por otra parte, Lee et al. (2007), propusieron
que las enzimas relacionadas al proceso de
lignificacion, responsables de los mecanismos
de tolerancia a diferentes estrés, son activadas
por el estrés causado por el déficit hidrico. En ese
sentido, encontraron en trébol que las enzimas
peroxidasas eran impulsadas bajo condiciones
de sequia, con reduccién de la biomasa foliar.

En vista de la importancia del cultivo de arroz
para el pais y el uso eficiente del recurso hidrico,
el objetivo del presente estudio fue identificar
marcadores  bioquimicos 'y  moleculares
asociados a la tolerancia al estrés hidrico en
arroz con fines de seleccion.

MATERIALES Y METODOS

La identificacion de QTL asociados a caracteres
fenotipicos relacionados a la tolerancia al
déficit hidrico se llevdo a cabo en cuatro
etapas, que comprenden: la creacion de
una poblacién segregante a partir del cruce
entre progenitores contrastantes en cuanto
al comportamiento fenotipico; la evaluacién
fenotipica de la poblacién segregante obtenida
bajo condiciones con o sin estrés por déficit
hidrico (Torrealba, 2010; Torrealba et al., 2010);
la seleccion de marcadores polimérficos entre
los dos progenitores y; finalmente, el estudio
de segregacion y asociacion de los marcadores
con los caracteres fenotipicos.

Estas dos Ultimas etapas, correspondientes
al analisis molecular, se llevaron a cabo en el
Laboratorio de genética molecular del Centro
de Investigaciones en Biotecnologia Agricola
(CIBA) de la Universidad Central de Venezuela,
Facultad de Agronomia, nucleo Maracay.

Material vegetal

Se empleo una poblacion RC.F, del cruce (LO2
x Fonaiap 2000) x LO2, conformada por 149
familias, desarrollada por Torrealba (2010) en el
campo experimental de INIA Guarico, Bancos
de San Pedro, bajo la metodologia de Torrealba
et al. (2010), considerando las caracteristicas
asociadas al estrés hidrico, sefialadas porBabu et
al. (2002), Toorchi et al. (2002), Courtois y Lafitte
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(2003). Esto permitié escoger dos progenitores
contrastantes en su respuesta al estrés hidrico,
medida a través del ISS de Fischer y Maurer
(1978) para enrollamiento de la hoja, secado de
la hoja y fertilidad de las espiguillas.

Se consideraron variables de crecimiento
vegetativo y reproductivo para determinar los ISS
(Torrealba, 2010): 1. altura de planta; 2. exercién
de la panicula; 3. acame; 4. enrollamiento de
la hoja; 5. secado de la hoja; 6. longitud de la
panicula; 7. promedio de paniculas/planta; 8.
numero de hijos/planta; 9. contenido relativo de
agua en las hojas; 10. temperatura de la hoja;
11. coeficiente de clorofila; 12. indice de area
foliar; 13. longitud de las raices; 14. volumen
radical; 15. relacion parte aérea y parte radical;
16. biomasa; 17. peso seco parte aérea; 18.
peso seco de raices; 19. floracion al 50%; 20.
floracién como relacion granos llenos y granos
vanos; 21. senescencia; 22. fertilidad; y 23.
aceptacion fenotipica.

Con relacion al rendimiento, se tomod en cuenta:
1. desgrane de la panicula; 2. nUmero de granos
llenos; 3. numero de granos vanos; 4. peso de
granos llenos; 5. peso de granos vanos; 6. peso
de 1000 g; 7. indice de cosecha; y 8. rendimiento
(9 5 m?).

Evaluacion molecular

Se evalud el polimorfismo entre los progenitores
utiizando 15 sistemas de marcadores
isoenzimaticos (SMI) y 258 SSR distribuidos
en todo el genoma. Para los SMI se utilizaron
plumulas de 4 a 15 dias de edad, de acuerdo a
la metodologia empleada en arroz por Ortiz et
al. (2002), abreviatura y codigo por Manchenko
(1994).

Los marcadores fueron los siguientes: (1)
Glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI: 5.3.1.9); (2)
glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa (G6PDH:
11.1.49); (3) 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6PGD:1.1.1.44); (4)fosfatasaacida(ACP:3.1.3.2);
(5) alfa-esterasa (aEST: 3.1.1); (6) beta-esterasa
(BEST: 3.1.1); (7) glutamato deshidrogenasa
(GDH: 1.4.1.2); (8) malato deshidrogenasa (MDH:
1.1.1.37); (9) enzima malica (ME: 1.1.1.40); (10)
fosfoglucosa Isomerasa D-glucosa-6-fosfato
(PGI: 5.3.1.9); (11) peroxidasa (PRX: 1.11.1.7);
(12) siquimato deshidrogenasa (SDH: 1.1.1.25);
(13) alcohol deshidrogenasa (ADH: 1.1.1.1); (14)
isocitrato deshidrogenasa (IDH: 1.1.1.42); y (15)
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fosfoglucomutasa (PGM: 2.7.5.1), en un sistema
discontinuo de electroforesis en geles de
policrilamida (6/10%) bajo condiciones nativas
(PAGE), siguiendo la metodologia descrita por
Ortiz et al. (2004) y Velasquez (2001).

Los SSR fueron seleccionados de la base de
datos de GRAMENE (McCouch et al., 2002) y
Plantmarkers (Rudd et al., 2005).

Seguidamente, a fines de realizar la mini
preparacion de ADN vy visualizado en geles de
agarosa al 0,8% tenido con bromuro de etidio
(10 mg ml") el ADN fue obtenido siguiendo el
método de Zambrano et al. (2002), cuantificando
la cantidad de ADN a partir del Fago Lambda
de concentracién conocida. La reaccién en
cadena de polimerasa (PCR), los ciclos en el
termociclador MJ Research PTC-200 y la tincion
de los geles de poliacrilamida al 6%, fueron
realizadas siguiendo la metodologia descrita por
Pérez-Almeida et al. (2011).

Andlisis estadistico

Empleando el programa MapDisto, version
1.7 (Lorieux, 2008), se procedid a verificar la
segregacion mendeliana (1:1), correspondiente
a una retrocruza, para cada marcador molecular
y la informacioén genotipica de las 149 familias
RC,F,. Asimismo, con este programa se realizo
el mapeo y la identificacion de los grupos de
ligamiento a partir de los alelos presentes de
cada genotipo para cada marcador molecular
polimérfico.

Fue utilizado el método de mapeo para un
marcador a la vez, como lo indica Xiao et al.
(1998); Thomson et al. (2003); Septiningshigh et
al. (2003); Wan et al. (2005); Lee et al. (2005) y
Praddep et al. (2005). Este método fue empleado
por el bajo numero de marcadores polimoérficos
detectados entre los progenitores. Se considero
la existencia de un QTL y la asociacion entre el
valor fenotipico de cada ISS de las 31 variables
evaluadas por Torrealba (2010) y el locus de cada
marcador molecular, para un valor minimo de
LOD Score de 3,0 y fraccion de recombinacion
de 0,35.

Nomenclatura para QTL

Los caracteres cuantitativos (QTL) fueron
nombrados de acuerdo a la nomenclatura
descrita por McCouch et al. (1997), utilizando
dos letras abreviadas de las caracteristicas de
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estudio, seguida por el nimero del cromosoma
donde fue detectado el QTL.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion del polimorfismo

Delos 15 sistemas de marcadoresisoenzimaticos
so6lo 7 resultaron polimoérficos: G6PDH: 1.1.1.49;
6PGD: 11.1.44; ACP: 31.3.2; aoEST: 31.1;
BEST: 3.1.1; PRX: 1.111.7 y SDH: 1.1.1.25. De
esos marcadores se seleccionaron: ACP, PRX,
G6PDH, 6PGD y SDH, por su resolucién, calidad
de los geles y visualizacion de las bandas
obtenidas. En la evaluacion del polimorfismo de
los SSR, 66 fueron polimérficos; de los cuales
se utilizaron 52 por sus caracteristicas de
discriminacién entre los progenitores (Cuadros
1ay 1b).

Verificacion de la segregacion mendeliana

De los 57 marcadores moleculares evaluados en
la prueba de bondad de ajuste de Ji-cuadrado
(Cuadro 2), s6lo dos no segregaron en las
proporciones esperadas para una retrocruza
(1:1). La distorsion en la segregacion es muy
comun en los estudios de mapeo, sefialada
para la mayoria de los marcadores genéticos,
como: desviaciones estadisticas; tipo de
poblacion de estudio; causas bioldgicas, como
irregularidades durante la meiosis, competencia
entre las gametas durante la fertilizacion o
incompatibilidad genética; y por la cercania de
los marcadores al centrémero (Pradeep et al.,
2005; Semagn et al., 2006; Zhao et al., 2006).

Mapeo y grupos de ligamiento

No se identific6 ningun grupo de ligamiento
con los marcadores isoenzimaticos, mientras
que seis de los SSR pudieron ser asignados
en tres grupos. El primer grupo de ligamiento
estuvo conformado por los marcadores RM278
y RM107; el segundo por RM201 y RM309 vy el
tercero por los marcadores RM570 y RM442.

Asociacién entre marcadores moleculares y
variables del estrés hidrico

Se identificaron 89 QTL putativos asociados
a las caracteristicas de la fase vegetativa,
reproductiva y rendimiento (Cuadro 3). Es
importante destacar la presencia de ocho
asociaciones entre los marcadores bioquimicos
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Cuadro 1a. Microsatélites polimérficos entre los parentales Fonaiap 2000y LO2, ubicados en los cromosomas
1,2, 3,4y 5, alelos observados, pares de bases (pb) y secuencia sentido y antisentido.

Motivo

SSR C . Sentido Antisentido F2000 pb LO2 pb
repetido
RM220 1 (cm7 ggaaggtaactgtttccaac gaaatgcttcccacatgtct aa 106 bb 93
RM490 1 (CM13 atctgcacactgcaaacacc agcaagcagtgctttcagag aa 90 bb 83
RM575 1 (AG)24 caatttccataggctgcatg gcttgggttagcgacgac aa 306 bb 286
RM259 1 (cm7 tggagtttgagaggaggg cttgttgcatggtgccatgt bb 154 aa 158
RM243 1 (CT)18 gatctgcagactgcagttgc agctgcaacgatgttgtcc bb 101 aa 103
RM237 1 (CT)18 caaatcccgactgctgtcc tgggaagagagcactacagc aa 130 bb 122
RM71 2 (ATT)10T(ATT)4 ctagaggcgaaaacgagatg gggtgggcgaggtaataatg aa 141 bb 131
RM324 2 (CAT)21 ctgattccacacacttgtgc gattccacgtcaggatcttc bb 150 aa 167
RM290 2 (GA)12 acccttattcctgctctecte gtgctgtagatggaagggag aa 177 bb 167
RM262 2 (CT)16 cattccgtctcggctcaact cagagcaaggtggcttgc aa 148 bb 145
RM450 2 (AG)17 aaaccacagtagtacgccgg tccatccacatctccctcte aa 220 bb 213
RM526 2 (TAAT)5 cccaagcaatacgtccctag acctggtcatgacaaggagg aa 219 bb 220
RM207 2 (CT)25 ccattcgtgagaagatctga cacctcatcctcgtaacgcc bb 115 aa 135
RM3639 2 (GA)13 catgggccaatctagctagce tgcaactctgcaactccaag bb 115 aa 120
RM231 3 (CT)16 cagattatttcctgaggtc cacttgcatagttctgcattg aa 132 bb 130
RM251 3 (CTM29 gaatggcaatggcgctag atgcggttcaagattcgatc bb 141 aa 148
RM282 3 (GA)15 ctgtgtcgaaaggctgcac cagtcctgtgttgcagcaag bb 102 aa 108
RM148 3 (TG)12 atacaacattagggatgaggctgg tccttaaaggtggtgcaatgcgag aa 114 bb 106
RM55 3 (GA)17 ccgtcgecgtagtagagaag tcceggttattttaaggeg aa 225 bb 215
RM570 3 (AG)15 gttcttcaactcccagtgeg tgacgatgtggaagagcaag aa 256 bb 271
RM442 3 (AAG)10 cttaagccgatgcatgaagg atcctatcgacgaatgcacc aa 261 bb 250
RM119 4 (GTC)6 catcccectgetgetgetgetg cgccggatgtgtgggactageg bb 149 aa 153
RM273 4 (GA)11 gaagccgtcgtgaagttacc gtttcctacctgatcgegac bb 238 aa 250
RM470 4 (CTM)14 tcctcateggcttettette agaacccgttctacgtcacg aa 115 bb 109
RM303 4 9( ([3A+():7('(AATT)?3-;;)G]5 gcatggccaaatattaaagg ggttggaaatagaagttcggt aa 182 bb 180
RM252 4 (CT)19 ttcgctgacgtgataggttg atgacttgatcccgagaacg bb 199 aa 219
RM169 5 (GA)12 tggctggctcegtgggtagetg tccegttgecgttcateectee aa 169 bb 152
RM164 5 (GT)16TT(GT)4 tettgcecgtcactgcagatatcc  gcagccctaatgctacaattcttc aa 261 bb 242
RM87 5 (CTT)3T(CTT)11 ccictccgatacaccgtatg gcgaaggtacgaaaggaaag bb 170 aa 174

Fonaiap 2000 (F2000), linea de observacién 2 (LO2), pares de bases (pb) y ubicacién en el genoma cromosoma (C).
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Cuadro 1b. Microsatélites polimérficos entre los parentales Fonaiap 2000 y LO2, ubicados en el cromosomas
6,7, 8,9, 10, 11 y 12, alelos observados, pares de bases (pb) y secuencia sentido y antisentido.

SSR C Motivo repetido Sentido Antisentido F2000 pb LO2 pb
RM121 6 (CT)7 accgtcgcecttccactttccce  ttcggggttgececggtgatgttg bb 209 aa 233
RM539 6 (TAT)21 gagcgtccttgttaaaaccg  agtagggtatcacgcatccg aa 331 bb 320
RM336 7 (CTT)18 cttacagagaaacggcatcg gctggatttgtttcaggttcg aa 199 bb 178
RM478 7 (AG)12 cagctggggaagagagagag tcagaaactaaacgcaccce aa 210 bb 226
RM25 8 (GA)18 ggaaagaatgatcttttcatgg  ctaccatcaaaaccaatgttc bb 153 aa 161
RM444 9 (AT)12 gctccacctgcttaagceatc tgaagaccatgttctgcagg aa 199 bb 177
RM105 9 (CCT)6 gtcgtcgacccatcggagecac tggtcgaggtggggatcgggte bb 115 aa 123
RM278 9 (GA)17 gtagtgagcctaacaataatc tcaactcagcatctctgtce bb 139 aa 155
RM107 9 (GA)7 agatcgaagcatcgcgcccgag — actgcgtectctgggttceecgg bb 320 aa 335
RM222 10 (CT)18 cttaaatgggccacatgcg caaagcttccggccaaaag aa 235 bb 224
RM216 10 (CT)18 gcatggccgatggtaaag  tgtataaaaccacacggcca aa 114 bb 110
RM239 10 (AG)5TG(AG)2 tacaaaatgctgggtacccc acatatgggacccacctgtc aa 143 bb 141
RM311 10 (GT)3(GTAT)8(GT)5 tggtagtataggtactaaacat tcctatacacatacaaacatac bb 311 aa 333
RM228 10 (CA)6(GA)36 ctggccattagtccttgg gcttgeggctetgcttac bb 95 aa 152
RM21 11 (GA)18 acagtattccgtaggcacgg  gctccatgagggtggtagag aa 190 bb 168
RM224 11 (AAG)8(AG)13 atcgatcgatcttcacgagg tgctataaaaggcattcggg aa 156 bb 152
RM201 1M (cmr ctegtttattacctacagtacc  ctacctcctttctagaccgata bb 128 aa 158
RM20 12 (ATT)14 atcttgtccctgcaggtcat gaaacagaggcacatttcattg aa 253 bb 227
RM247 12 (CT)16 tagtgccgatcgatgtaacg catatggttttgacaaagcg aa 132 bb 127
RM277 12 (GA)11 cggtcaaatcatcacctgac caaggcttgcaagggaag bb 116 aa 127
RM309 12 (GT)13 gtagatcacgcacctttctgg agaaggcctccggtgaag aa 155 bb 150
RM17 12 (GA)21 tgccctgttattttcttctctc ggtgatcctttcccatttca aa 200 bb 152
RM235 12 (CT)24  agaagctagggctaacgaac tcacctggtcagcctctttc bb 263 aa 272

Fonaiap 2000 (F2000), linea de observacién 2 (LO2), pares de bases (pb) y ubicacién en el genoma cromosoma (C).

y los indices de susceptibilidad a la sequia (ISS):
G6PDH al coeficiente de clorofila y peso seco
(radical); ACP y el indice de area foliar; 6PGD
para la fertilidad, numero de granos vanos y
peso seco (radical); y SDH al peso de 1000 g.

Con respecto a la peroxidasa (PRX) se encontré
asociacion con el contenido relativo de agua
en las hojas y floraciéon 50%, coincidiendo con
lo planteado por Lee et al. (2007) en vista de
su intervencion en el proceso de lignificacién
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como una respuesta al estrés por déficit hidrico.
Esto indica la importancia del uso de este tipo
de marcador en la identificacién de caracteres
cuantitativos.

Con 40 SSR se detectaron 65 QTL putativos
para las variables evaluadas. EI RM231
(cromosoma 3) mostré asociacion para la
excersion de la panicula y enrollamiento de la
hoja; RM290 (cromosoma 2) para las variables
enrollamiento de las hojas y el contenido relativo



Torrealba et al. Marcadores bioquimicos y moleculares asociados a la tolerancia al estrés hidrico...

Cuadro 2. Segregacién Ji-Cuadrado (X?) para 57 marcadores moleculares,
de la retrocruza (LO2xF 2000xLO2).

N° Marcador X2 P N° Marcador X2, P

1 RM17 0,48 0486 ™ 30 RM259 1,57 0,210
2 RM20 025 0617 ™ 31 RM262 0,35 0,553 ™
3 RM21 095 0329 ™ 32 RM273 0,01 0,933 ™
4 RM25 0,35 0,556 " 33 RM277 1,20 0,274
5 RM55 3,08 0,079 ™ 34 RM278 0,46 0,496 ™
6 RM71 246 0117 ™ 35 RM282 0,26 0,612 ™
7 RM87 011 0,737 ™ 36 RM290 2,22 0,136 ™
8 RM105 1,20 0,274 ™~ 37 RM303 1,20 0,274
9 RM107 0,70 0,401 38 RM309 1,80 0,179 s
10 RM119 1,15 0,284 ™ 39 RM311 0,03 0,865 ™
11 RM121 225 0,134 ™ 40 RM324 1,36 0,243 ™
12 RM148 219 0,139 ™ 41 RM336 3,75 0,053 ™
13 RM164 0,03 0,868 " 42 RM442 1,36 0,243
14 RM169 025 0,620 ™ 43 RM444 0,56 0,455 ™
15 RM201 7,95 0,005 © 44 RM450 0,01 0,931 ™
16 RM207 2,02 0,155 ™ 45 RMA470 1,07 0,300 "
17 RM216 0,70 0,401 ™ 46 RM478 1,22 0,270
18 RM220 219 0,139 ™ 47 RM490 0,56 0,455
19 RM222 3,32 0,069 ™ 48 RM526 0,86 0,354
20 RM224 099 0,321 ™ 49 RM539 0,17 0,682
21 RM228 242 0120 ™ 50 RM570 4,06 0,044
22 RM231 011 0,737 " 51 RM575 1,20 0,274
23 RM235 222 0136 ™ 52 RM3639 0,17 0,676 ™
24 RM237 1,51 0,219 ™ 53 a-ACP 0,11 0,735
25 RM239 0,33 0564 "™ 54 POX 0,01 0,935 ™
26 RM243 0,83 0361 ™ 55 6-GPH 0,33 0,566
27 RM247 011 0,737 ™ 56 6-PGD 0,00 1,000
28 RM251 0,01 0932 57 SDH 0,54 0,461 ™
29 RM252 0,56 0,455
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Cuadro 3. Asociacién entre los indices de susceptibiidad a la sequia
y marcadores moleculares.

N° Caracteristica QTL Cromosoma Locus PruebadeF
1 Acame acal 1 RM575 4,44*
2 Acame acab 5 RM169 3,94*
3 Acame acall 1 RM21 6,19*
4 Aceptacion fenotipica acf6 6 RM539 5,23
5 Altura de planta alp1 1 RM259 6,02
6 Altura de planta alp5 5 RM164 7,64**
7 Altura de planta alp9 9 RM444 4,42
8 Altura de planta alp10 10 RM239 5,62*
9 Biomasa bma2 2 RM207 511*
10 Biomasa bma3 3 RM251 4,34*
" Biomasa bmab 5 RM87 5,51
12 Biomasa bma12 12 RM277 4,46
13 Coeficiente de clorofila cecr - G6PDH 4,26
14 Contenidolraeslagi(;/jzsde agua en cra2 2 RM290 4,47
15 Contenidolraeslagi(;/jzsde agua en cra9 9 RM105 8,42
16 Contenidolraeslagi(;/jzsde agua en cral2 12 RM20 3.97*
17 Contemdolraeslagl(;/jzsde agua en cra . PRX 5,56
18 Desgrane dgn1 1 RM259 5,24*
19 Desgrane dgn3 3 RM442 8,30**
20 Desgrane dgn9 9 RM444 4,01*
21 Desgrane dgn12 12 RM20 7,22**
22 Excersién de la Panicula exp3 3 RM231 3,91*
23 Excersién de la Panicula exp4 4 RM237 3,98*
24 Fertilidad fer3 3 RM55 5,31*
25 Fertilidad fer6 6 RM539 5,82*
26 Fertilidad fer9 9 RM107 4,74*
27 Fertilidad fer - 6PGD 6,43*
28 Floracién 50% fir1 1 RM259 5,16*
29 Floracion 50% flr2 2 RM71 4,32*
30 Floracién 50% fir3 3 RM55 3,92*
31 Floracién 50% fir3 3 RM442 6,12*
32 Floracion 50% fir3 3 RM570 4,93*
33 Floracion 50% fir7 7 RM336 10,57**
34 Floracién 50% fir - PRX 517
35 indice de area foliar iaf1 1 RM575 5,38*
36 indice de area foliar iaf3 3 RM282 4,03
37 indice de area foliar iaf5 5 RM164 4,78*
38 indice de area foliar iaf12 12 RM235 4,41
39 indice de area foliar iaf12 12 RM247 6,07*
40 indice de area foliar iaf - ACP 4,10*
41 indice de area foliar ico1 1 RM575 5,88*
...l... Continua
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...I... continuacién Cuadro 3.

N° Caracteristica QTL Cromosoma Locus Prueba de F
42 indice de area foliar ico4 4 RM273 4,69*
43 indice de area foliar ico8 8 RM25 4,40*
44 Longitud de la Panicula Inp1 1 RM243 5,31*
45 Longitud de la Panicula Inp2 2 RM526 4,54*
46 Longitud de la Panicula Inp7 7 RM336 4,14
47 Longitud de la Panicula Inp8 8 RM25 5,87
48 Longitud de la Panicula Inp12 12 RM235 3,94
49 Longitud de la Panicula Inr1 1 RM220 10,33**
50 Longitud de la Panicula Inr2 2 RM324 7,34**
51 Longitud de la Panicula Inr7 7 RM336 3,93*
52 Longitud de la Panicula Inr7 8 RM25 5,16
Numero de granos llenos por *
53 planta ngl1 1 RM220 4,93
Numero de granos llenos por *
54 planta ngl2 2 RM450 5,19
Numero de granos llenos por *
55 planta ngl10 10 RM228 4,45
Numero de granos llenos por ok
56 planta ngl12 12 RM277 10,92
Numero de granos llenos por "
57 planta ngv - 6PGD 5,35
58 Numero de Hijos nhj3 3 RM231 4,60*
59 Peso de 1.000 granos par - SDH 5,94
60 Peso de granos llenos pgl1 1 RM220 6,09*
61 Peso de granos llenos pgl2 2 RM450 4,89
62 Peso de granos llenos pgl12 12 RM247 4,60*
63 Peso de granos llenos pgl12 12 RM277 8,00**
64 Peso de granos vanos pgv2 2 RM71 4,79
65 Peso seco parte aérea psa4 4 RM252 5,32
66 Peso seco parte aérea psal10 10 RM222 5,72*
67 Peso seco parte aérea psali 1 RM21 5,562
68 Peso seco parte radical psr2 2 RM262 4,09*
69 Peso seco parte radical psri1 11 RM21 7,43**
70 Peso seco parte radical psr - 6PGD 6,67
7 Promedio de paniculas pan6 RM121 4,41
72 Promedio de paniculas pan10 10 RM239 4,27
Relacién peso seco (aérea)/ *
& peso seco (radical) rps2 2 RM324 4,66
Relacién peso seco (aérea)/ *
74 peso seco (radical) rps10 10 RM228 4,10
Relacién peso seco (aérea)/ o
75 peso seco (radical) rps11 1 RM21 11,07
Rendimiento de arroz paddy *
76 (g 5m?) rap3 3 RM251 6,20
Rendimiento de arroz paddy *
77 (g 5m?) rap6 6 RM539 4,23
Rendimiento de arroz paddy *
78 (g 5m?) rap9 9 RM444 4,21
...l... Continua
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...I... continuacién Cuadro 3.

N° Caracteristica QTL Cromosoma Locus PruebadeF
79 Senescencia de la hoja sns6 6 RM539 8,00™*
80 Senescencia de la hoja sns12 12 RM17 9,01**
81 Temperatura de la hoja tho2 2 RM262 4,08*
82 Temperatura de la hoja tho8 8 RM25 5,08
83 Volumen radical vir1 1 RM220 4,31*
84 Volumen radical vir1 1 RM575 4,30
85 Volumen radical vir2 2 RM324 4,94
86 Volumen radical vird 4 RM303 5,60
87 Volumen radical vir7 7 RM336 3,92
88 Volumen radical vir8 8 RM25 4,27
89 Volumen radical vir12 12 4,27* 7,41

Asociacion significativa* (P<0,05) y altamente

de agua en las hojas. Lafitte et al. (2004) en su
evaluacion de lineas recombinantes de arroz
detectaron QTL asociados al contenido relativo
de agua en las hojas y su correlacion a las
caracteristicas de floracion y radiacion solar;
asi como, la correlacion entre las variables de la
fase vegetativa, altura de la planta y rendimiento
en grano en condiciones de estrés hidrico.

Se asoci6 la variable volumen radical con 7
microsatélites en distintos cromosomas: RM17
(cromosoma 12); RM220 y RM575 (cromosoma
1); RM324 (cromosoma 2); RM303 (cromosoma
4); RM336 y RM25 de los cromosomas 7 y 8,
respectivamente. La caracteristica longitud
de las raices fue asociada a 4 SSR: RM220
(cromosoma 1) altamente significativo, RM324
(cromosoma 2) altamente significativo, RM336
(cromosoma 7) y RM25 (cromosoma 8).

Delmismomodo, fuerondetectadas asociaciones
entre las variables de la fase reproductiva del
arroz; por ejemplo, la variable senescencia fue
altamente significativa para los microsatélites
RM17 (cromosoma 12) y RM539 (cromosoma 6)
mostrando este ultimo, asociacién significativa
con las caracteristicas de aceptacion fenotipica
y fertilidad.

La variable floracién 50% fue asociada con
los microsatélites: RM259 (cromosomas 1);
RM71 (cromosoma 2); RM55, RM442 y RM570
(cromosoma 3) y RM336 del cromosoma 7. Se
sefiala que la floracion es un indicador de la
respuesta de la planta a la condicion de estrés

significativa** (P<0,01).
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hidrico, asi como el contenido relativo de agua
en la hoja. Fue detectado también una region en
el cromosoma 1 del arroz (gen sd1) asociada al
estrés hidrico para el contenido relativo de agua
en la hoja y correlacionada a la floracion; dos
QTL asociados a la floracién; 1 QTL a la altura
de la planta y otro (RM212) a longitud de la
panicula (Lafitte et al., 2004).

Seguidamente, fue determinada una asociacién
altamente significativa para el desgrane en
los SSR RM20 (cromosoma 12) y RM442
(cromosoma 3); numero de granos por planta,
RM277 (cromosoma 12) y el peso de granos
llenos por planta. Hubo asociacion para el
numero de granos por planta y el peso de granos
por planta: RM220 (cromosoma 1), RM277
(cromosoma 12) y RM450 (cromosoma 2).

Los resultados sugieren la importancia de
incorporar algunas técnicas de biologia
molecular como herramienta en los programas
de mejoramiento genético, para el estudio de
caracteristicas asociadas a la tolerancia al
estrés hidrico, sefalado por Mackill (2003).

En el presente estudio se detectaron 89 QTL
individuales, 54 relacionados con la fase
vegetativa (60,67%), 14 para la fase reproductiva
(15,73%) y 21 al rendimiento (23,60%), los
cuales son comparables con los resultados
obtenidos por Yue et al. (2005). Se detectaron,
ademas un total de 39 QTL individuales para
las caracteristicas relacionadas con el indice
de respuesta a la sequia: area foliar, longitud de
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las raices (fase vegetativa); floracion, fertilidad
(fase reproductiva del cultivo) y potencial de
rendimiento en arroz; en una poblacion de 180
familias hibridas recombinantes.

ElISS empleado para laidentificacion de los QTL,
mostrd ser un indicador preciso para reconocer
la habilidad intrinseca de los genotipos de las
familias RC,F,, para superar el estrés por el
déficit de agua, bajo las condiciones del cultivo
en campo y las bases genéticas del estrés a
la sequia. RM220, RM259 y RM575 fueron los
marcadores mas asociados a los indices de

susceptibilidad a la sequia.

En el analisis de QTL detectados por grupos de
ligamientos, se identificaron cuatro asociaciones,
una en el cromosoma 9 y tres regiones en el
cromosoma 3, para RM107, RM442, RM570y las
variables de fertilidad, desgrane de la panicula y
floracion al 50% (Figura y Cuadro 4).

Las caracteristicas de desgrane y floracion
al 50% fueron altamente significativas en la
asociacion con los SSR del cromosoma 3. El
valor de la fraccion de recombinacién para los

marcadores microsatélites RM107 y RM278 fue
0,328 y 0,299 para RM442 y RM470. Los valores
de LOD Score en ambos grupos de ligamiento
fueron mayores a 3, lo cual es un indicativo de la
significancia del analisis realizado, demostrado
por Thomson et al. (2003) y Septiningshigh
et al. (2003) para los criterios del analisis de
asociacion entre marcadores moleculares vy
caracteres cuantitativos.

Se identificaron 2 regiones en el cromosoma 3
asociadas con floracion al 50% para RM442 y
RM570, como lo reportado por Lanceras et al.
(2004). La distancia entre RM442 y RM570 fue
de 34,5 cm; entre RM107 y RM278 fue de 39,3
cm; en ambos casos menores a 50 cm, lo cual
es un indicativo de que estos marcadores, se
encuentran ligados, confirmando la utilidad de
los SSR en estudios de asociacion a la tolerancia
al estrés hidrico en las etapas vegetativas y
reproductivas (Sarkarung, 2002; Toojinda, 2002).

Brondani et al. (2002) y Lafitte et al. (2004)
asociaron un QTL en el cromosoma 3 para
la floraciéon, resultado que confirma el QTL
detectado en la presente investigacion. La

3 9
rvaa200) (| Il RW107 00) [
RMS570 (34,5) l

<.

RM570 (39,30) I
B Qi para fertilidad
. QTL para desgrane de la panicula
B a1 para floracion 50%
Figura. Mapa de asociacion
y localizacion en el

genoma de QTL para las
caracteristicas  fertilidad,
desgrane de la panicula y
floracién al 50%. Grupo de
ligamiento 1 (cromosoma
9), grupo de ligamiento 3
(cromosoma 3).
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Cuadro 4. Caracteristicas asociadas con QTL por grupos de ligamiento, valores de F,
fraccion de recombinacion (r) y LOD Score detectados en las familias RC,F, del
cruce entre Fonaiap 2000 y LO2.

_G-rup_o de Locus Caracteristica asociada F r LOD Score
ligamiento
RM107 N
1 ——  Fertilidad 474* 0,33 3,43
RM278
RM442 Desgrane de la panicula 8,30**
3 RM570 » 493* 0,30 4,93
——  Floracién 50%
RM442 6,12*

*Significativa (P<0,05); **altamente significativa (P<0,01).

floracion ha sido considerada como una
variable secundaria asociada a la tolerancia al
estrés hidrico. Se han encontraron variaciones
entre lineas evaluadas bajo condiciones de
estrés hidrico, para la floracion al 50%. Esta
caracteristica puede ser un criterio de seleccién
e identificacion de materiales en sus programas
de mejoramiento para la tolerancia a la sequia
(Lafitte et al., 2003).

La floraciébn es un caracter importante de
adaptacion de los cultivos y el crecimiento de las
plantas en condiciones de estrés hidrico es muy
sensible que afecta un componente significativo
del rendimiento, como lo es el porcentaje de
fertilidad de las espiguillas (Takahashi et al.,
2001).

En el cromosoma 9 se identifico un QTL para
la fertilidad de la panicula asociada al marcador
RM107. Resultado similar fue encontrado por
Temnykh et al. (2001), Mei et al. (2005) y Lang y
Buu (2008), quienes detectaron QTL's altamente
significativos para esa caracteristica en el mismo
cromosoma. El estrés hidrico reduce del 10 al
16% la fertilidad de las espiguillas y el numero
de granos por panicula; es decir, la fertilidad
y la floracion son afectadas por la sequia, su
evaluacién da informacion de las respuestas
de los genotipos a la condicién de estrés. Estas
respuestas son el resultado integral de muchos
procesos que ocurren durante el establecimiento
en campo, desarrollo vegetativo, reproductivo y
cosecha de los materiales (Babu et al., 2002).

La caracteristica desgrane fue asociada al
marcador RM442 (cromosoma 3). Segun el
porcentaje de desgrane del material genético,
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se pueden producir pérdidas de rendimiento de
grano en el campo (Quirds, 2003). Ladisminucion
del desgrane de la panicula ha sido resultado
de la domesticacion del arroz, facilitando asi la
cosecha (Acevedo et al., 2006).

CONCLUSION

Se identifico asociacion entre las isoenzimas
PRX, G6PDH, ACP, 6PGD, SDH, la tolerancia
al estrés hidrico y los indices de susceptibilidad
a la sequia en las familias de la poblacién
segregante, para variables relacionadas a la
fase vegetativa, reproductiva y de maduracién
del grano del arroz; confirmando asi la utilidad
de estos marcadores aplicados a estudios de
mapeo y cartografia genética.

Los indices de susceptibilidad a la sequia
también fueron identificados en los marcadores
tipo microsatélites para caracteristicas asociadas
al estrés hidrico. Su informaciéon puede ser
empleada como criterio en la seleccién asistida
por medio de marcadores moleculares en los
futuros programas de mejoramiento genético
del arroz, con la finalidad de identificar familias
y genotipos tolerantes a la condicién de estrés.

Los resultados constituyen un punto de partida
para el posible desarrollo de tecnologias en
el cultivo de arroz para afrontar condiciones
de bajo suministro de agua, nuevas formas de
manejo agrondmico del recurso agua, asi como
la obtencién de variedades cuya respuesta al
déficit hidrico les permita alcanzar un adecuado
desempefio agronomico, en rendimiento y
calidad de grano.



Torrealba et al.

Marcadores bioquimicos y moleculares asociados a la tolerancia al estrés hidrico...

LITERATURA CITADA

Acevedo, M., W. Castrillo y U. Belmonte. 2006.
Origen, evolucién y diversidad del arroz.
Trabajo Especial. Agronomia Tropical.
56(2):151-170.

Babu, R., P. Shanmugasundaram, P. Chezhian,
B. Nguyen, P. Jayaprakash, S. Ganesh, V.
Chamarerk, A. Palchamy, S. Sadasivam,
S. Sarkarung, L. Wade and H. Nguyen.
2002. Molecular Dissection of Drought
Tolerance in rice: Association between
Physiomorphological Traits and Field
Performance. In: Field screening for drought
tolerance in Crop Plants with Emphasis
on Rice. Proceedings of an International
Workshop on Field Screening for Drought
Tolerance in Rice, 11-14 December 2000,
ICRISAT, Patancheru, India. Patancheru
502 324, Andhra Pradesh, India, and the
Rockefeller Foundation, New York. pp. 82-
87.

Brondani, C., N. Rangel, V. Brondani and
E. Ferreira. 2002. QTL mapping and
introgression of yield-related traits from
Oryza glumaepatula to cultivated rice
(Oryza sativa) using microsatellite markers.
Theoretical and Applied Genetics. 104:1192-
1203.

Courtois, B. and R. Lafitte. 2003. Using market-
aided selection for a specific drought-
tolerance trait. In: Breeding Rice for
drought-prone environments. Edited by
Fischer, K.S; R., Lafitte; S., Fukai; G., Atlin
y B. Gardi. International Rice Research
Institute (IRRI), Philippines. pp. 84-89.

Courtois B., D. Filloux, N. Ahmadi, J-L. Noyer,
C. Billot y E.P. Guimaraes. 2003. Uso de
marcadores moleculares para el manejo
de poblaciones de arroz mejoradas
mediante seleccion recurrente. pp. 53-76. In:
Mejoramiento poblacional, una alternativa
para explorar los recursos genéticos del arroz
en América Latina. Editor, E.P. Guimaraes.
CIAT-Colombia. 374 p.

Cortés, J. 2004. El Agua en elMundo: Cooperacién
y Conflicto. In: Observatori Solidaritat UB.
Disponible en linea: http://www.solidaritat.
ub.edu/observatori/esp/itinerarios/agua/
agua.htm. [Abr. 08, 2014].

223

FAO. (Food and Agriculture Organization) 2002.
El agua: un recurso inapreciable y limitado.
Enfoques. Disponible en linea: http://www.
fao.org/AG/esp/revista/0210sp1.htm.  [Abr.
08, 2014].

Fischer, R. and R. Maurer. 1978. Drought
resistance in spring wheat cultivars. |.
Grain yield responses, Aust. J. Agric. Res.
29(5):897-912.

Garcia, F. 2008. Caracterizacion morfoanatémica
de genotipos de arroz (Oryza sativa L.)
en condiciones de estrés hidrico. Trabajo
de grado para optar al titulo de Ingeniero
Agrénomo.  Universidad Central de
Venezuela. Facultad de Agronomia. 89 p.

Ghneim, T., P. Alejandro, |. Pérez, G. Torrealba,
C. Martinez, M. Lorieux and J. Tohme.
2005. Plant Breeding News, Edition 160 10.
An Electronic Newsletter of Applied Plant
Breeding by FAO and Cornell University.

Ghneim-Herrera, T., A. Rosales, M. Aguilar,
P. Alejandro J., |. Pérez-Almeida y G.
Torrealba. 2006. Identificacion de cultivares
de arroz con alta capacidad de ajuste
osmoético para el mejoramiento genético
de la tolerancia a la sequia. Agronomia
Tropical. 56(4):677-687.

Grandillo, S. y S. Tanksley. 1996. QTL analysis
of horticultural traits differentiating the
cultivated tomato from closely related
species Lycopersicum  pimpinellifolium.
Theoretical and Applied Genetics. 92:935-
951.

Lanceras, J., G. Pantuwan, B. Jongdee and
T. Toojinda. 2004. Quantitative Trait
Loci Associated with Drought Tolerance
at Reproductive Stage in Rice. Plant
Physiology. 135(1):384-399.

Lang, N. and B. Buu. 2008. Fine mapping for
drought tolerance in rice (Oryza sativa L.)
Omonrice. 16:9-15.

Lafitte, H., A. Blum and G. Atlin. 2003. Using
secondary traits to help identify drought-
tolerant genotypes. IRRI: Breeding Rice for
Drought-Prone Environments. pp. 37-48.

Lafitte, H., A. Price and B. Courtois. 2004. Yield
response to water deficit in an upland rice



Vol. 64 (3-4)

AGRONOMIA TROPICAL 2014

mapping population: Associations among
traits and genetic markers. Theoretical and
Applied Genetics. 109(6):1237-1246.

Lee, S.,, C. Oh, J. Suh, S. McCouch and S.
Ahn. 2005. Identification of QTLs for
domestication — related and agronomic
traits in an Oryza sativa x Oryza rufipogon
BC,F, population. Plant Breeding. 124:209-
219.

Lee, B. K., K. Y. Kim, W. J. Jung, J. C. Auvice,
A. Ourry and T. H. Kim 2007. Peroxidases
and lignification in relation to the intensity of
water-deficit stress in white clover (Trifolium
repens L.). Journal of Experimental Botany.
58(6):1271-1279.

Lorieux, M. 2008. MapDistoGenetics Software,
version 1.7. IRD-CIAT.

Mackill, D. 2003. What molecular tools are
available for selection for drought tolerance?
Section 4.4 Breeding Rice for Drought -
Prone Environments. IRRI. pp. 55-61.

Manchenko, G. 1994. Handbook of Detection of
Enzymes on Electrophoretic gels. Library of
Congress Cataloging-in-Publication Data.
341 p.

McCouh, S. R., L. Teytelman, Y. Xu, K. B. Lobos,
K. Clare, M. Walton, B. Fu, R. Maghirang,
Z. Li, Y. Xing, Q. Zhang, L. Kono, M. Yano,
R. Fjellstrom, G. DeClerck, D. Schneider,
S. Cartinhour, D. Ware and L. Stein. 2002.
Development and Mapping of 2240 New
SSR Markers for Rice (Oryza sativa L.).
DNA Research. 9:199-207.

McCouch, S., X. Chen, O. Panaud, S. Temnykh,
Y. Xu, Y. Cho, N. Huang, T. Ishii and M. Blair.
1997. “Microsatellite marker development,
mapping and applications in rice genetics
and breeding”. Plant Molecular Biology.
35:89-99.

McCouch, S. and R. Doerge. 1995. QTL mapping
in rice. Trends and Genetics. 11(12):482-
487.

Mei, H., Q. Shu, Y. Wang, C.Ying, Z. Li, L. Guo, X.
Yu and L. Luo. 2005. Gene actions of QTLs
affecting several agronomic traits resolved
in a recombinant inbred rice population and

two backcross populations. Theoretical and
Applied Genetics. 110:649-659.

Ortiz, A., O. Gomez y C. Ramis, C. 2004.
Caracterizacion bioquimica de poblaciones
del complejo de maleza arroz rojo en
Venezuela. Agronomia Trop. 54(3):257-273.

Ortiz, A., C. Ramis, P. Parra, A. Diaz y L.
Lépez. 2002. Patrones isoenzimaticos de
variedades de arroz y arroces rojos en
Venezuela. Revista Facultad de Agronomia
de la Universidad Central de Venezuela
(UCV). 28:117-130.

Pérez-Almeida, |., E. Torres, L. Angulo y M.
Acevedo. 2011. Diversidad genética entre
cultivares de arroz de Venezuela con base a
la estimacién del coeficiente de parentesco
y analisis con marcadores moleculares
microsatélites (SSR). Interciencia. 36(7):545-
551.

Pieters, A. J. and M. Nufez. 2008. Photosyntesis,
water use efficiency and®13C in two rice
genotypes with contrasting response to water
deficit. Photosynthetica. 46(4):574-580.

Praddep, M., N. Sarla, L. Reddy and E. Siddiq.
2005. Identification and mapping of yield and
yield relative QTLs from an Indian accession
of Oryza rufipogon. BMC Genetics. BioMed
Central. Research article. Available online:
http://www.biomedcentral.com. [Abr. 08,
2014].

Quirés, E. 2003. Evaluacién morfoldgica
y molecular de lineas avanzadas de
mejoramiento genético de arroz (Oryza
sativa) del |Instituto de Investigacion
Agropecuaria de Panama (IDIAP). Tesis
para optar al titulo de maestria. Escuela de
Posgrado, Programa de Educaciéon para
el Desarrollo y la Conservacion del Centro
Agronémico Tropical de Investigacion vy
Ensefanza. 136 p.

Rudd, S, H. Schoof and K. Mayer. 2005. Plant
Markers a database of predicted molecular
markers from plants. Nucleic Acids Research.
Available online: http://www.ncbi.nim.nih.gov
[Abr. 10, 2014].

Sarkarung, S. 2002. A regional breeding program
to develop drought - tolerant rainfed lowland



Torrealba et al.

Marcadores bioquimicos y moleculares asociados a la tolerancia al estrés hidrico...

germoplasm: IRRI’'s experience in South
and Southeast Asia. Breeding Rice for
Drought - Prone Environments. IRRI. pp.
70-74.

Semagn, K., A. Bjornstad and N. Ndjiondjop.
2006. An overview of molecular markers
methods for plants. African Journal of
Biotechnology. 5(25):2540-2568.

Septiningshigh, E., J. Prasetiyono, E. Lubis, T.
Tai, T. Tjubaryat, S. Moeljopaeiro and S.
McCouch. 2003. Identification of quantitative
trait loci for yield and yield components in
an advanced backcross population derived
from the Oryza sativa variety IR64 and the
wild relative O. rufipogon. Theoretical and
Applied Genetics. 107:1419-1432.

Swarbreck, S., M. Defoin-Platel, M. Hindle,
M. Saqgi and D. Habash. 2011. New
perspectives on glutamine synthetase in
grasses. Journal of Experimental Botany.
62(4):1511-1522.

Takahashi, Y., A. Shomura, T. Sasaki and M.
Yano. 2001. Hd6, a rice quantitative trait
locus involved in photoperiod sensitivity,
encodes the a subunit of protein kinase
CK2. Proc Natl Acad USA. Available online:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/
PMC35444/ 98(14):7922-7927. [Abr. 08,
2014].

Temnykh, S., W. Ayres, N. Cartinhour, S. Hauck,
L. Lipovich, Y. Cho, T. Ishiiand S. MCcouch.
2001. Mapping and genome organization
of microsatellite sequence in rice (Oryza
sativaL.). Theoretical and Applied Genetics.
100(5):697-712.

Teng, S., Q. Qian, D. L. Zeng, Y. Kunihiro, K.
Fujimoto, D. N Huang and L. H Zhu. 2002.
Analysis of gene loci and epistasis for
drought tolerance in seedling stage of rice
(O. sativa L.) Yi Chuan Xue Bao. Available
online: www.ncbi.nim.nih.gov. 29(3):235-
240.

Toojinda, T. 2002. Molecular genetics of
submergence tolerance in rice: Quantitative
trait loci (QTL) analysis of traits associated
with submergence tolerance. Annals Botan.

Thomson, M., T. Tai, A. McClung, X.-H. Lai, M.
Hinga, K. Lobos, Y. Xu, C. Martinez and

225

S. McCouch. 2003. Mapping quantitative
trait loci for yield, yield components and
morphological traits in an advanced
backcross population between Oryza
rufipogon and the Oryza sativa cultivar
Jefferson.  Theoretical and  Applied
Genetics. 107(3):479-493.

Toorchi, M., H. Shashidhar, N. Sharma and
S. Hittalmani. 2002. Tagging QTLs for
maximum root length in rainfed lowland rice
(Oryza sativa L.) using molecular markers.
Cell Molecular Biology Lett. 7(2B):771-776.

Torrealba, G. 2010. Identificacion de marcadores
moleculares asociados a la tolerancia al
estrés hidrico en arroz (Oryza sativa L.).
Trabajo para optar al titulo de doctora en
Ciencias Agricolas. Universidad Central de
Venezuela (UCV), Facultad de Agronomia.
Maracay. 199 p.

Torrealba, G., |. Pérez, N. Delgado, C. Ramis, L.
Angulo, O. Ledén, M. Muioz y G. Martinez.
2010. Metodologia de campo para
evaluacién de tolerancia al estrés hidrico
en el cultivo arroz. INIA Divulga. 16:23-26.

Velasquez, R. 2001. Control genético de tres
sistemas isoenzimaticos en arroz (Oryza
sativa L). Trabajo de ascenso a Asistente.
Maracay. Universidad Central de Venezuela
(UCV), Facultad de Agronomia. 57 p.

Vikram, P., BP. Mallikarjuna, S. Dixit, H. Uddin,
MT. Sta Cruz, A. Kumar and Kumar. A.
2011. gDTY1.1, a major QTL for rice grain
yield under reproductive-stage drought
stress with a consistent effect in multiple
elite genetic backgrounds. BMC Genetics.
12:89-104.

Wan, X., J. Wan, J. Weng, L. Jiang, J. Bi, C. Wang
and H. Zhai. 2005. Stability of QTLs for rice
grain dimension and endosperm chalkiness
characteristics across eight environments.
2005. Theoretical and Applied Genetics.
110(7):1334-1346.

Xiao, J., J. Li, S. Grandillo, S. Ahn, L. Yuan,
S. D Tanksley and McCouch S. 1998.
Identification of trait improving quantitative
trait loci alleles from a wild rice relative,
Oryza rufipogon. Genetics. 150(2):899-
909.



Vol. 64 (3-4) AGRONOMIA TROPICAL 2014

Yue, B., L.Xiong, W. Xue, Y. Xing, L. Luo and Zhao, B., M. Deng, Q. Zhang, J. Li, S. Ye, Y.

C. Xu. 2005. Genetic analysis for drought Liang, Y. Peng and P. Li. 2006. Analysis
resistance of rice at reproductive stage in of Segregation Distortion of Molecular
field with different types of soil. Theoretical Markers in F, Population of Rice. Acta
and Applied Genetics. 111:1127-1136. Genetic Sinica. 33(5):449-457.

Zambrano, A., J. Demey, G., Martinez, F.
Fuenmayor, Z. Gutiérrez, G. Saldafia y M.
Torrealba. 2002. Método rapido, econémico
y confiable de minipreparacion de ADN
para amplificaciones por RAPD en bancos
de germoplasma. Agronomia Trop. 52(2):
235-243.

226



Agronomia Trop., 64 (3-4): 227-235. 2014

Diversidad genética de especies de Rubus determinada
mediante RAPD

Genetic diversity of Rubus species determined by RAPD

Sara Roa", Hilda Fernandez?, Luis Castro?y Nora Useche'

'Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA-Tachira). 2Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(CENIAP). *Correos electrénicos: sroa@inia.gob.ve; sararoadelgado@gmail.com

RESUMEN

La mora de castilla (Rubus glaucus Benth)
pertenece alafamilia de las Rosaceas y comprende
numerosas especies cultivadas y silvestres. En
Venezuela se cultiva la especie R. glaucus en los
estados Tachira, Mérida, Trujillo, Lara y Aragua.
Algunas especies silvestres promisorias crecen
cercanas a R. glaucus, entre ellas R. idaeus
conocida como frambuesa. La falta de variedades
comerciales de mora, asi como la preservacion
de especies silvestres, plantea la necesidad de
realizar mejoramiento genético. El objetivo de
este trabajo fue la amplificacion del ADN mediante
marcadores RAPD en especies del género Rubus
de los estados Téachira y Aragua, para determinar
la diversidad genética. El ADN se extrajo de hojas
frescas de R. glaucus, R. idaeus y Rubus spp. Se
utilizaron 23 iniciadores RAPD y se seleccionaron
OPA10, OPA18, OPWO06, OPB09, OPM10,
OPK20, que produjeron 44 bandas de las cuales
38 fueron polimoérficas. El iniciador OPWO06 resulto
el mas informativo con un PIC de 0,38. Los analisis
de agrupamiento y coordenadas principales
coincidieron, discriminando la especie R. idaeus
del resto de las especies, como también separaron
los genotipos del estado Aragua de los del estado
Tachira. La similitud entre genotipos en un mismo
estado, sugiere la probable influencia del cruce de
polen entre especies silvestres y cultivadas, asi
como el intercambio de material de propagacion
clonal utilizado por los productores. Estos
resultados podran ser utilizados en programas de
conservacion de especies y mejoramiento genético
que incluyan cruzamientos interespecificos.

Palabras clave: Rubus glaucus Benth, Rubus idaeus
L., mora, especies silvestres, ADN, marcadores
moleculares.

Recibido: 15/11/13
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ABSTRACT

The andean blackberry (Rubus glaucus Benth)
belongs to the family Rosaceae, which includes
many cultivated and wild species. In Venezuela R.
glaucus, is cultivated in Tachira, Merida, Truijillo,
Lara and Aragua states. Promising wild species
grow close to R. glaucus, including R. idaeus
known as raspberry. Lack of commercial varieties
of blackberry, as well as for the preservation of wild
species, raises the need for genetic improvement.
The objective of this work was the amplification of
DNA by RAPD markers in species of the genus
Rubus of Tachira and Aragua states, to determine
the genetic diversity. DNA was extracted from fresh
leaves of R. glaucus, R. idaeus and Rubus spp.
23 RAPD primers were used, and OPA10, OPA18,
OPWO06, OPB09, OPM10, OPK20 were selected,
which produced 44 bands of which 38 were
polymorphic. OPW06 was the most informative
initiator with a PIC of 0.38. The cluster analysis
and principal coordinates separated the species
R. Idaeus, other species and also discriminated
species from Tachira state with regard to Aragua
state. The similarity between genotypes in the
same state indicates a probable influence of pollen
exchange between wild and cultivated species,
as well as the exchange of clonal propagated
materials used by the producers. These results
may be used in conservation of species and genetic
improvement that includes interspecific crosses.

Key words: Rubus glaucus Benth, Rubus idaeus L.,
blackberry, wild species, ADN, molecular markers.
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INTRODUCCION

La mora de castilla (Rubus glaucus Benth)
pertenece a la familia Rosaceae, del género
Rubus, cuyas numerosas especies se consiguen
en altitudes que comprenden desde el nivel del
mar hasta los 4500 m.s.n.m. (Marulanda et al.,
2007). El género Rubus posee un importante
numero de especies en el reino vegetal, con
aproximadamente 700 a nivel mundial, entre
ellas se encuentra R. glaucus, llamada mora de
castilla, con frutos denominados comunmente
COmo moras.

Entre las especies mas destacadas de este
género se encuentran Rubus idaeus L. cuyo
fruto se conoce como frambuesa o “raspberry”,
asi como diferentes Rubus cultivadas o “zarzas”
que producen frutos denominados “blackberrys”
0 “zarzamoras”.

La mora de castilla (R. glaucus) cultivada en
Venezuela, es considerada un hibrido, pues
combina caracteristicas de los subgéneros
Idaeobatus y Rubus, ademas de ser un
anfidiploide fértil (Jennings, 1998; citado por
Marulanda et al., 2007).

El cultivo de la mora de castilla es importante,
tanto desde el punto de vista nutricional, por sus
propiedades antioxidantes, como en lo que al
aspecto econdémico se refiere.

Para los productores de la region andina este
cultivo, representa su principal fuente de
ingresos, algunas veces su base de subsistencia,
por ser una fuente de empleo que incluye la
mano de obra familiar, aunado a los ingresos
que genera en forma continua a través de la
comercializacion semanal de la fruta fresca o
procesada, artesanal o industrial.

Las plantaciones comerciales de mora de castilla
en el pais estan localizadas en los estados
Aragua, Barinas, Mérida, Tachira y Truijillo.

En Venezuela, la falta de variedades comerciales
de mora y otras especies de Rubus a los fines
de satisfacer las necesidades de productores
y consumidores, asi como la preservacién de
especies silvestres, ha motivado el interés de
mejorarla genéticamente, por lo que se requiere
conocer la diversidad genética de la especie.
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La diversidad genética dentro de una especie
0 entre especies puede medirse de diferentes
formas, la mas comun es mediante descriptores
morfolégicos. Sin embargo, los resultados
pueden ser influenciados por el medio ambiente.
Otras formas mas eficientes y certeras para
medir la diversidad genética son los marcadores
moleculares. Las aplicaciones de los marcadores
moleculares como los RAPD (Amplificacion
Aleatoria de ADN Polimérfico) utilizados en este
trabajo, han sido documentadas en especies
frutales (Azofeifa, 2006).

Con relacion al uso de los RAPD en Rubus,
GrahamyMcNicol (1995), midieron lahabilidad de
estos marcadores para determinar las relaciones
genéticas entre genotipos emparentados y no
emparentados de Rubus spp., concluyeron que
todos los marcadores resultaron idéneos, ya que
fueron polimoérficos y detectaron las diferencias
entre los materiales estudiados.

Patamsyté et al. (2005 y 2008) estudiaron
la diversidad genética de una coleccion de
49 accesiones de Rubus idaeus usando
caracteristicas morfologicas y RAPD. El
dendrograma resultante mostré un alto nivel de
variacion genética entre accesiones.

Por su parte, Gee-Suck et al. (2011), utilizando
marcadores RAPD con el propésito de obtener
informacién filogenética de la especie conocida
en Corea como zarzamora coreana cultivada
(KCB) y cinco especies mas, concluyeron que
las accesiones KCB exhiben mas parentesco o
cercania genética con la especie R. occidentalis
que con la especie R. coreanus.

Investigadores venezolanos como Fernandez
et al. (2010) usaron marcadores RAPD para
estimar las relaciones genéticas de poblaciones
de girasol, derivadas de cruces interespecificos;
Pérez-Almedida et al. (2010) para analizar
la diversidad genética en seis especies de
Passiflora spp. y Gutiérrez y Rincén (2011), para
determinar la diversidad de una coleccion de
germoplasma de caraota.

El objetivo de este trabajo fue la amplificacién del
ADN mediante marcadores RAPD en especies
del género Rubus de los estados Tachira
y Aragua, a fin de determinar la diversidad
genética presente.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Consisti6 en muestras de hojas jovenes de
plantas de las especies Rubus glaucus, Rubus
spp. ¥ Rubus idaeus. En el Cuadro 1 se observa
la ubicacion de los sitios de muestreo de los
diferentes genotipos y su condicion de silvestres
o cultivados.

Extraccion cuantificacion de ADN

gendmico

y

Luego de la colecta en campo, las muestras
se trasladaron en cava refrigerada hasta el
laboratorio donde fueron lavadas con agua
destilada, secadas con papel absorbente,
colocadas en papel de aluminio y guardadas en
cava a -80 °C hasta el momento de la extraccion
del ADN.

Para la extraccion de ADN se peso 0,1 g de cada
muestra, se maserd en un mortero con nitrégeno
liquido y se transfirieron a un tubo Eppendorf.
La extraccion de ADN se realizé de acuerdo al
protocolo de extraccion del Kit PROMEGA®.

La evaluacion de calidad del ADN fue realizado
mediante gel de agarosa al 0,8%, tefdido
con bromuro de etidio, en una camara de
electroforesis horizontal Bio-Rad Power PAC
3000, a 100 voltios y 50 miliamperios, durante
media hora, utilizando Buffer TBE 0,5 X (54 g
de Tris base; 27,5 g de acido bérico y 20 ml de
EDTA 0,5 M). En cada pozo del gel se cargaron
2 ul de ADN mas 1 ul de Buffer de carga. La

concentracién de ADN (ng ul™") y la pureza se
determinaron con el equipo Spectrophotometro
Nano Drop 1000. Los ADN se diluyeron hasta
la concentracion de 10 ng pl™* con Buffer TE (10
mM Tris-Cl, 1 mM EDTA). Las muestras de ADN
fueron conservadas a -20 °C.

Amplificacion del ADN

Para la amplificacion del ADN se utilizaron
los marcadores moleculares RAPD: OPAO02,
OPA04, OPA08, OPA09, OPA10, OPA11, OPA12,
OPA13, OPA14, OPA15, OPA16, OPA18, OPA20,
OPB06, OPB08, OPB09, OPF13, OPF14,
OPF17, OPM04, OPM10, OPW06 y OPK20. Los
ciclos PCR se realizaron en un Termociclador
MJ Research modelo PTC-200, siguiendo el
programa consistente en una desnaturalizacion
inicial a 94 °C durante 5 min, seguido de 44 ciclos
de 93 °C durante 30 s, luego 36 °C durante 30 s,
seguido de 72 °C por 2 min y una extension final
de 72 °C por 7 min. Cada reaccién se desarrollo
en un volumen final de 15 yl compuesto por 1,17
pl de MgCl (2,5 mM); 2,23 ul de Buffer (10X);
1,56 pl de dNTPs (200 mM); 2,7 ul de iniciador
(0,4 pM); 0,3 pl de Taq polimerasa (5 U pl'); 2 pl
de ADN (10 ng ul") y 3,46 ul de H,0.

de de

Electroforesis los

amplificacion

productos

Los productos de PCR fueron visualizados por
electroforesis en geles de agarosa al 1,2%,
tefidos con bromuro de etidio. Se utilizd un
marcador de peso molecular PROMEGA® de

Cuadro 1. Genotipos del género Rubus analizados por RAPD.

Genotipo  Especie Latitud Longitud m.s.n.m. Condicién geb;;?;;?cr;
1 R. glaucus 7° 30 08,3” 72° 20’ 30” 1822 cultivado Tachira
2 R. glaucus 7°33 11”7 72° 25 53,4” 1924 cultivado Tachira
3 R. glaucus 7° 30’ 08,3” 72° 20’ 30,2” 1822 cultivado Tachira
4 R. glaucus 10°24’21,67° 67° 17 21,7” 1789 cultivado Aragua
5 R. glaucus 7° 30’ 08,3” 72° 20’ 30” 1822 silvestre Tachira
6 R. glaucus 7°30°17,3” 72° 20’ 32,47 1796 cultivado Tachira
7 Rubus spp. 8° 0 52,7” 72° 8 26,5 2328 silvestre Tachira
8 R. glaucus 10° 24’21,67” 67°17°21,7” 1789 cultivado Aragua
9 R. idaeus 8°15°33,89” 77°54'42,63” 2388 silvestre Tachira
10 Rubus spp. 8°0’52,7” 72° 8’ 26,5” 2328 silvestre Tachira
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25 pb para establecer por comparacion el peso
molecular de los diferentes alelos. Para observar
las bandas en los geles fue utilizado el equipo
Gel-Doc XR Imagen Sistem Bio-Rad, software
Quantity One version 4.2.

Analisis de los datos

Con los patrones de bandas obtenidos se
construyé6 una matriz binaria de presencia
(1) o ausencia (0) de banda. Para evaluar la
capacidad de los marcadores en la deteccion de
loci polimérficos fue calculado el contenido de
informacion polimérfica (PIC, por sus siglas en
inglés) de cada marcador, propuesto (Roldan-
Ruiz et al., 2000) con la formula PIC= 2 fi (1-fi).
Dénde: PIC = PIC del marcador i; fi = frecuencia
de las bandas donde esta presente el marcador;
(1-fi) = frecuencia de las bandas ausentes del
marcador.

Las relaciones genéticas entre los diferentes
genotipos fueron estimadas usando el
coeficiente de similaridad de DICE de acuerdo
con Laurentin (2009) y se representaron en un
dendrograma obtenido con el método UPGMA
usando el algoritmo pares de grupos. Fue
calculado el coeficiente de correlacion cofenética
como medida de la confiabilidad del analisis de
agrupamiento UPGMA (Rohlf y Sokal, 1981).
Adicionalmente, los datos se sometieron a un

analisis de coordenadas principales (Sneath y
Sokal, 1973) y analizados con los programas
PAST version 2.17 (Hammer et al, 2001) e
InfoStat, 2011.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como puede apreciarse en el Cuadro 2, los
valores obtenidos para las concentraciones del
ADN estuvieron entre 524 y 2253,6 ng pl”', muy
superiores a los requeridos para efectuar la
reaccion PCR (20 ng ul), permitiendo garantizar
la amplificacion del ADN en la reaccion de PCR.

De los 23 iniciadores probados, se seleccionaron
seis para ser utilizados en este analisis, debido
a que mostraron buena resolucién y bandas
polimérficas. Con los iniciadores utilizados se
obtuvieron 44 bandas, de las cuales 38 fueron
polimérficas. El nUmero de alelos por iniciador
se ubicé entre 3 y 10 con un promedio de 7,33
alelos. EI PIC promedio fue de 0,35. El valor mas
alto de PIC fue 0,38 obtenido para el iniciador
OPWO0G, el cual presentd 10 alelos (Cuadro 3).

Al analizar separadamente los datos obtenidos
con los iniciadores OPA18 y OPWO06, se
observd que los mismos permitieron separar
los genotipos de las especies de R. glaucus
provenientes del estado Aragua y R. idaeus, de
los otros genotipos estudiados, lo cual evidencio

Cuadro 2. Caracteristicas del ADN extraido de las muestras

de Rubus.

Genotipo Especie ng pl* Pureza
1 Rubus glaucus 5240 1,46
2 Rubus glaucus 1015,3 1,69
3 Rubus glaucus 2217.,4 1,20
4 Rubus glaucus 2253,6 1,13
5 Rubus glaucus 688,1 1,26
6 Rubus glaucus 1179,4 1,24
7 Rubus spp. 1135,2 1,09
8 Rubus glaucus 2004,6 1,11
9 Rubus idaeus 589,0 1,19
10 Rubus spp. 1139,0 1,12

230



Roa et al.

Diversidad genética de especies de Rubus determinada mediante RAPD...

Cuadro 3. Valores de PIC y numeros de bandas obtenidas para los seis
iniciadores RAPD utilizados.

Iniciador Secuencia PiC . No. de bandas
promedio
OPA10 GTGATCGCAG 0,37 9
OPA18 AGGTGACCGT 0,35 10
OPWO06 TTTGGGCCCC 0,38 10
OPB09 TGGGGGACTC 0,36 3
OPM10 TCTGGCGCAC 0,35 5
OPK20 GTGTCGCGAG 0,29 7

el poder de estos marcadores para discriminar
genotipos de Rubus. En la Figura 1, se observa
el perfil de bandas obtenidas con el iniciador
OPA18.

El analisis de agrupamiento mostré la formacion
de cuatro grupos, como se puede apreciar en
el dendrograma (Figura 2). El primer grupo
estuvo conformado por los genotipos 1, 2y 3
de la especie R. glaucus, provenientes de los
campos de productores en San Vicente de la
Revancha, ubicado en el parque nacional El
Tama, municipio Junin en la zona suroeste del
estado Tachira.

El segundo grupo estuvo integrado por los
genotipos 5 y 6 (R. glaucus), igualmente
provenientes de San Vicente de la Revancha,
caracterizados por presentar tallos cilindricos,
hojas compuestas de tres foliolos con espinas
en los tallos y en el envés de las hojas, frutos
tipo drupas adheridas a un receptaculo comun
(al cual permanecieron adheridas cuando se
cosecharon), forma conica y color morado;
también, los genotipos silvestres 7 y 10 (Rubus
spp.) provenientes de la localidad de Los Loros
en el municipio Michelena en el noroeste del
estado Tachira, los cuales presentaron tallos
decumbentes, angulosos, pubescentes, hojas
compuestas de 3 y 5 foliolos, espinas en tallos
y envés de las hojas, y frutos redondeados de
color purpura.

El tercer grupo lo integraron los genotipos 4 y 8
(R. glaucus) procedentes de la Colonia Tovar en
el estado Aragua. Finalmente, el cuarto grupo
correspondié al genotipo 9 o especie silvestre
R. idaeus, colectada en la localidad de Pueblo

231

Hondo en el municipio Jauregui al noreste del
estado Tachira. Las plantas de esta especie
presentaron tallos erectos, cilindricos, con
espinas, hojas compuestas de 7 u 8 foliolos, y
drupas de color rojo que se desprendieron del
receptaculo cuando se cosecharon (Roa, 2014).

Por otra parte, en el dendograma se observa que
las especies de R. glaucus (1, 2'y 3) procedentes
del estado Tachira se ubicaron mas cercanas a
R. idaeus (9); esto pudiera explicarse debido a
que las especies silvestres R. idaeus y Rubus
sSpp. se consiguen en las mismas zonas de cultivo
que R. glaucus en el estado Tachira, existiendo
la posibilidad de intercambio de polen, dado
que la especie es alégama, ocurriendo fijacion
de caracteres por el intercambio de material
vegetativo clonal a través de estacas por parte
de los productores de los diferentes municipios.

La similitud entre las muestras de R. glaucus
del estado Aragua resultd mas alta que entre
las muestras del estado Tachira, debido,
probablemente a la predominancia de una
propagacion de tipo asexual, tal como opinan los
autores Marulanda y Marquez (2002), Graham
y McNicol (1995) y Pardo et al. (2009), quienes
concluyeron que el analisis con RAPD, permitié
diferenciar las accesiones segun su lugar de
procedencia geografica, aunque la variabilidad
dentro de éstas no fue alta. Esto hace suponer
que el modo de reproduccién clonal de la especie
por parte de los productores ha contribuido a
mantener la similitud entre los individuos por
zonas geograficas.

La separacion en grupos dentro de la especie R.
glaucus sugiere que los materiales de un mismo
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Figura 1. Perfil RAPD con el iniciador OPA18 para los 10
genotipos de Rubus analizados. Carriles 1, 2 'y 3 =
R. glaucus de Tachira; 4 = R. glaucus Colonia Tovar
(Aragua); 5y 6 = R. glaucus de Tachira; 7 = Rubus
spp.; 8 = R. glaucus Colonia Tovar (Aragua); 9 = R.
idaeus; y 10 = Rubus spp.; m = marcador.

grupo pudieran ser considerados como de un
mismo pedigri, lo cual coincide con lo sefalado
por Badjakov et al. (2006) quienes concluyeron
que los marcadores RAPD fueron eficientes
para discriminar materiales élite de frambuesa
con un pedigri comun.

El genotipo 9 correspondiente a la especie R.
Idaeus, se separé totalmente del resto de los
otros genotipos, es decir, con el analisis RAPD
se logro distinguir completamente la frambuesa
(R. idaeus) de las moras (R. glaucus y Rubus
spp.), en forma similar como lo sefialado por Han-
Wu et al. (2009), y Stafne et al. (2003), quienes
determinaron las relaciones genéticas entre
genotipos de Rubus y distinguieron totalmente
los “raspberry” (frambuesas) de los “blackberry”
(moras).

Otros autores también lograron diferenciar
entre R. glaucus y Rubus spp. (Marulanda
y Marquez, 2001) al estudiar la diversidad
genética de accesiones de estas especies.
Igualmente, Salazar et al. (2006) demostraron el
poder discriminante que tienen los marcadores
moleculares RAPD para estudios de diversidad
genética. Esta habilidad o poder de los
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marcadores RAPD para discriminar genotipos,
puede ser aprovechada para identificar y
seleccionar materiales que luego podrian ser
usados en cruces interespecificos (Antonius y
Nybom, 1995; Moore y Trople, 1999; Lee et al.,
2012; Harshman, 2012; Bushakra et al., 2012).

El valor del coeficiente de correlacion cofenética
obtenido (0,92) en el analisis de agrupamiento,
demuestra buena correspondencia entre el
modelo propuesto y los datos analizados (Pardo
et al., 2009; Fernandez et al., 2010).

El analisis de coordenadas principales (CP)
concordd con el andlisis de agrupamiento
UPGMA, pues separé los genotipos de R.
glaucus (4, 8) provenientes del estado Aragua,
del resto de los genotipos, asi como también
separdé al genotipo R. idaeus (9) de los otros
genotipos estudiados. En la Figura 3 se aprecia
que el CP1 separé claramente los genotipos 1, 2
y 3 de los genotipos 4 y 8, explicando el 30,9%
de la variabilidad y sugiriendo que la misma
se debe a la ubicacién geografica; mientras
que el CP2 explicé el 23,3% de la variabilidad
debido al genotipo, pues se aprecia como
separa claramente la frambuesa (genotipo 9)
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Figura 2. Dendrograma RAPD obtenido del analisis de agrupamiento UPGMA basado en el
coeficiente de DICE para los 10 genotipos de Rubus estudiados.
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Figura 3. Andlisis de coordenadas principales, utilizando el
coeficiente de similaridad de DICE, para los 10
genotipos de Rubus analizados.

de los otros materiales, mientras que el resto
de los genotipos se ubicaron en posiciones
intermedias. Con este analisis se explica el
54,2% de la variabilidad total.

CONCLUSIONES

La técnica PCR utilizando los seis marcadores
RAPD que resultaron polimérficos, permitio
detectar la variabilidad genética de las especies
evaluadas, procedentes de dos estados de

233

Venezuela. EI marcador OPWO06 tuvo el mas
alto valor de PIC, por lo que resulté ser el mas
informativo.

Tanto el anadlisis de agrupamiento como el
de coordenadas principales permitieron la
separacion de la especie silvestre R. idaeus de
las otras especies analizadas, asi como separar
los genotipos por su procedencia geografica, ya
que los genotipos de R. glaucus procedentes del
estado Aragua formaron un grupo separado del
colectado en el estado Tachira.
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El conocimiento de las relaciones genéticas
entre las especies de Rubus procedentes de los
estados Tachira y Aragua, permitiran planificar
estrategias de colecta en programas de
conservacion de germoplasma y cruzamientos
mas eficientes entre estos materiales,
dependiendo de los objetivos de un programa
de mejoramiento genético que pudiera incluir
cruzamientos interespecificos.
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RESUMEN

En las zonas altas andinas, es donde basicamente
se conserva amplia diversidad de especies y
cultivares de papas nativas (Solanum tuberosum
L.). En Mérida existen variedades cultivadas
gue datan desde hace 30 afios; sin embargo, el
conocimiento sobre este valioso germoplasma
es escaso. Por ello, se han realizado colectas de
variedades nativas con el fin de caracterizarlas
para aumentar el conocimiento sobre su diversidad
genética y su calidad para consumo fresco o
procesado. El objetivo de este trabajo fue realizar
la caracterizacion morfoagronémica de variedades
de papas nativas y de uso local, colectadas en
comunidades campesinas de los municipios
Rangel, Pueblo Llano, Cardenal Quintero, Miranda,
Libertador, Campo Elias y Arzobispo Chacon
del estado Mérida. Se evaluaron 34 variedades
nativas, sembradas durante cuatro ciclos a
3100 m.s.n.m., tomando en cuenta caracteres
cualitativos, cuantitativos y nutricionales, ademas
de la calidad para fritura. Las papas nativas y de
uso local evaluadas presentaron gran diversidad de
formas y colores, asi como grandes diferencias en
rendimiento. Las pruebas de frituras indicaron que
estas variedades no son aptas para la industria.
El contenido nutricional alcanzado fue menor al
sefialado en variedades nativas de paises de la
region andina y por debajo del requerido en la
alimentacién humana. No obstante, constituyen un
material genético a considerar en los programas
de mejoramiento, dado sus atributos de resistencia
a factores bidticos y abidticos. Su valorizacion
y conservacion dependera de la informacion
generada.

Palabras clave: Solanum tuberosum L., caracteres
cualitativos, caracteres cuantitativos, nutricion,
germoplasma.

Recibido: 11/02/14

Investigaciones Agricolas ('INIA-Mérida e Z2INIA-CENIAP).
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ABSTRACT

In the highlands of the Andes is where basically
a wide diversity of species and cultivars of native
potatoes (Solanum tuberosum L.) has being
conserved. In Merida, varieties have been in used
for more than 30 years, however, information about
this valuable germplasm is very limited, for this
reason, native varieties have been collected and
characterized to increase knowledge about their
genetic diversity and quality for fresh or processing
consumption. The aim of the study was to perform
morpho-agronomic characterization of native and
local potato varieties collected in rural communities
of Municipalities Rangel, Pueblo Llano, Cardenal
Quintero, Miranda, Libertador, Campo Elias and
Arzobispo Chacon in Merida state. 34 landraces
were evaluated, grown for four cycles at 3,100 m
of altitude. Qualitative, quantitative, nutritional and
frying quality traits were considered. The results
showed that native and local potatoes showed
great diversity of shapes and colors as well as
large differences in yields. Fry tests indicated that,
in planting conditions and agronomic management
used, these varieties are not suitable for the
industry. The nutritional content achieved was
lower than reported in native varieties of Andean
region, and below the required for the human diet.
However they constitute a genetic pool to consider
in breeding programs, due to the resistance to
biotic and abiotic factors, and its valorization and
conservation will depend of the outcome of this
study.

Key words: Solanum tuberosum L., qualitative traits,
quantitative traits, nutrition, germplasm.
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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.), es un rubro
alimenticio originario de las culturas pre-incas
e incas. En la actualidad es consumido en casi
todos los pueblos del mundo; y aunado a los
cereales (trigo, maiz y arroz) constituye uno de los
cuatro cultivos de importancia en la alimentacion
humana (Cuesta et al., 2002; Ezeta, 2002).
Ademas, es un componente fundamental en la
dieta, por su alto contenido de carbohidratos,
vitaminas y minerales, especialmente en las
zonas andinas (Egusquiza, 2000; Secor y
Rivera-Varas, 2004).

En el mundo se cultivan 5000 variedades de papa
y la mayor variabilidad genética de especies se
concentra en el area de la meseta peruano-
boliviana. Actualmente, la papa se clasifica en
variedades nativas y modernas; en blancas y
de color; y amargas, amarillas e industriales
(Gabriel, 2010).

Las papas nativas son cultivadas mayormente
en las zonas alto andinas, donde se conserva
a través de los siglos una amplia diversidad
de especies y cultivares (Huaman et al., 2010).
En esta region, los cultivares nativos han sido
usados por los agricultores principalmente
como base de la seguridad alimentaria y por los
fitomejoradores para el mejoramiento genético
del cultivo (Moreno y Valbuena, 2006).

En las comunidades del estado Meérida,
Venezuela, los agricultores conservan en sus
unidades de produccion variedades que datan
desde hace mas de 30 afios, las cuales se
cultivan entre 2500 y 4000 m.s.n.m., de manera
organica, es decir, con un reducido uso de
agroquimicos; por lo general, este rubro es
plantado como mezcla de variedades en un solo
campo (Garcia y Salas, 2005).

La comercializacion de estas papas es baja, en
relacion a la papa blanca. Sin embargo, en los
ultimos afos ha incrementado su distribucion,
debido a que existen algunos compradores
mayoristas que la transportan a otros estados o
mercados cercanos.

En el pais, no existe informacién documentada
acerca de este valioso germoplasma, por esto,
desde hace mas de 10 afos se han realizado
colectas con el fin de describirlas.
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La caracterizacion de las papas nativas ayuda
a ampliar el conocimiento sobre su diversidad,
sus atributos de resistencia a factores bidticos
y abidticos, asi como la calidad para el
consumo fresco o procesado (Huaman et al.,
2010). Asimismo, constituye la base para los
programas de mejoramiento, permitiendo hacer
uso eficiente del potencial genético de estas
variedades (Moreno y Valbuena, 2006).

El presente trabajo se realiz6 con la finalidad de
caracterizar morfoagronémicamente variedades
de papas nativas y de uso local, provenientes de
las comunidades campesinas de los municipios
Rangel, Pueblo Llano, Cardenal Quintero,
Miranda, Libertador, Campo Elias y Arzobispo
Chacon del estado Mérida.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron 34 variedades de papas nativas
provenientes de las comunidades campesinas
de los municipios Rangel, Pueblo Llano,
Cardenal Quintero, Miranda, Libertador, Campo
Elias y Arzobispo Chacon del estado Mérida.
Las papas colectadas se sembraron durante
4 anos en el Campo Experimental Mucuchies
“Dr. Eduardo Ortega Cartaya” del Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA-
Mérida), ubicado a 3100 m.s.n.m. (08°45'86”
N y 070°53'09” W), con el fin de realizar la
caracterizacion ex situ.

Se sembraron 15 plantas/variedad en un area
de dos parcelas divididas en 17 surcos de 6 m
de largo, a una distancia de 0,90 m entre surcos
y 0,40 m entre plantas. En la siembra se aplicé
fertilizante granulado 12-12-17/2 en dosis de
1000 kg ha™, y antes del aporque se realizé
la aplicacion de sulfato de potasio y nitrato de
calcio, en dosis de 250 kg ha™.

Para la caracterizacion de la morfologia de
la planta, la flor y el tubérculo se utilizaron los
descriptores del Centro Internacional de la
Papa (Huaman y Gomez, 1994). Estos valores
cualitativos se expresaron en porcentajes segun
lo sefialado por Castillo et al. (2007a).

Se evalud el porcentaje de emergencia y se
seleccionaron cinco plantas por hilo para la
evaluacién de los caracteres cualitativos: habito
de crecimiento, color del tallo, color primario de
la flor, color secundario de la flor, distribucion del
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color secundario de la flor, forma del tubérculo,
color primario del tubérculo, color secundario
del tubérculo, distribucidon del color secundario
del tubérculo, color primario de la carne
del tubérculo, color secundario de la carne,
distribucion del color secundario de la carne del
tubérculo y profundidad de ojos.

Dentro de los caracteres cuantitativos se
evaluaron: rendimiento (t ha'), altura de la
planta (cm) y numero de tallos/planta en 1
m2. Ademas, se valoro la calidad de fritura
realizada por la empresa Snacks América Latina
(PepsiCo Alimentos S.C.A.) planta La Girita,
estado Tachira. Asimismo, se determind en
el Laboratorio de Nutricion Animal del Centro
Nacional Investigaciones Agropecuarias,
adscrito al Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA-CENIAP), Maracay, el contenido
de macronutrientes expresado en base seca (%
de materia seca a 60 °C, % humedad a 105 °C,
% ceniza, % proteina cruda, % Nitrogeno, %
fibra cruda y % grasa cruda) de las variedades
que para el momento del andlisis bromatolégico
contaban con la cantidad adecuada de
tubérculos. A estos valores se le estimaron los
estadigrafos fundamentales: media, valores
maximos y valores minimos (Castillo et al., 2007
b).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteres cuantitativos

En el Cuadro 1 se presentan los valores de
rendimiento comercial. Este caracter fue muy
variable, encontrandose una alta diferencia entre
los valores maximos y minimos. El mayor valor
lo alcanzaron las variedades Concha gruesa del
productor Pablo Quintero y Arbolona negra del
agricultor Antonio Garcia con 55 t ha” cada una,
mientras que el valor mas bajo se detecto en la
variedad Tocana, producida por Bernavé Torres,
con 10 t ha™. Estas diferencias observadas son
atribuibles a la condicién genética per sé de
cada material evaluado, ya que a todos se les
realizo el mismo manejo agronémico.

Laaltura de planta no mostré grandes diferencias,
variando entre los 61 y 127 cm; mientras que el
numero de tallos/planta varié de 3 a 6 (Cuadro
2).

En relacién a la caracterizacion del contenido
nutricional (Cuadro 3), se encontré6 que
la cantidad de proteinas alcanzada en 15
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variedades fue de aproximadamente 7,30%
siendo este valor menor que el encontrado por
Montero et al. (2010) en variedades de papas
nativas de Ecuador, que en promedio obtuvieron
8% de proteina. Estos autores sefialan que, en
general, los niveles de proteina encontrados en
las papas nativas son insuficientes para cubrir el
requerimiento diario, por lo que su ingesta debe
acompafnarse de otros vegetales o alimentos
que suplementen los nutrientes faltantes en este
tubérculo, con el objeto de lograr una nutricion
equilibrada.

La materia seca (MS) fue en promedio 24,36%,
lo cual esta dentro del rango considerado para
la papa (entre 13 a 35%). Se determin6 que el
contenido de MS esta influenciado por factores
climaticos como tipo de suelo, fertilizacion, riego,
temperaturas diurnas y nocturnas en estado de
maduracion, entre otros (Gabriel, 2010).

El promedio de fibra cruda fue de 1,79% vy
aunque la fibra no es un nutriente en sentido
estricto, es considerada como un componente
funcional, porque es indispensable para el
buen funcionamiento del organismo humano.
El contenido promedio de grasa fue de 0,10%,
el cual fue menor a los valores de grasas
encontrados por Monteros y Pallo (2009), en
evaluacion de papas nativas de Ecuador.

Las papas nativas no sélo tienen formas y colores
vistosos, sino que también aportan cantidades
importantes de nutrientes y compuestos
funcionales, que mejoran una o mas funciones
del organismo, mas alla del efecto nutricional
adecuado (Castillo et al.,, 2007b; Montero et al.,
2010).

Los resultados obtenidos en las pruebas de
calidad de fritura, mostraron que ninguna de
las variedades evaluadas fue apta ya que el
porcentaje de defectos totales estuvo por encima
de 15%, que es el valor maximo aceptado
(Cuadro 4). Los componentes mas significativos
para la industria de procesamiento son los
contenidos de almidon y MS.

Otros componentes que influyen directamente
en la calidad y seleccion de variedades para
los procesos de fritura son los azucares,
especialmente glucosa, fructosa y sacarosa, que
se encuentran en mayor cantidad en la carne
del tubérculo (Moreno, 2000; Oviedo-Chavez,
2005).
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Cuadro 1. Rendimiento promedio en t ha' de 34 variedades de papas nativas y de uso local colectadas
en el estado Mérida.

Rendimiento

Variedad Productor Localidad Municipio t ha"
Papa negra Carmen Santiago Chind Alto Pueblo Llano 19
Papa negra Ramon Hernadez Las Pifiuelas Rangel 38
Papa negra Rosario Santiago Motus Bajo Pueblo Llano 26
Papa negra Atilio Gonzalez Pueblo Llano 26
Papa negra Victor Dionel Santiago Chiné Alto Pueblo LLano 14,81
Papa negra Bernavé Torres Gavidia Rangel 26
Papa negra Jesus Anibal Santiago Chiné Alto Pueblo LLano 13

Arbolona negra Atilio Gonzalez Pueblo Llano 28
Concha gruesa Pablo E. Quintero Los Conejos Campo Elias 55
Arbolona negra Antonio Garcia Los Pantanos Pueblo Llano 55
Arbolona negra Carmen Santiago Chiné Alto Pueblo Llano 30
Arbolona negra Bernave Torres Gavidia Rangel 30,5
Arbolona negra Emelia Santiago Los Pantanos Pueblo Llano 38
Arbolona negra Ramén Castellano Tafayes Miranda 21
Arbolona negra Los Trigales Las Agujas Pueblo Llano 38
Arbolona negra Los Montesitos Cafiotal Cardenal Quintero 38
Arbolona negra José Lubin Santiago ~ Santo Domingo  Cardenal Quintero 12
Arbolona negra Gilberto Paredes El Hatico Miranda 14,51
A[gg'&r'eflggg;a Padl %222?]23 Juan Los Nevados Libertador 17
PaRlaeg:é%SLos Padl %222?]23 Juan Los Nevados Libertador 25,92
Arbpoéotggors]zgra Idulfo Pérez Las Mazorcas Rangel 17,96
Tiniruca Mario Hernandez Micarache Rangel 17,28
Cucuba Bernavé Torres Gavidia Rangel 12
Roja El Molino Alonzo Contreras El Molino Arzobispo Chacén 16,66
Rosada Bernavé Torres Gavidia Rangel 42
Vidrio rojo Bernavé Torres Gavidia Rangel 13
Tocana Bernavé Torres Gavidia Rangel 10
Roja Camilo Garnica El Molino Arzobispo Chacon 19
Camilera Idulfo Pérez Las Mazorcas Rangel 17
Tequendama Adelaida Paredes Piedra Blanca Miranda 18,51
Reinosa Bernavé Torres Gavidia Rangel 13,5
Revolucién Camilo Garnica El Molino Arzobispo Chacon 14
(colector)
Guadalupe Bernavé Torres Gavidia Rangel 16,11
Rojita pihango Angel Araujo Las Tapias Miranda 18,51
Media 23,86
Valor maximo 55
Valor Minimo 10
DS 11,36
Ccv 47,61%

Analisis de varianza; DS=Desviacion estandar; CV=Coeficiente de variacion.
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Cuadro 2. Altura (cm) y nimero de tallos por metro cuadrado (tallos/m?) de variedades de papas nativas y de
uso local colectadas en el estado Mérida.

Variedad Productor Localidad Municipio Altura Numero de
(cm) tallos/m?

Papa negra Carmen Santiago Chino Alto Pueblo Llano 86 5
Papa negra Ramon Hernadez Las Pifuelas Rangel 72 3
Papa negra Rosario Santiago Motus Bajo Pueblo Llano 69 5
Papa negra Atilio Gonzalez Pueblo Llano Pueblo Llano 108 4
Papa negra Victor D. Santiago Chind Alto Pueblo LLano 68 5
Papa negra Bernavé Torres Gavidia Rangel 38 3
Papa negra Jesus A. Santiago Chiné Alto Pueblo LLano 87 6
Arbolona negra Atilio Gonzalez Pueblo Llano Pueblo Llano 127 6
Concha gruesa  Pablo E. Quintero Los Conejos Campo Elias 75 4
Arbolona negra Antonio Garcia Los Pantanos Pueblo Llano 76 6
Arbolona negra  Carmen Santiago Chiné Alto Pueblo Llano 91 6
Arbolona negra Bernave Torres Gavidia Rangel 82 6
Arbolona negra Emelia Santiago Los Pantanos Pueblo Llano 94 5
Arbolona negra Ramoén Castellano Tafayes Miranda 68 4
Arbolona negra Los Trigales Las Agujas Pueblo Llano 61 4
Arbolona negra  Los Montecitos Cafiotal %?Jriﬂ(tagr%l 109 5
Arbolona negra nge;]tli_:gbcl;n Santo Domingo %%ri(rj]tegrzél)l 67 6
A{tggl&rgggg;a F:J?J%Inségﬁgﬁgzy Los Nevados Libertador 70 4
Cucuba Bernavé Torres Gavidia Rangel 75 4
Roja El Molino  Alonzo Contreras El Molino A(r:zl_]oabégﬁo 62 3
Rosada Bernavé Torres Gavidia Rangel 68 4
Tequendama Adelaida Paredes Piedra Blanca Miranda 66 4

Cuadro 3. Caracteristicas nutricionales de variedades de papas nativas y de uso local colectadas
en localidades del estado Mérida.

Parametros Valor maximo Valor minimo Promedio
% de materia seca a 60° C 28,8 17,34 24,36
% Humedad a 105° C 5,68 3,62 4,65
% Ceniza 6,29 1,07 4,38
% Proteina cruda 9,27 5,01 7,23
% Nitrégeno 1,43 0,8 1,15
% Fibra cruda 2,69 1,01 1,79
% Grasa Cruda 0,21 0,007 0,10
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Caracterizacion morfoagronémica de variedades de papas nativas...

En la Figura 1 se muestra la distribucion de las
papas nativas y de uso local de acuerdo ala altura
donde se colectaron, se observo que el mayor
numero de muestras se ubicaron en alturas
mayores a 3000 m.s.n.m., esto coincide con lo
sefalado por Monteros y Pallo (2009), quienes
indican que las papas nativas se producen en
alturas superiores a los 3000 m.s.n.m.

Caracteres cualitativos

Las papas nativas y de uso local presentaron
diversidad de formas, colores de piel y pulpa
de tubérculo, asi como variacién en flores y
otros caracteres morfologicos. En la Figura 2 y
hasta la Figura 15, se presentan los porcentajes
de comportamiento de habito de crecimiento,
color del tallo, color primario de la flor, color
secundario de la flor, distribucién del color
secundario de la flor, grado de floracion, forma
del tubérculo, color primario del tubérculo, color
secundario del tubérculo, distribucién del color
secundario del tubérculo, color primario de
la carne del tubérculo, color secundario de la
carne, distribucidn del color secundario de la
carne del tubérculo y profundidad de ojos para
las 34 variedades estudiadas. Los caracteres
donde se observé mayor variacion fueron el
color primario de la piel del tubérculo (Figura 9),
color secundario de la piel del tubérculo (Figura
10) y color primario de la flor (Figura 4).

El habito de crecimiento fue mayormente
erecto en 76,47% de las variedades evaluadas
(Figura 2). El color del tallo mostro siete colores
diferentes, predominando el verde con pocas
manchas (38,23%), seguido del verde con
muchas manchas con un 26,47% (Figura 3). En
cuanto al color primario de la flor, predominé
el morado oscuro en un 52,94% (Figura 4),
mientras que el color secundario estuvo ausente
en un 55,88% de las variedades evaluadas
(Figura 5). La distribucién del color secundario
de la flor predominante fue la presente en el
acumen con un 35,29% (Figura 6). Predomind el
grado de floracion moderado en una proporcién
de 55,88% (Figura 7).

En la Figura 8 se presentan los porcentajes
para la forma del tubérculo, donde la forma
comprimida fue la que mas predominé con un
55,88%, seguida de la forma redonda. En cuanto
al color primario de la piel; predominé el morado
intermedio (32,35%), siendo este el caracter
de mayor variacién con 13 colores diferentes
(Figura 9). En lo que respecta al color primario
de la carne, se observaron cinco colores donde
el mayor valor fue el alcanzado por el blanco
con 38,25%, seguido del crema con un 26,47%
(Figura 12). En la mayoria de las variedades
evaluadas (82,35%) no se observé pigmentos
en la carne (Figura 13).

2000-3000

o [

2

Altura (m}

< 6

8

10 12 14 16 18 20

Numero de variedades de papa
Figura 1. Distribucion de las variedades de papas nativas y de uso local de acuerdo

a la altura.
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2,94%

8,82%

11,74%

W Erecto

W Semierecto
Decumbente

B Semiarrocetado

76,47%

Figura 2. Habito de crecimiento de 34 variedades de papa nativa y de uso local, colectadas en comunidades
del estado Mérida.

5,88% 2tk
; 0

38,23%

14,70%

B Verde pocas manchas

@ Verde muchas manchas
Pigmentado con poco verde

m Verde

m Verde con pigmentacion moderada

m Pigmentado con abundante verde

29,41%

Figura 3. Color del tallo de 34 variedades de papa nativa y de uso local, colectadas en comunidades del estado
Mérida.
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0, 0,
A 2,94% 2,94% 5.88%

. m Morado

5,88% A m Violeta oscuro

' Morado oscuro

m Violeta

m Violeta pélido

m Morado intermedio
m Lila oscuro

m Lila intermedio

Hm Blanco

5.88% - m Blanco intermedio
4 0

11,76%

Figura 4. Color primario de la flor de 34 variedades de papa nativa y de uso local, colectadas en comunidades
del estado Mérida.

17,64%

20,58%

H Crema

H Ausente
Blanco

m Dorado

W Lila oscuro

55,88%

Figura 5. Color secundario de la flor de 34 variedades de papa nativa y de uso local, colectadas en
comunidades del estado Mérida.
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35,29%

m Acumen
m Ausente

En bandas ambas caras
B En forma de estrella
55,88%

Figura 6. Distribucién del color secundario de la flor de 34 variedades de papa nativa y de uso local,
colectadas en comunidades del estado Mérida.

8,82%

m Moderado
m Escaso
Profuso

35.29% 55.88%

Figura 7. Grado de floracion de 34 variedades de papa nativa y de uso local, colectadas
en comunidades del estado Mérida.
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2,94% 294%

m Comprimido

® Redondo
Obovado

m Ovalado

Oblongo
20.41% 55.88% _ 9

Figura 8. Forma del tubérculo de 34 variedades de papa nativa y de uso local, colectadas
en comunidades del estado Mérida.

m Morado intermedio

m Rojo morado intermedio
294% N 32,35% Rojo morado intermedio

2 94% M T m Rojo intermedio

m Rojo morado intenso

m Amarillo palido

m Crema palido

» Morado

m Rosado palido

5,88% :
» Rosado intenso
m Rojo
m Rojo morado claro o palido
11,76% 11,76% m Amarillo intermedio

11,76%

Figura 9. Color primario de la piel del tubérculo de 34 variedades de papa nativa y de uso local,
colectadas en comunidades del estado Mérida.
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Ausente

Blanco crema
Crema

Blanco

Rosado
Rosado intenso
Crema palido
Rosado intenso
Negruzco
Rosado palido
Rojo pélido

50,00%

8,82%

11,76%

Figura 10. Color secundario de la piel del tubérculo de 34 variedades de papa nativa y de uso local,
colectadas en comunidades del estado Mérida.

2,94%

11,76%

W Ausente

m Como anteojos
Jaspeado

m Salpicado

m Areas irregukares

11,76%

50,00%

23,52%

Figura 11. Distribucién del color secundario de la piel del tubérculo de 34 variedades de papa
nativa y de uso local, colectadas en comunidades del estado Mérida.
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2,94%

14,70%

m Blanca
m Crema

Crema palido
® Blanco crema
m Crema blanco

17,64%

26,47%

Figura 12. Color primario de la carne del tubérculo de 34 variedades de papa nativa y de uso local,
colectadas en comunidades del estado Mérida.

5,88%

5,88%

M Ausente
B Morado
Violeta
M Morado intenso

82,35%

Figura 13. Color secundario de la carne del tubérculo de 34 variedades de papa nativa y de
uso local, colectadas en comunidades del estado Mérida.
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5,88%

W Ausente
m Areas
Estrella

82,82%

Figura 14. Distribucion del color secundario de la carne del tubérculo de 34 variedades
de papa nativa y de uso local, colectadas en comunidades del estado Mérida.

W Medios
M Profundos
Superficiales

35,29%

55,88%

Figura 15. Profundidad de ojos del tubérculo de 34 variedades de papa nativa y de uso local,
colectadas en comunidades del estado Mérida.

250



Gonzalez et al.

Caracterizacion morfoagronémica de variedades de papas nativas...

En relacion a la profundidad de los ojos, el mayor
porcentaje se presento en ojos medios (55,88%),
seguidos de ojos profundos (35,29%) y el valor
mas bajo fue para los ojos superficiales con un
3,82% (Figura 15). Este caracter monogénico,
por lo general, se incluye.

CONCLUSION

La caracterizacion morfoagronémica permitid
distinguir la gran diversidad de formas vy
colores existentes en las papas nativas y de
uso local colectadas, asi como las diferencias
en los rendimientos registrados. Se identifico
la gran riqueza genética presente en la region
andina venezolana, especificamente en pisos
altitudinales superiores a los 3000 m.s.n.m.,
diversidad que junto a los atributos de resistencia
a factores bidticos y abidticos, aunada a la
calidad para el consumo en fresco o procesado,
puede ser aprovechada en los programas de
mejoramiento genético del cultivo en el pais.
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